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"It is belicsved that this techmique, with
improvements, may be valuable in the stn
dy of certain fertility problems in
cows where a question of normality of
the covam vs. normality of the genital
tract is involved."™

- (WILLETT; BLACK; CASIDA; STONE; BUCKNER.
Science, 113 (2931):247, 1951, ao des-

creverem o nascimento do primeiro bezer

ro cria de transferé&ncia de embrisZio).
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RESUMO

Foram estudadas as preval&ncias das infecgdes por
Herpesvirus bovino tipo 1 (HVB1) e virus da diarréia bovina a
virus (VDBV), através da prova de soroneutralizagio em micro-
placa, virus da leucose enzobtica bovina (VLEB) e da lingua a
zul (VLA), empregando-se a prova de imunodifusZio em agar gel,
em doaderas e receptoras de embrides, criadas no Estado de Minas
Gerais. Das 410 amostras testadas para HVB1l, VDEV e VLA foram
‘encoéntrados resultados positivos em 209 (50,9%), 153 (37,3%) e
313 (76,3%), respectivamente; das 451 testadas para VLEB 104
(23,0%) deram reagBes positivas. Esses resultados demonstraram
que esses agentes encontram-se amplamente disseminados nessa
populagdo, o que poderd ter conseqiéncias adversas a exportagdo
de embrides, caso 0s paises importadores apresentem exigéneias
sanitéarias baseadas na sorologia das doadoras.

0 desempenho reprodutivo das doadoras de embrides
soropositivas e soronegativas para HVB1l, VDBV, HVB1 e VDBV,
foi avaliado, e n&o fol evidenciado diferencga estatisticamente
significativa (p > 0,05) entre as médias de estruturas recupera
das por colheita (4,7; 7,3; 5,7 e 6,4, respectivamente); taxa
de fertilizagdo (87,2%:; 78,1%; 86,0% e 76,5%); taxa de viabili
dade embrionaria (78,0%; 73,7%; 73,5% e 71,4%): e taxa de pre-
nhez das receptoras ao considerar apenas os resultados da soro
logia das doadoras (51,1%; 51,7%; 36,3% e 36,8%). Esses animais
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eram clinicamente normais e apresentavam pelo menos dois ciclos
regulares antes de serem empregados como doadoras. Nessas con-
digdes vacas soropositivas para HVB1 e/ou VDBV demonstraram ser
Oteis em programas de transfer&ncia de embrides.

A avaliagdo do desempenho reprodutivo das receptoras
foi feita com base na taxa de prenhez até 60 dias apdés a trans
feréncia dos embrides. N#o houve diferenga estatisticamente sig
nificativa (p>0,05) entre as taxas dos grupos de animais portadores de
anticorpos neutralizantes anti HVB1 (37,8%), VDBV (60,8%), HVB1 e
VDBV (45,9%), e soronegativos (44,1%). O risco relativo (RR)
de perdas dos diferentes grupos foi avaliado em um estudo pros
pectivo. Ndo houve diferenga significativa ®©>0,05) entre as
taxas de prenhez dos animais soropositivos para HVB1 (38,0%) e
soronegativos (42,0%); soropositivos para VDBV (65,0%) e soro-
negativos (45,0%); e positivos para HVB1 e VDBV (45,0%) e nega
tivos (42,5%). Os RR da incid&ncia de perdas dos conceptos, até
60 dias, foram de 1,07, 0,64 e 0,96 para os grupos positivos
para HVB1, VDBV e HVB1/VDBV, respectivamente. As receptoras e-
ram mantidas em rebanhos que n3o apresentaram surto de rino-
traqueite infecciosa e diarréia bovina a virus. Assim sendo,
nado foli possivel inferir os riscos de perdas em rebanhos clini

camente afetados.




SUMARTO

) Pagina
1. INTRODUGAO. . vevsennnneoeeenns ot reeee e e 1
2. REVISAO DE LITERATURA....... et e s e et 3

2.1. Prevaléncia, no Brasil, e distribuigio geografica
da rinotraqueite infecciosa dos bovinos / vulvovagi
nite pustular infecciosa, diarréia bovina a virus/
enfermidade das mucosas, leucose enzodtica bovina e

lingua azul...eeeeeeeeass creet st seasan ce v e e 3

2.2. Riscos da transmissZo da RIB, DBV, LEB e LA através
da transferéncia de embrides e critérios para formu
lag8o de regulamentos sanitlrios relativos ao comér

cic de embrides bovinos..... cre s s asaee s sttt e et 3]

2.3. Influéncia da infecgdo pelo Herpesvirus bovino tipo
1 e Virus da Diarréia Bovina a Virus sobre a fecun-

dagdo e mortalidade de conceptos bovinos, nas fases

iniciais da gestagBo..... Crreereeaann e vesses 15
3. MATERIAL E METODOS. .. v eeseeess - -
4. RESULTADOS E DISCUSSAO . eeuveeeess e eresenasas Ceessee. 32

4.1. Prevaléncias de doadoras e receptoras soropositivas
para os virus HVB1, DBV, LEB e LA, e suas possiveis

implicagles no comércio de embri®es. .. vevrseenseees 32

4.2. Avaliagdo do desempenho reprcdutivo de doadoras e

a receptoras de embrides soropositivas para HVB1 e/ou
VDBV, e soronegativas..... st tarasesena cesrcessrases 40
5. CONCLUSOES . vevsvvvnnoeenennns Ceeeraaaaa Cheeeean ... B9
6. APENDICE..cveuvenvnnrnnnnnnns et e 61

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...... ces ettt et S}




TABELA I -

TABELA iT -

TABELA ITI -

TABELA v -

TABELA v -

TABELA VI -

TABELA VII -

LISTA DE TABELAS

Resultados das provas sorolégicas realiza
das em rebanhos de doadoras e receptoras

de embrides, Minas Gerais, 1988..........

Resultados das provas soroldgicas realiza
das em doadoras de embriBes das subespé -

cies Bos taurus indicus e Bos taurus tau

rus, Minas Gerais, 1988B......... ca s s e aeaa

Estruturas recuperadas em lavados uterinos
de vacas docadoras de embrifes portadoras
de anticorpos neutralizantes contra os vi
rus HVB1l e/ou DBV, e soronegativas, Minas
Gerais, 1988..... e s s s s s s e ae s e e

Anidlise de varincia para os dados da
TABELA ITIT...ccctieesnascnnsanns s e e e b et

Distribuigdo de estruturas fertilizadas e
nao fertilizadas, recuperadas em lavados
uterinos de vacas dcocadoras de embrides,de
acordo com o resultado do teste de soro-

neutralizag¢&o para os virus HVBl e DBV, Minas

Gerais, 1988, ..ttt it eerecacacassans ce e
Distribuigio de estruturas ferti-
lizadas wviaveis. e inviaveis, recupe-

radas em lavados uterinos de vacas doado-
ras de embrides, de acordo com o resulta-
do do teste de soroneutralizagdo contra os
virus HVB1 e DBV, Minas Gerais, 1988.....

Taxa de prenhez de receptoras de embrides
colhidos em doadcoras soropositivas para
HVB1l e/ocu VDBV, e soronegativas, Minas
Gerals, 1988B..cseecececacacanscsasancsas .

x1i

Pagina

33

34

42

42

45

46

51




TABELA

TABELA

TABELA

TABELA

TABELA

TABELA

TABELA

TABELA

VITII

1X

XI

XII

XITI

XIV

XV

Taxa de prenhez de receptoras soropositivas
para HVB1 e/ou VDBV, e soronegativas, Mi-

nas Gerais, 1988...... ceecses e

Taxa de prenhez de receptoras soropositivas
para HVBl, de acordo com o resultado da

sorologia das doadoras, Minas Gerais, 1988,

Taxa de prenhez de receptoras soropositivas
para VDBV, de acordo com ¢ resultado da

sorcologia das doadoras, Minas Gerais, 1988,

Taxa de prenhez de receptoras soropositivas
para HVB1l, de acordo com o resultado da

sorologia das doadoras, Minas Gerails, 1988,

Taxa de prenhez de receptoras soronegativas
para HVB1 e VDBV, de acordo com o resulta

do da sorologia das doadoras, Minas Gerais,

Incidéncia de perda de conceptos em recep
toras soropositivas e soronegativas npara
HVBl (periodo de observag@o de até 60 dias),

Minas Gerais, 1988....::4:.. Sr s s s eesaaaas

Incidéncia de perda de conceptos em recep
toras soropositivas e soronegativas para
VDBV (periodo de observacfo de até 60

dias), Minas Gerais, 1988..¢v0veeve. e

Incidéncia de perdas de conceptos em re-
ceptoras soropositivas e soronegativas pa
ra HVB1 e VDBV (periodo de observacgio de
até 60 dias), Minas Gerais, 1988...... .

xii

Pagina

51

54

54

b5

55

57

57

58




GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

GRAFICO

10

11

12

13

14

LISTA DE GRAFICOS

Preval&ncia de HVB1, em doadoras e recepto

ras de embrifesS. . i ceerenecaanas

Freqliéncia de doadoras Bos taurus indicus

e Bos taurus taurus sorcopositivas para HVBL.

Prevalé&ncia de VDBV em doadoras e recepto-

ras de embridesS....es.. st e e e es e e an .o

Freqlidncia de doadoras Bos taurus indicus

e Bos taurus taurus soropositivas para VDBV,

Prevaléncia de VLEB em doadoras e recepto-

ras de embridesS. ..t eeeeieeasnnns “ e

Freqlincia de doadoras Bos taurus indicus

e Bos taurus taurus soropositivas para VLEB.

Prevalé&ncia de VLA em doadoras e receptoras

de embrifesS..eeeeeesss

Freqii€ncia de doadoras Bos taurus indicus e

Bos taurus taurus soropositivas para VLA...

Estruturas recuperadas por colheita de acor

do com osg resultados dos testes sorolégicos..

xiii

Pagina

62

63

64

65

66

67

68

69

70

Taxa de fertilizacsdo de acordo com os resul

tados dos testes soroldgicoS...eeeveeen. . v

Taxa de viabilidade embrionaria de acordo

com os resultados dos testes soroldgicos...

Taxa de prenhez das receptoras de acordo com
os resultados dos testes soroldgicos das

doadorasS. . veereeennee ceeae e

Taxa de prenhez de acordo com os resultados

dos testes soroldgicos das receptoras......

Estudo prospectivo da taxa de prenhez das recepto-
ras de acordc com os resultados dos testes sorold-

. oo - csrsecnanns

LI I IR A I N A R Y

71

72

73

74

75




1. INTRODUGAO

0 nascimento da primeira cria da espécie bovina,
fruto da transferéncia de embrifo (TE) foi reportado por WILLETT
et alii (1951), nos Estados Unidos. Desde entdo, progressos
significativos t&m sido alcangados em relagfio as técnicas de
sincronizac¢do de cios, superovulagdo, transferéncia, micro-
manipulagdo e criopreservagio de embrides bovinos, o que tem
permitido o comércio internacional desse material genético.

Essa nova situac@o tem levado as autoridades inter-
nacionais a preocupac3o com a possibilidade de transmissdo de
doencas infecciosas entre paises onde ocorrem certas enfermida
des e paises indenes. A comunidade cientifica tem investigado
essa possibilidade e tem demonstrado ser a TE 0 meio mais segu
ro de comércio de material genético, por apresentar riscos des
preziveis de transmissio de doengas (SOCIEDADE INTERNACIONAL DE
TRANSFERENCIA DE EMBRIOES - SITE/CONCLUSIONES, 1988). Mesmo
assim, varios paises nZo té&m acompanhadoc esses avangos nem a-~
daptado seus regulamentos sanitarios & nova realidade, o que
tem levado, em certos casos, a impossibilidade de intercambio
comercial (COMISION SUDAMERICANA PARA LA LUCHA CONTRA LA FIEERE
AFTOSA - COSALFA, 1988).

Desde a descrig@o da leucose enzodtica bovina (LEB),
iingua azul (LA), diarréia bovina e virus/enfermidade das muco

sas (DBV/EM), e rinotraqueite infecciosa dos bovinos/vulvovagi




nite pustular infecciosa (RIB/VVPI}, a ocorréncia dessas doen-~
cas tem sido registrada em paises de todos continentes, inclu-
sive no Brasil (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD - OPS,
1986).

A prevaléncia dessas doengas tem implicagdes para
o comércio de embrifes, uma vez que sfo feitas exigéncias sani
tadrias pelos paises importadores, as quais geralmente incluem
atestados negativos para essas enfermidades.

Os programas brasileiros de TE t&m crescido nos 1l
timos anos e representam uma fonte em potencial de divisas, a-
través da exportagdo de embrides, especialmente de racas zebui
nas. Nesses programas pouca atencdo tem sido dada as doengas
infecciosas causadas por virus, a despeito do conhecimento
de que algumas interferem na reprodugdo de bovinos.

580 relativamente bem conhecidos os distarbios re-
produtivos causados pelo Herpesvirus bovino tipo 1, agente da
RIB/VVPI, e virus da DBV/EM, em fases mais adiantadas da gesta
¢do, porém sdo escassos, ou inexistentes, trabalhos relativos ao
envolvimento desses agentes na diminuigfo da téxa de fertiliza
‘Gdo-e mortalidade de conceptos bovinos, durante as fases ini-
ciais do desenvolvimento. As técnicas envolvidas na TE permitem
obter um nimero maior de estruturas em lavados uterinos (LU) de
uma doadora, sua avaliagfo "in vitro", e, também, estimar as
taxas de fertilizag8o e viabilidade embrionaria, até o dia da
colheita, e estudar as taxas de prenhez das receptoras em rela
G8o as caracteristicas dos embrides avaliados '"in vitro", antes
da transferéncia.

Este trabalho foi delineado com o objetivo de deter
minar as prevalé&ncias das infecgdes por HVB1l, virus da DBV/EM,
LEB e LA, em vacas dcoadoras e:.receptoras de embrifes, criadas
nc Estado de Minas Gerais, suas implicag8es no atendimento de
exigéncias de certificados sanitirios; e de avaliar o desem-
penho reprodutivo de animais portadores de anticorpos neutrali

zantes contra o HVB1l e/ou virus da DBV.




2. REVISAQ DE LITERATURA

2.1. Prelavéncia, no Brasil, e distribui¢do geogra-
fica da rinotraqueite infecciosa dos bovinos/
vulvovaginite pustular infecciosa, diarréia
bovina a virus/enfermidade das mucosas, leucose

enzodtica bovina e lingua azul.

Apds as descrigdes da LEB (SIEDAMGROTEZKY, 1878), LA
(BEKKER et alii, 1934), DBV/EM (CHILDS, 1946; OLAFSON et alli,
1946} e RIB/VVPI (BUiCHNER, 1894; SCHROEDER & MOYS, 1954), va-
rios trabalhos tém sido conduzidos visando determinar a preva-
léncia de animais soropositivos aos seus respectivos agentes
etioldgicos. Segundo o OPS (1986) essas doencas estio distri-
buidas em todo mundo, com preval&ncia variavel de acordo com
o pals ou regifo estudada.

As informag¢Bes disponiveis sobre a prevaléncia des
sas infecgles no Brasil s30 escassas e, as vezes, resultam de
trabalhos sem delineamentos adequados, no que diz respeito a
amostragem, o que, embora nf3o invalide a informagio, torna-a
imprecisa.

No Brasil, o primeiro levantamento sorolbégico para
pesquisa de anticorpos neutralizantes contra o HVBl foi execu-
tado por GALVAO et alli (1962/63), que testaram 458 amostras

de soro bovino provenientes do Estado da Bahia, e encontraram
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34,4% positivas. Em seguida, WIZIGMANN et alii (1972), testaram
229 soros de animais abatidos no Rio Grande do Sul e demonstra
ram 33,0% de reagentes através da prova de soroneutralizagZoc (SN)
em tubo.

Mais recentemente, IKUNQ & MUELLER (1982), em estudo
realizado em SZo Paulo, encontraram 92,7% de animais com titulo
superior a 1:2 na prova de hemoaglutinagdo passiva (HAP) para HVB1,

Em Minas Gerais, GALVAO (1984) registrou a freqglién-
cia de 75,9% soros positivos para o HVB1l ao testar 58 amostras
através da SN em microplaca, engquanto ANUNCIAQKO (1986) determinou ser
62,4% a prevaléncia de animais positiveos & mesma prova, quando
testou 317 amostras.

No Brasil, informagBes sobre taxas de prevalé@ncia de
animais positivos para o VDBV s&do escassas. WIZIGMANN et alii
(1972), testando 299 soros bovinos colhidos em abatedouro loca
lizado no Rio Grande do Sul, encontraram 39,0% de animais rea
gentes & prova de SN em tubo, enquanto SOARES & PEREIRA (13974)
registraram a freqliénecia de 3,4% de soros positivos ao testa-
rem, através de SN em tubo, 59 amostras de soros de animais
adultos clinicamente sadios, criados no Estado de SZo Paulo.
NOGUEIRA et alii (1986) encontraram 87,5% de reagdes positivas
quando pesquisaram anticorpos neutralizantes, através da SN em
microplaca, em 24 amostras de soros ceclhidas no Estado do Rio
de Janeiro.

A LEB, apesar de ter sido diagnosticada clinico e
anatomopatologicamente desde meados do século (SANTOS et alii,
1959), 4 no final da década passada fol estudada quanto &
prevalé&ncia de anticorpos em nossos rebanhos. ALENCAR FILHO
et alii (1979) realizaram um levantamento soroldégico em Sao
Paulo e encontraram 35,6% de reagdes positivas dentre 1.013
soros testados pela técnica de imunodifusZo em &gar gel (IDAG).
Os animais da raga Holandesa e seus mestigos apresentaram maior
namero de resultados positivos (44,7%) em relag8o as outras
racas (29,4%).

ROMERCO & ROWE (1981) detectaram a presenga de anti-




corpos precipitantes antivirus da LEB, através da prova de
IDAG, em 54,3% de uma amostra de 1.444 soros colhidos no Rio
de Janeiro. Constararam, também, serem mais frequentes reacgdes
positivas em animais mais velhos.

KANTEK et alii (1983) estudaram a prevaléncia de
LEB em rebanhos leiteiros do Paranid e observaram: que 20,7% de
695 soros testados apresentavam anticorpos precipitantes contra
o VLEB; que existia correlag@o positiva entre a taxa de reagen
tes e a idade; e que a malor taxa era encontrada nos animais
da raga Holandesa.

Em Minas Gerais,MODENA et alii (1984) examinaram 2.926
amostras de soros colhidos em animais com idade superior a 6
meses e encontraram 26,7% positivos. Quando estratificaram a
amostra segundo o tipo de exploragdc, verificaram gue 40,6% dos
animais leiteiros e 15,6% dos de corte eram soropositivos.

GOMES et aliil (1985) detectaram anticorpos contra
VLERB em 32,6% (229/70%) de animais criados no Rio Grande do
Sul, testados através da IDAG.

A infecg3o pelo virus da LA - VLA nos rebanhos bra
gileiros passou despercebida até que SILVA (1978) relatou a
presencga de anticorpos fixadores de complemento contra VLA em
bovinos e covinos do Estado de S&o Paulo, indicando a presenga
do agente em nosso mei¢. Esse achado foi corroberado, poste-
riormente, quando se demonstrou a presenga de anticorpos precil
pitantes anti VLA em oito bovinos de um grupo de sessenta ani-
mais exportados para os Estados Unidos, e fol isclado o agente
em um deles (REPORT, 1980).

MOREIRA et alii (1980} registraram a presenga de
anticorpos anti VLA em 74% de 577 soros testados por IDAG, pro
venientes dos Estados de Minas Gerais e S3o0 Paulo. Em seguida
CUNHA et alii (1982) obtiveram resultados positivos em 40,8%
ao testarem, por IDAG, 553 soros colhidos em municipios do Rio
de Janeiro.

ABREU (1982) em trabalho delineado para estudar a

prelavéncia da infeeccgdo pelo VLA em bovinos de Roraima, Amazonas ,
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Pard e Amapéa, encontrou taxas de 15,9%:; 25,5%; 32,5% e 21,3%,
respectivamente. Essas taxas foram relacicnadas com o movimen-
to de animais, possivelmente portadores, e a presenga de veto

res, mosquitos hematé6fagos do género Culicoides, nas regides

cujos animais tinham idade superior a 24 meses. Em outros paises,
relag8es entre fatores ecoldgices, populagio de vetores e pre-
valéncia de animais soropositivos em Areas end€micas, tém sido
registradas (LEFEVRE & CALVEZ, 1986; ABU EL ZEIN et alii, 1987)

2.2. Riscos da transmissio da RIB, DBV, LEB e LA
através da transferéncia de embrides e crité
rios para formulagdo de regulamentos sanitarios

relativos ao comércio de embrides bovinos.

Com os avangos tecnolégicos relativos a colheita,
transferéncia, criopreservacdo e micromanipulagdo de embrides,
tornou-se possivel o comércio internacional desse material ge-
nético. Semelhante ao que ocorre em relagfo ao s€men, e outros
materiais de multiplicagdo animal, as autoridades sanitéarias
‘levantaram a necessidade de se previnir a transmissiao de doen-
gas de paises infectados para paises indenes através da elabo
ragio de legislag@o especifica para regular o comércio de em
brides. Segundo CASAS OLASCOAGAS & SUTMSLLER (1988), foram ela
borados regulamentos sanitéarios muito rigorosos, baseados na
legislagio para sémen, acrescida de varios itens relacionados
& importacdo de animais vivos, e, algumas vezes, de produtos
de origem animal, tornando impossivel seu cumprimento e proibi
tiva a importacdo/exportagio de embrides bovinos.

Os fatores relacionados aos riscos de transmisséo
de doengas, através de sé&men e embrides bovinos, s&c bastante
diferentes, o que torna menos necesséria a execugZo de muitos
testes soroldgicos nas vacas doadoras de embrides, conforme
requerido por alguns regulamentos de paises importadores de
embriBes (CASAS OLASCOAGAS & SUTMSLLER, 1988).

JANSSEN (1987) julga que as autoridades sanitérias




devem limitar suas exigé&ncias ao absolutamente necessério, evi
tando testes que nfo déem maior seguranca ao atestado deo estado
sanitario dos embrides.

VAN DER MAATEN (1987) atribue fundamental importan-
cia & escolha adequada do(s) teste(s) a ser(em) exigido(s), con
forme as caracteristicas de cada doenga.

MAPLETOFT (1987) pde em duvida o© cumprimento das
exigéncias estabelecidas em protocolos de importagdo / exportagio
e admite ser importante a fiscalizagdo do cumprimento dos acor
dos firmados.

Na XV ReuniZo Anual da COSALFA, (COMISION, 1988), con
siderando que muitos dos paises-membros disp8em de regulamentos
que nioc estio de acordo com os avangos cientificos em relagdo
a eliminacdo de riscos de transmissido de doengas através da
TE, foram tomadas as seguintes resolugdes: revisdo e adaptagio
da legislag@o vigente para a importag¢d@o e exportagido de embrides

bovinos, de forma que seja eficaz e aplicavel; o s&men usadoe

para produgdo de embrides deve provir de partidas aprovadas
pelo Ministério da Agricultura (MA), segundo orientag8o do
Cbédigo Zoosanitério do 0Oficio Internacional de Epizootias; a

empresa produtora de embrides para exportagdo deve ser regis -
trada e certificada pelo MA do pais exportador; padronizagao
dos regulamentos sanitirios referentes ao movimento de material
genético; e que seja estudada a possibilidade de estabelecer no
pais exportador um banco de soro congelado de potenciais doadg
res de material genético para exportagédo.

0 risco de transmiss3o de doengas através de em—
brides tem sido avaliado em diversos trabalhos experimentais ,
executados "in vitro" e "in viwvo".

Segundo BOWEN (1979) a transmissfo de virus a em—
brides a partir de seus progenitores pode ocorrer das seguin-
tes formas: via gametas, onde o agente pode estar inserido no
dvulo ou espermatozdide ou aderido as suas superficies; através
do meio ambiente contaminado, quando o agente pode ultrapassar

a zona pelGcida (ZP) ou infectar as células embrionédrias apds




a eclos@o. Neste caso o agente deve estar presente no oviduto,
ttero ou liquido seminal.

STRINGFELLOW & WRIGHT (1987) propdem o seguinte mo
delo tedrico para que seja possivel ocorrer a transmiss3o de
doengas através da TE: exposicdo (idade do embrifo, pouco movi
mento, isolamento do embrifio no trato genital, estado imune do
genital, estado sanitéario da doadora, esterilidade dos equipa-
mentos e meios); infecg3o do embrifio ou aderéncia & ZP (resis-—
ténecia da ZP, tamanho do agente, lavagens e tratamento com
enzimas); viabilidade do agente (estado imune do genital, tra-
tamento com enzimas, congelagZfo e descongelacgso); dose infec
tante (tamanho do embriZio, ZP intacta, diluic¢Zo com os meios
de lavagem, lavagens sucessivas, tratamento com enzimas). Para
que ocorra transmissdo, essa sequéncia de eventos n#o pode ser
quebrada, caso contrério o agente n3o serd transmitido.

Para evitar a transmissZioc de doengas através da TE,
a SITE (SINGH, 1986) recomenda proceder as técnicas de colhei-
ta e transferéncia de embrifes de forma asséptica, usar meios
e equipamentos individuais e esterilizéa-los apés usoc, manipular
0s embrides em ambiente controlado, proceder a dez lavagens
sucessivas (equivalentes & diluig8io de 1:100 do lavado ante-
rior), tratar os embrides com tripsina,'néo congelar embrides
que tenham lesdo de ZP ou gue apresentem material aderido a
sua superficie. Nesse contexto a ZP exerce grande importéncia,
uma vez que tem se mostrado impermedvel aos agentes infecciosos
até agora estudados (STRINGFELLOW & WRIGHT, 1987).

08 agentes infecciosos apresentam caracteristicas
proprias no que diz respeito A sua biologia e patogenicidade,
0 que os torna mais, ou menos, aptos a serem transmitidos ver-
tical ou horizontalmente.

0 HVB1, pertencente a familia HERPESVIRIDAE, tem
tropismo por tecidos das vias respiratdérias e sistema genital.
Uma semana depois da infecg¢Zo a maioria dos animais produz
anticorpos neutralizantes que podem persistir por anos (GIBBS

& RWEYEMAMU, 1977). Parte desses animais passa a portar o virus




sob a forma de infecg3io latente (PASTORET et alii, 1982). Nou
tros casos pode n&@o haver producfo de anticorpos em titulos
detectdveis ou hé produgBo de forma irregular, a despeito de o
virus ser eliminado em secrecgdes (HUCK et alii, 1971, 1973;
ALLAN et alii, 1975; PARSONSON & SNOWDON, 1975).

ELAZMARY et alii (1980) demonstraram HVB1 através da
imunofluorescéncia - IF (direta ou indireta) e o isolaram em
espermatozdides de touros infectados. Todavia n3o conseguiram
avaliar se os espermatozdides infectados eram capazes de pene-
trar a ZP do 6vulo, fertilizé-lo, infectar o embrifio resultan-
te e ser, desta forma, transmitido verticalmente.

SINGH et alii (1982b) observaram ser possivel isolar
HVB1 a partir de embrides bovinos de ZP intacta, expostos "in
vitro" a esse agente, e que tripsina é capaz de remover e/ou
inativar o virus. Demonstraram ainda que o agente, mesmo ade
rindo a ZP, n8o a ultrapassa nem se replica em sua superficie,
como também gue HVB1 n3o tem ac3o adversa ao desenvolvimento
embrionario. Adicionalmente, n#o conseguiram detectar infecgio
em 31 6vulos e embrides colhidos em doadoras séropositivas.

SINGH et alii (1983) inocularam doadoras soronega-
tivas para HVB1l por via respiratdria, intravaginal e intra-
uterina, e isolaram o agente em nove de 33 LU. Os embrides (84)
colhidos desses animais e tratados com tripsina n8o transmiti-
ram a infecgdo a 49 receptoras soronegativas, resultando em
21 prenhezes e nascimento de 20 crias. Todas as receptoras e
animais-produto permaneceram soronegativos para HVBL.

SINGH (1987) relatou a transmissfio de I—IVB1 apds
transferéncia de embrides que foram expostos "in vitro" ao
HVB1 e Jjulgou ser o tratamento rapido com tripsina indispensa-
vel para a eliminagdo do risco da transmissdo do HVB1 de doado
ras positivas a receptoras soronegativas.

ECHTERNKAMP & MAURER (1988) avaliaram a viabilida-
de de embrides n8o eclodidos, tratados com tripsina. Os em—
brides foram tripsinizados, congelados, descongelados e incuba

dos a 38,500 durante 72 horas. Findo este periodo, foram avali
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ados, € ndo houve diferenca entre ¢ desenvolvimento dos em-
brides tratados e dos ndo-tratados.

THIBIER & NIBART (1987) relataram a experi&ncia ob
tida com a importagfc de um grande namero de embrides dos
Estados Unidos para a Franga com requerimento sanitario minimo.
Os embrides provinham de doadoras, a maioria provavelmente so-
ropositiva para HVB1, e foram transferidos, no pais importador,
para mais de 1.000 receptoras soronegativas. Estes animais fo-
ram acompanhados sorologicamente e nenhum soroconverteu.

0 virus da DBV estd classificado como pertencente

ao género Pegtivirus da familia TOGAVIRIDAE e tem tropismo por

diversos tecidos, inclusive os do sistema genital (BAKER,
1987).

Na maioria dos casos, os animais infectados pelo
VDBV produzem anticorpos neutralizantes, detectlveis trés a
quatro semanas apds a infecg¢Zo, que persistem provavelmente por
anos (DUFELL & HARKNESS, 1985). Entretanto, fetos infectados
nas fases inicials da gestagdo podem nascer clinicamente nor
mais, imunotolerantes e persistentemente infectados (McCLURKIN
et alii, 1984), atingir a idade adulta e continuar eliminando
o virus em suas secrecgdes, sem produgdo de anticorpos
(McCLURKIN et alii, 1979; BARLOW et alii, 1986; VIRAKUL et alii
1988).

O VDBV ja foi isolado em sémen de touro experimen -
talmente infectado (WHITMORE et alii, 1978) ou imunotolerante
portador de infecgio persistente, naturalmente adquirida
(McCLURKIN et alii, 1979; BARLOW et alii, 1986). Em ambas as
situagdes n3o foi demonstrada a associag@o do virus com os es-
permatozdides, nem cogitada a possibilidade de poder ocorrer
transmissdo vertical genética através do gameta masculino.

Dados relacionados ao risco de transmissdo do VDBV
de doadoras a receptoras ndo sfo disponiveis; entretanto, tra-
balhos preliminares indicam ser pouco provavel de ocorrer, As
sim, SINGH et alii (1982a) demonstraram n3o ser possivel isolar

o VDBV em embrides colhidos entre os dias cinco e sete apds o
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cio das doarodas, expostos "in vitro'" a esse agente, e em
seguida lavados sucessivamente. Resultados semelhantes foram
conseguidos por POTTER et alii (1984) ao testarem embrifes com
ZP intacta ou removida.

A transmissdo vertical de virus, através de gametas,
tem sido revelada em varias espécies animais portadoras de
virus da familia RETROVIRIDAE, que té&m a capacidade de, com
auxilio da transcriptase reversa, sintetizar, na célula hospe -
deira,DNA complementar ao seu RNA. Em seguida esse segmento
de DNA é& inserido no genoma do hospedeiro e passa a ser trans—
mitido, as geragdes seguintes, através dos gametas masculino e
feminino (MIMS, 1981).

O virus da LEB é classificado como Oncovirus tipo
C mamifero, da familia RETROVIRIDAE., Esse agente tem a capaci-
dade de clonar seu genoma apenas em células linfdides, e, s
ocasionalmente, produzir particulas infectantes livres, no hos
pedeiro. Assim sendo, os animais infectados apresentam sorolo-
gia positiva persistente (BURNY et alii, 1985).

Para avaliar a ocorréncia de infecgéo pelo VLEB em
embrides e na cavidade uterina de doadoras naturalmente infec-
tadas por esse agente, BOUILLANT et alii (1981) pesquisaram o
virus em leucdcitos circulantes, sedimento de LU, 6vulos e em
brides de 25 vacas soropositivas ao teste IDAG e isolaram 0
agente em 11 (73,3%) de 15 amostras de leucdcitos e 4 (16,0%)
de 25LU. Contudo, o virus n3o foi isolado dos 26 dvulos e 60
embrides colhidos nesses lavados. Os autores sugerem que o8 i-
solamentos conseguidos a partir de LU possivelmente foram conse
qlidncia da presenga de linfécitos na cavidade uterina ou conta
minag8o por leucdcitos sangliineos, apbés ruptura de vasos duran
te as lavagens uterinas.

Em trabalho recente, RUCKERBAUER et alii (1988) ob-
tiveram 24 linhagens de células Gtero-tubarias, colhidas em LU
de 20 vacas soropositivas para VLEB e quatro soronegativas. To
das as linhagens provenientes de animais soropositivos foram

negativas ao teste de IF direta para LEB; enquanto uma apresen
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tou resultado positivo para a prova de radioimuncensaio, as
procedentes dos animais soronegativos deram resultados negati-
vos em ambos os testes. Os pesquisadores demonstraram a permis
sibilidade ao VLEB, "in vitro", das células de origem Gtero-
tubaria, apds inoculag3o de trés linhagens de vacas soronegati

vas e trés de soropositivas. Com base nesses resultados con-

cluiram que essas células n8o s3o infectadas "in vivo" pelo
VLEB, embora sejam sensiveis ao virus quando cultivadas "in
vitro".

Apesar dessas demonstrag¢des indicarem a ocorréncia
de contaminagdo do ambiente uterino & época da colheita dos
embrides, trabalhos n3do t&m revelado a transmiss3o do VLEB de
doadoras a receptoras ou as crias de transferéncia.

EAGLESOME et alii (1982) transferiram 151 embrides,
produzidos por doadoras scropositivas para VLEB, a receptoras
soronegativas, resultando no nascimento de 27 crias soronegati
vas. As receptoras continuaram soronegativas durante todo
periodo de observacgZo.

KAJA et alii (1984), trabalhando num programa de
formag&@o de rebanho leiteiro livre de infecgio pelo VLEB, trans
feriram 51 embrides de doadoras soropositivas para receptoras
soronegativas ao teste de IDAG. Nasceram trinta crias, as
quais, juntamente com as receptoras, permaneceram sorologica -
mente negativas durante 21 meses, periodo em que foi feito o}
acompanhamento soroldgico.

HARE et alii (1985) obtiveram 50 bezerros produtos
da transfer&ncia de 207 embrifes colhidos em vacas soropositi-
vas e transferidos para novilhas soronegativas. Desses em-—
brides, 111 eram produtos de s&men de touro soropositivo. Todos
0s animais receptores e crias apresentaram sorologia negativa.
Os mesmos autores ndc demonstraram a transmissdc do VLEB por
meio de transferéncia de embrides, produzidos por vacas e tou
ros soronegativos, expostos "in vitro" ao VLEB e lavados suces
sivamente por dez vezes (diluigZo de 100 x por lavagem). As

receptoras que eram soronegativas continuaram assim reagindo
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a prova de IDAG.

DIGIACOMO et alii (1986), trabalhande com rebanho
leiteiro comercial, produziram 116 crias soronegativas, produ-
tos de transferéncia de embrides colhidos em doadoras soroposi
tivas e transferidos para receptoras soronegativas. Quando trans
feriram embriSes de vacas negativas a novilhas positivas obti-
veram cinco (17%) de 29 crias positivas ao nascer. Com essas
observagfes concluiram gque a transmissZo "in utero" ocorre em
fase mais avangada da gestagdo e que os embrides nZo sio pre
dispostos a infecgfo e ndo transmitem o VLEB,.

LORTON et alii (1987} transferiram hemiembrides pro
duzidos por 12 doadoras soropositivas a prova de IDAG para LEB,
quatro das quais foram inseminadas artificialmente com s&mens
de touros também soropositivos. Nasceram 19 crias das vacas
soropositivas e touro soronegativo e nove de doadoras e touros
soropositivos. As crias e as receptoras apresentaram sorologia
negativa durante todo o experimento.

Embrides, oriundos de decadoras criadas em Areas en-
démicas para LEB, foram transferidos para mais de 1.000 recepto
ras ‘soronegativas e n#o transmitiram a doenga, mesmo tendo si
do exigido requerimentoc sanitério minimo (THIBIER & NIBART ,
1987}.

0 VLA, um Orbivirus pertencente & familia REOVIRI-
DAE, compreende 23 sorotipos diferentes (ERASMUS, 198%) que se
encontraram associados a hemacias de bovinos e outras espécies
de ruminantes (HOFF & TRAINER, 1978).

Anticorpos precipitantes anti VLA s3o normalmente
detectados 14 a 28 dias apbés a infeccgdo e persistem por, pelo
menos, tré&s anos (PEARSON & JOCHIM, 1979). As técnicas mais
comumente empregadas para pesquisa de anticorpos anti VLA té&m
valor quando aplicadas em rebanhos; entretanto, ao nivel indi-
vidual,. suas sensibilidades s3o questionaveis (STOTT, et alii,
1984). Por outro lado, resultados positivos a IDAG para VLA
devem ser interpretados com cautela, uma vez que existem rea-

cdes cruzadas entre os diversos sorotipos desse virus e outros
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membros do género Orbivirus, como o virus da hemorragia epizod
tica (HOFF & TRAINER, 1978; CAMPBELL & GRUBMAN, 1985).

Particulas semelhantes ao VLA foram observadas, a-
través da microscopia eletrdnica-ME, em espermatozdides de tou
ros infectados (FOSTER et alii, 1980). A viabilidade desses es
permatozdides e a identificagio dessas particulas, apds isola-
mento, nio foram relatadas.

BOWEN et alii (1983), estudando a possibilidade de
ocorrer transmissdo do VLA através da TE, colheram embrides de
vacas virémicas das quais o VLA foi isolado em 11 de 20 LU e
transferiram para 39 novilhas soronegativas. Os animals recep-
tores nido desenvolveram viremia nem soroconverteram. O virus
nZo fol detectado, através da IF, em 63 embrifes e ovulos recu
perados.

THOMAS et alii (1983) colheram 28 embriBes de dez
novilhas virémicas, experimentalmente inoculadas com VLA, e o8
transferiram para receptoras soronegativas, resultando em 14
prenhezes. Anticorpos foram pesquisados, mas ndo detectados,du
rante a gestagfo e trinta dias apds o parto. Aé crias nasceram
‘e” continuaram soronegativas por mais trinta dias, quando foi
realizado o Gltimo teste.

Na tentativa de avaliar a possibilidade de obter
produtos livres do VLA, oriundos de s&men infectado, THOMAS et
alii (1985) inseminaram quatro novilhas soronegativas com sémen
de touro experimentalmente infectado. Desses animais, dois de-
senvolveram viremia apdés a inseminacBo artificial-IA, demons -
trando ter ocorrido infecgdo. Das quatro novilhas foram colhi
dos 20 embrides e transferidos 16 a receptoras soronegativas,
resultando em nove prenhezes, produto das novilhas virémicas, e
uma, das n8o virémicas. As seis crias resultantes e as recepto
ras nao apresentaram anticorpos até o final do experimento,
trinta dias apdés o parto.

Com base nessas evidéncias sobre o risco de trang
missdo de doengas infecciosas através da TE, a SITE (CONCLUSIQ

NES, 1988) as classificou em trés categorias distintas: enfer-
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midades para as quais se tem provas suficientes para afirmar
que o risco de transmissZio é desprezivel, desde que os embrides
sejam adequadamente manipulados1 - LEB; doengas para as quais
h& provas substanciais que indicam ser desprezivel o risco de
transmissgo desde que os embrides sejam devidamente manipula
dosl, havendo, porém, necessidade de verificar os dados exis
tentes mediante novas transferé&ncias - RIB-VVPI, LA e outras ;
enfermidades para as quais os resultados preliminares indicam
ser desprezivel o risco de transmissfio, quando os embrides fo
rem corretamente manipulados entre a colheita e transferéncia%
devendo-se, porém, corroborar as informagdes preliminares com
dados experimentais complementares, "in vitro" e "in vivo" -
DBV.

2.3. Influéncia da infecgdo pelo Herpesvirus Bovino
tipo 1 e Virus da Diarréia Bovina a Virus sobre
a fecundag8o e mortalidade de conceptos bovi-

nos, nas fases iniciais da gestagZo.

Os embrifes bovinosgs s3c colhidos para transferéncia
entre o sétimo e oitavo dias apbds a IA da doadora. Desta forma,
os fatores relacionados com a fertilizagdo dos dvulos e viabi-
lidade dos embriles resultantes devem estar presentes no orga
nismo materno nesse periodec. Nas fases seguintes, a relagéo
materno-concepto ocorre no organismco da receptora, embora, de
alguma forma, certas caracteristicas genéticas ou adquiridas na
relagdo concepto-doadora possam ainda se expressar nesta segun
da fase.

A fertilizagdo nos mamiferos compreende uma série
de eventos bioldgicos que envolvem, numa interacio bastante
complexa, os gametas masculino e feminino, os quais se combinam
para formar uma Unica c¢élula (BENEVIDES FILHO & PINHEIRC,1988).

0 fendmeno se d& na tuba uterina, aoc nivel da jung3o istmo -

1 SINGH (1986)
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ampola, durante o primeiro dia apdés o cio, e esta regulado, a-
parentemente, pela fungdo ovariana que, durante a eliminagZo do
6vulo, estimula o transporte dos espermatozdides do reservatd-
rio localizado no istmo, préximo a juncdo Gtero-tubaria (HUNTER
& WILMUT, 1984; HUNTER, 1985). Nesse processo é importante no
apenas o estado funcional da f&mea mas também a qualidade do
s€men, uma vez que o touro tem influéncia sobre a taxa de fer-
tilizagBo (CALLAGHAN & KING, 1980).

Poucas horas apds a fertilizagdo pode-se detectar,
na corrente sangiliinea de vacas, o fator de reconhecimento pre
coce da gestagdo, produzido pelos ovarios e ovidutos, apbs a
emissdo do sinal (zigotina) pelo évulo (MARTAL & CHARLIER, 1985}.
Em fases mais adiantadas, depois do 152 dia do desenvolvimento
embrioniario, os conceptos bovinos secretam alfa - fetoproteina
(JANZEN et alii, 1982), prostaglandina (EWISS et alii, 1982} e
trofoblastina (HELMER et alii, 1987; MARTAL et alii, 1987), que
tém importéncia para o estabelecimento e manutengdo da gestagfo.

Durante o desenvolvimento embrionarioc é necesséaria
a presenga de substfncias a serem metabolizadas pelo embriZo,
além dos seus produtos de secrec¢io (BETTERIDGE & FLECHON,1988).

A aderéncia entre o embriZio e os tecidos maternos inicia-se
no 20¢ dia, em conceptos ndo transferidos, e aos 28 dias ja é
observado epitélio clibico, semelhante ao tipo encontrado na
placenta madura (WATHES & WOODING, 1980).

Segundo AYALON (1978) os fatores responsaveis pela
mortalidade embriocnaria s3o de duas classes: genéticos e ambi-
entais (infecgdo, ambiente uterino, distlrbios hormonais, etc.)
Para MARTAL & CHARLIER (1985) qualquer disfungdo significante na
produgdc dos fatores secretados pelos embrides pode ser respon
sadvel pela mortalidade embrionaria e aborto.

REISINGER & REIMANN (1928) reproduziram, através de
inoculag&o intravaginal (IVa) de filtrados de tecidos, a infec
¢330 pelo agente da "Blaschenaussachlag" ou "exanthema coitale
vesiculosum bovis" (atualmente VVPI) e parece terem sido 0s

primeiros a associar esse agente a distarbios reprodutivos, ca
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racterizados por mortalidade embrion&ria e endometrite.

Depois do isolamento do HVBl, de 1lesdes de VVPI
(KENDRICK et alii, 1958), passou-se a estudar sistematicamente,
em condigdes experimentais e observagdes de casos naturais,
a participagdo desse agente em disturbios reprodutivos ocorri
dos no inicio da gestacgio.

CONRADI et alii (1960) pesquisaram a influéncia da
infecgdo experimental, via intravaginal, sobre a fertilidade de
novilhas, e concluiram n3o existir correlac¢do entre as duas
caracteristicas.

PARSONSON (1964) estudou surtos naturais de VVPI
em dols rebanhos leiteiros manejados em regime de monta natural
e inseminag&o artificial. Durante os surtos nfo foram observa-
das les8es nos animais inseminados artificialmente mas apenas
nos reproduzidos em regime de monta natural. 0s animais afeta-
dos apresentavam vulvovaginite mas n#io foi observada alteracgdo
na fertilidade. Observagdes semelhantes foram posteriormente re
latadas por HELLING (1965) ao estudar casos naturais de trans
missdo venérea da infecgdo por HVB1.

KENDRICK & McCENTEE (1967) inseminaram novilhas com
sémen de boa qualidade misturado com o HVBle constataram dimi-
nui¢do marcante na taxa de concepgZio (apenas uma prenhez em 12
novilhas inseminadas) e ocorréncia de cios com intervalos infe
riores a 18 dias, em todos 10 animais que apresentavam endome-
trite. Destes animais, cinco mostravam corpo lateo (CL) cisti
co. BOECKX et alii (1968) obtiveram resultado semelhante ao
ingeminarem novilhas com s€men colhido em touro durante a fase
aguda de balanopostite pustulosa infecciosa - BPPI, causada por
HVB1,

McKERCHER (1969) atribuiu a diminuigZo na fertilida
de, em vacas infectadas com o HVBl, via sistema genital, 2 ne
crose celular resultando em endometrite e impossibilidade do
embri&o se implantar na mucosa uterina, até que ocorra regene-
ragdo celular, quando a capacidade reprodutiva volta ao normal

HUCK et alii (1971) estudaram um surto de penoposti
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te, causado por HVB1, em touros de central de IA, e observaram
que um de cinco touros ndo soroconverteu, a despeito de ter
sido isolado o agente. Posteriormente, duas novilhas cobertas
por touro portador de sintomas clinicos e uma inseminada arti-
ficialmente com sémen colhido desses touros mostraram sintomas
de VVPI,e o virus foi isclado de raspado vaginal entre 08S
dias trés e 15 apds a reprodugfo. As duas novilhas cobertas a-
bortaram e uma mostrou sinais de endometrite, enquanto a inse
minada artificialmente nZo apresentou les8o e ficou prenhe.

Em outro trabalho, HUCK et alii (1973) inocularamil5
novilhas por via IVa com suspensfio do HVB1 isolado no surto
descrito por HUCK et alii (1971). Todos os animais mostraram
VVPI em graus variados. 0 virus foi isolado regularmente em
raspado vaginal durante a primeira semana apds a inoculagio, e
pdde ser isolado intermitentemente por até 356 dias. N3o foi
encontrada correlagdo entre a presenga ou auséncia de anti-
corpos e o isolamento do virus.

Estudando as conseqiincias do uso de s@men comercial
infectado com HVB1 em 20 rebanhos, WHITE & SNOWDON (1973) ob
servaram que animais inseminados com s&men infectado apresenta
vam taxa de concepgdo (13,4%) inferior aquela observada em
animais, mantidos nos mesmos rebanhos, inseminados com sémen
ndo contaminado (60,8%). Constataram ainda que 22,1% dos ani
mais que receberam sémen infectado tinham ciclo estral infericor
a 18 dias, ao passo que apenas 1,0% dos outros animais tinham
ciclo reduzido em duragio.

LORETU et alii (1974) associaram a disseminag8o da
VVPI, na Tanzinia, aoc uso da IA e encontraram 65 a 91% de ani
mais clinicamente afetados nos rebanhos examinados, os qguais
tinham, em associag@co a esses achados, diminuic¢&o da taxa de
concepgao.

Para pesquisar a influéncia da monta natural e IA
na transmissd@o e patogenia da infecgZo por HVB1 PARSONSON &
SNOWDON (1975) reproduziram vacas e novilhas soronegativas pa

ra HVB1 com touros infectados experimentalmente (com sintomas
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clinicos evidentes) e através da IA com sémen, de qualidade
comprovadamente satisfatdéria, misturade com suspensfo de HVB1.
Os animals cobertos pelos touros infectados desenvolveram le
sOes de VVPI, tinham taxa de concepciio de 89% e 1,4 servicos
por concepcfo; os inseminados artificialmente com s&men conta-
minado mostraram sinais de endometrite e salpingite, e apresen
tavam 40% de taxa de prenhez, requerimento de 4,5 servigos por
concepgao e cilos mais curtos, enquanto os animais-controles mos
traram 90% de fertilidade com 1,7 servigos por concepgfo., Com
isto concluiram que a infec¢do natural parece n3o afetar a
fertilidade, enquanto a IA com sémen contaminado a reduz marca
damente. ALLAN et alii (1975) reproduziram novilhas com touro
naturalmente infectado e chegaram & mesma conclusfo guanto a
importéncia da monta natural na fertilidade.

KUPFERSCHMIED et alii (1986) relataram a importincia
de s€men contaminado com HVBl1 e as consequBncias do seu uso em
rebanhos livres de HVB1. Foi observado diminuigdo de 10% na
taxa de nZo-retorno ac cio dos animais que foram inseminados
com esse sémen. Ainda assim, nZo foi observada sintomatologia
clinica de doenga nos rebanhos, a despeito de ter sido revelada
soroconversdo nos animais inseminados artificialmente com O
s&men contaminado.

ELAZHARY et alii (1980) isolaram HVBl1 em contetdo
uterino de oito animais de um grupo de onze vacas "repeat bre-
eders' e sugeriram ser a infecgfo do embriZo responsavel pela
baixa na taxa de prenhez (33%) e aumento no numero de servigos
por concepgdo (2,97) observados no rebanho. O rebanho era mane
jado com IA e monta natural usando um touro em cujo s&men foil
evidenciada a presenga do virus através da IF.

Em Minas Gerais, GALVAO (1984) isolou HVBL em 25
de 38 amostras de raspado vulvovaginal (pGstulas e exsudatos)
enquanto ANUNCIAGAO (1986) isolou em 21 de 27 amostras. GALVAD
(1984) pesquisou o HVB1l em secrecgdo cérvico-vaginal de animais
criades em rebanhcos com problemas reprodutivos e o isclou em

35 de 47 amostras.
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MILLER & VAN DER MAATEN (1984) inocularam novilhas
com HVB1 por via intra-uterina (IU), um dia apdés terem sido
cobertas por touro livre de infecgdo, e detectaram lesdes de
endometrite necrdtica sem comprometimento das tubas uterinas.
Depols da inoculagdo, a maioria dos animais apresentou CL
cistico, necrose focal e proliferag@o linfdide no paréngquima
dos CL., O virus foi isolado do corpo do Gtero, cérvix e CL,
mas ndo em amostras de sangue.

VAN DER MAATEN & MILLER {(1984/85) inocularam HVB1
pelas vias intravenosa (IV), intramuscular (IM) e respiratdria
(R), no dia seguinte ao estro e cobertura com touro 501r0-—
negativo para HVBl. Os animais inoculados por via IM e IV de
senvolveram les8es no CL (necrose focal, infiltracio mononu-
clear e hemorragias), necrose folicular e infiltracdo mononu-
clear difusa do estroma, enquanto aqueles expostos ao virus
por aeroscl ndo apresentaram lesio ovariana. 0 HVB1 foi isolado
dos animais inoculados por via IU e IV, mas nfo por via aérea.
Os autores acreditam que a gravidade das lesdes ovarianas de-
pende da durag¢do da viremia, e explicam a falta de lesdes do
‘grupo inoculado por aerosol devido a auséncia ou presenga de
viremia de baixo titulo. LesBes semelhantes, e as vezes mais
graves, foram demonstradas por VAN DER MAATEN et alii (1985},
apdés inoculacdo de novilhas por via IV com amostras vacinails.

Posteriormente, MILLER & VAN DER MAATEN (1985) ino-
cularam nevilhas com amostras virulentas de HVBl1 por via IV,
no momento do cio, e observaram que as lesdes ovarianas compro
meteram o funcionamento do CL, culminando com nivel de proges-
terona abaixo do normal, no primeiro ciclo estral seguinte A
infecgio, e conseqgliente diminuig¢do da taxa de fertilidade, A
fungio do CL e taxa de ovulag@o foram restabelecidas nos ciclos
seguintes, e ndo sofreram alteragdo em conseqliéncia da reativa
¢80 da infecgdo por aplicagdes de dexametazona.

Em cutro experimento, MILLER & VAN DER MAATEN (1986)
inocularam novilhas com HVBl por via IV nos dias sete, 14, 21 ou 28,

apds o cio, e as necropsiaram 13 a 15 dias apds a inoculagio.
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Os animais inoculados nos dias sete ou 14 desenvolveram oofori
te e necrose folicular; entretanto, os inoculados nos dias 21
ou 28 n#doc apresentaram lesZo de CL, mas mostraram indimeros fo
liculos necrdticos. 0 virus HVB1 foi detectado em todos os ova
rios lesados e isolado em alguns tecidos. Em uma novilha infec
tada no sétimo dia apdés o cio foi encontrado um concepto dege-
nerado comprovadamente infectado por HVBl. Nas novilhas inocu
ladas no dia 14 ocorreu mortalidade embrionaria. Todos os ani
mals inoculados no dia 21 ou 28 e um no dia sete apresentaram
conceptos aparentemente normais. Esses resultados levaram o]
autores a concluir que o efeito da infecg3o do CL por HVB1l de-
pende do estigio de desenvolvimento, sendo menos severo a medi
da que a infecgdo ocorre em fase mais adiantada do desenvolvi-
mento; ocorre mortalidade embrionédria em novilhas inoculadas
sete ou 14 dias apds o cio, causada pela agdo citocida do virus
sobre os trofoblastos; eventos, possivelmente desencadeados du
rante as trés primeiras semanas, influenciam a infeccg3o do con
cepto (talvez a aposigio das células maternas e do embrido pos
sa facilitar a infeccg3o). '

MILLER & VAN DER MAATEN (1987) inocularam 13 novi
lhas soronegativas para HVB1 sete ou 14 dias apds a cobertura,
detectaram viremia em sete animais e isolaram o virus em secreg
¢0es vaginal e nasal de cinco. Cinco animais inoculados no dia
sete e um no dia 14 ndoc conceberam e apresentaram ciclo de du-
ragdo normal. Trés a quatro meses apds a inoculagido todas as
novilhas foram tratadas com dexametozona para reativar possivel
infecgdo latente, o que foi conseguido em oito animais. Foram
observadas les®es nas adrenais, enquanto o genital apresentava-
se normal, n3oc obstante o virus ter side isolado no ovéario e
trompa, mas nd@o do endométrio, de um animal. Os autores sugerem
ser pouco freqiiente, em condigfes naturais, que o virus HVB1,
apds reativacfo de infeccg@o latente, atinja o concepto e cause
mortalidade embricnaria.

BOWEN et alii (1985) e BIELANSKI et alii (1987b), a
valiando o desenvolvimento de embrides bovinos eclodidos e in-
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fectados "in vitro" com HVB1, concluiram ser o virus embrioni-
cida e demonstraram sua capacidade de se replicar em células
embrionarias. A microscopia eletrdnica dos embrides afetados
revelou nucleocapsidic no nucleo da maicria dos trofoblastos
que também apresentavam particulas viricas completas no envol-
tério nuclear e vactolos citoplasmiticos (BOWEN et alii, 1985),
Apesar desses achados, estes autores conjecturaram ser remota
a possibilidade de ocorrerem perdas embrionarias em decorréncia
da ag&o direta do virus sobre os embrides, uma vez que n#io hou
ve aumento marcante no titulo do virus. Todavia acreditam que
as perdas sejam decorrentes das alteragdes ocorridas no micro-
ambiente uterino necessario ac desenvolvimento embrionéario.

SINGH et alii (1983) inocularam, com HVB1, doadoras
de embrides soronegativas pelas vias R, IVa e IU. 0 agente foi
isolado em nove de 33 LU e foi detectado maior nUmero de em
brides com desenvolvimento retardado, nas sete vacas que apre
sentaram pique febril durante o primeiro dia do desenvolvimen-
to embriondrio., Efeito adverso da hipertermia sobre a qualida
de e desenvolvimento de embriSes de novilhas superovuladas,
submetidas a estresse caldrico 30 horas apbs o inicio do cio,
foi recentemente demonstrado por PUTNEY et alii (1988). Segundo
ULBERG & SHEEAN (1973) os embrides s8o mais sensiveis ac calor
no inicio do desenvolvimento e tornam-se mais resistentes a
medida que aumenta o numero de células.

PUTNEY et a2lii (1987) avaliaram a influéncia do es-
tresse caldrico sobre o desenvolvimento de embrides bovinos de
17 dias, cultivados "in vitro'", e observaram diminuigic da se-
cregdo de proteinas, dentre as quais a trofoblastina, conside-
rada importante para o estabelecimento e manutengido da gesta
¢&o.

A participacdo do VDBV em distUrbios reprodutivos
foi relatada por OLAFSON et alii {(1946) quando descreveram, pre
la primeira vez, a DBV e registraram a ocorréncia de abortos.
Mais recentamente, LAMBERT et alii (1973), ao estudarem reagSes

pbés-vacinais em animais vacinados com vacina viva contra DBV,
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observaram diminuigdc na taxa de concepgi3o.

Investigando a possibilidade do VDBV estar envolvido
na sindrome "repeat breeder" ARCHBALD et alii (1973) inocularam
o VDBV, por via IU e intratubaria, em vacas soropositivas e so
ronegativas nfio prenhes, durante o cio. Mesmoc nZo sendo encon-
tradas lesdes uterinas e tubédrias, o virus foi isolado tanto
de animais soropositivos quanto soronegativos e concluiram que
0os anticorpos humorais nZo protegem contra a infecgfo uterina
e tubaria. Esses resultados foram confirmados posteriormente
por ARCHBALD & ZEMJANIS (1977).

ARCHBALD et alii (1973) chamaram a atencgso sobre a
peossibilidade de, a partir de focos de infecgdo uterina, haver
transmissdo do virus aos embrifes em desenvolvimento.

ARCHBALD (1974) isolou o VDBV da secrecido uatero -
cervical de uma vaca "repeat breeder" e sugeriu que esse virus
tinha participag&o na mortalidade e reabsorgdo embrionaria. QO
autor relatou um experimento em que demonstrou ndo haver inter
feréncia do VDBV com a fertilizacio, mas que o virus era capaz
de causar mortalidade embrionaria entre o 82 e 169 dias apds
‘a’IA. De 14 animais inseminados artificialmente e inoculados
com o VDBV, por via IU, apenas um emprenhou. 0s 13 animais nio
prenhes tiveram ciclos estrais de duragio normal e repetidos
regularmente.

ARCHBALD & ZEMJANIS (1977) evidenciaram que vacas
soronegativas guando inseminadas artificialmente e inoculadas
por via IU com o VDBV, apresentavam menor taxa de concepgéo.Rg

sultados semelhantes foram encontrados por McCLURKIN EE alii

(1979) quando empregaram monta natural com touro eliminando o
agente nc sémen,

WHITMORE et alii (1981) observaram que n3@o h& inter
feréncia sobre a taxa de concepgdo quando animals soropositi -
vos para VDBV sdo infectados por via IU ou soronegativos infec
tados pelas vias respiratdéria e digestiva, no momento da IA.

VIRAKUL et alii (1988) avaliaram as taxas de concep

gdo de vacas naturalmente infectadas a partir de um animal
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imunotolerante e infectado persistentemente com amostra ndo
citopatogénica do VDBV, As taxas encontradas nos grupos de ani
mais inseminados artificialmente quando soronegativos, durante
& soroconversdo € soropositivos, foram de 22,2%, 44,4% e 78,8%,
respectivamente.

Na tentativa de explicar ¢ mecanismo envolvido nas

perdas de embriBes em animais infectados, ARCHBALD et alii

(1979} inocularam o VDBV no corno uterino direito e deixaram
0 corno esquerdo como controle. No décimo dia apds IA, os em-
brides colhidos nos cornos infectados apresentavam retardo no
desenvolvimento e degeneragfo. A ME desses embrides revelou a
presenga de estruturas morfologicamente semelhantes ao VDBV,
enquanto os embrifes recuperados nos cornos n3c infectados a-
presentavam-se morfologicamente normais e sem particulas viri
cas evidenciaveis através da ME. Essas alteragSes no desenvol-
vimento embriondrio foram atribuidas & inibig¢3o do crescimento
por redugdo na taxa de mitose, ainda que nfoc tenham excluido a
possibilidade de decorrerem da ag3io indireta do virus, alteran
do as secre¢les uterinas. :

GRAHN et alii (1984) avaliaram as estruturas colhi
das de vacas soronegativas inoculadas com VDBV, por wvia IU, e
de animais soronegativos nZioc infectados. Nas colheitas feitas
no terceiro dia depois do cio encontraram 52% de estruturas
fertilizadas no grupo tratado, e 81,6% no controle; nas colhei
tas realizadas no 13?2 dia apés o cio, recuperaram 88,6% de es-
truturas desenvolvidas e eclodidas no grupo controle e 50,8%
no tratado. Essas diferengas foram consideradas como conseqlién
cia da ag&o adversa do virus sobre a fertilizag8o, uma vez que
os percentuais de estruturas n3o fertilizadas, observados no
dia tr&s apds o cio e n3Ao eclodidas ou degeneradas (indiferen-
ciadveis dos n#io fertilizados), avaliadas no dia treze depoils
do cio, eram bastante semelhantes. Por outro lado, ainda que
nado tenham observado diferenga significativa gquanto ao estéidio
de desenvolvimento dos embrides colhidos em ambos os Erupos no

dia trés apds o cio, consideraram que parece ter havido retar-
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do no desenvolvimento de embriBes expostos ao virus, Admitiram
ainda que o VDBV age diretamente sobre os gametas ou, indireta
mente, através das alteragdes no ambiente necessario & fecunda
GHO.

Estudos "in vitro" té&m demonstrado que o VDBV nio

interfere no desenvolvimento de embrides bovinos que apresentam

ZP intacta (SINGH et alii, 1982a; POTTER et alii, 1984}, dani-
ficada ou removida (BIELANSKI et alii, 1987a; BIELANSKI & HARE,

1988).

Em condi¢des naturais, o VDBV tem sido isolado em

secregdo Gtero-cervical (ARCHBALD, 1974) e de culturas de célu
las de endométrio obtidas por tripsinizag¢Zo (LUTHER et alii,
1978).

RUCKERBAUER et alii (1988) obtiveram linhagens celu
lares a partir de células Gtero-tubérias, colhidas por lavagem,

e demonstraram a presenga do VDBV em seis de 20 linhagens assim

estabelecidas.
SSETENGO et aliji (1980) pesguisaram virus em ovarios

de 346 novilhas inférteis, das quais 78% eram soropositivaS'p§

ra ¢ VDBV, e isolaram o agente em 12 amostras. Posteriormente

reproduziram a infecg3o por inoculagfo intramuscular do VDBV e

detectaram ooforite intersticial difusa entre os dias 15 e 61

apés a inoculagfo. 0O agente sé foi re-isolado durante a fase
ativa da infecg¢do, apesar da presenga de anticorpos. 0 surgi -
persisténeia

mento de lesdes em paralelo ao de anticorpos e sua
na auséncia de infecg#fio detectdvel, segundo esses autores, indi

cam que mals provavelmente a ooforite seja de natureza imune.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram empregadas, como doadoras de embrides, vacas
das ragas Gir, Nelore, Holandesa, Pardo Suicgo, Chianina 5]
Pinzgauer, mantidas em 11 rebanhos do Estado de Minas Gerais,
localizados nos municipios de Vespasianc, Pedro Leopoldo, Para
de Minas, Pitangui, Barbacena, Arcos, Januidria e Cordisburgo .
Os animais participavam de programas de melhoramento genético
e foram selecionados apds exame clinico-ginecolédgico e observa
.80 do comportamentc em relagdo ao ciclo estral. Eram admitidas
vacas que nZo apresentavam alteragdes detectaveis ao exame
clinico-ginecolédgico e que tinham, no minimo, dois cios repeti
dos a intervalo regular de 18 a 22 dias.

0 mane jo das doadoras variava de acordo com a fazen
da onde eram criadas. Entretanto, eram praticas comuns a mine-
ralizagdo, suplementagdo com concentrado, alimentagdoc volumosa
a base de pasto, feno e silagem, além de vermifugacBes periddi
cas e vacinagdes contra febre aftosa e brucelose. 0s rebanhos
eram livres de tricomoniase e campilobacteriose.

As receptoras eram novilhas plberes, sem raga defi-
nida, provinientes da mesma fazenda das doadoras ou adquiridas
em outros rebanhos com o fim especifico de serem utilizadas nos
programas de TE. Esses animals eram manejados em grupos separa
dos das doadoras e recebiam basicamente os mesmos cuidados.

As técnicas de superovulagzo, sincronizagdo dos

cios, colheita, avaliag8o e transferéncia dos embrides variavam
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em alguns aspectos, de acordo com a equipe responsavel peh)pqg
grama.

A superovulagdo foi induzida pela aplicacgdo  do hor
ménio estimulante folicular (FSH)l, em doses = diéarias, Os

animais da subespécie Bos taurus indicus foram tratados de a-

cordo com COELHO (1988) enquanto os Bos taurus taurus recebiam

32 a 38 mg de FSH divididos em duas doses diarias, intervaladas
de 12 horas, durante quatro dias. Na tarde do terceiro dia do
tratamento era aplicado 0,5 mg de cloprostenol2 para provocar
lise do corpo 1lateo.

A sincronizagdo dos cios foi conseguida através da
aplicagdo, nas receptoras, de 0,5 mg de cloprostenol 60 horas
apds o inicio do tratamento das doadoras.

Os animais eram observados diuturnamente para deteg
G80 de cio e inseminag3o artificial, procedida de acordo com
0 esquema empregado por COELHO (1988) para as doadoras Bes

taurus indicus, enquanto as Bos taurus taurus recebiam duas

inseminagdes, sendo a primeira 14 horas apés inicio do cio e a
segunda oito horas depois da primeira. '

As estruturas eram colhidas entre o sétimo e oitavo
dia apdés o estro, através de lavagem uterina em circuito fecha
do, geralmente empregando-se o meio de mﬁiEECOa; conforme ELSDEN
et alii (1976). Em seguida, apés a decantagdo do LU por, no mi
nimo, 40 minutos, e sinfonag3o do sobrenadante, procedia-se a
distribuigdo do volume restante em placas de Petri onde as es-
truturas eram localizadas com auxilio de microscdpio estereos-
cdpico, colhidas, transferidas para outra placa contendo o mes
mo tipo de meio acrescido de 10% de soro fetal bovino4, onde

eram avaliadas.

1 FSH - P -~ Burmms - Biotec LaboratoriesIn ¢ - Omaha - Nebraska, U.S.A.
2 CIOSIN. ICI do Brasil S.A. - S3o Paulo, SP.

3 MEIO DE DULBECCO - Laboratdério CULTILAB - Campinas, SP.

4 SORO FETAL BOVINC - Laboratédrio CULTILAB - Campinas, SP.
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A avaliagdo das estruturas foi feita com base en
critérios morfolbégicos, uma vez que sdo adequados quando apli-
cados a um grande numero de estruturas (SHEA, 1981; STRINGFEL-
LOW et alii, 1987), e variou de acordo com a equipe envolvida
no programa., De um modo geral considerava-se: tamanho; forma;
cor (densidade); namero e compactag@o celular; tamanho do espa
¢o perivitelinico; percentagem de células degeneradas e em ex
trusdo; nimeroc e percentagem de células vesiculadas; estadio
de desenvolvimento.

Por motivos metodoldgicos, sem considerar os deta
lhes relativos acs critérios de avaliagfo empregados por cada
equipe, as estruturas foram classificadas em: niao fertilizada-
aquela considerada sem sinais de divisZ3o celular; fertilizada
vidvel - auséncia de defeitos graves, em condigdes de conti
nuar se desenveolvendo apds a transferéncia; fertilizada invia-
vel - alteragles julgadas incompativeis com a sobrevivé&ncia a
pés a transferéncia.

Como nZo era possivel avaliar a viabilidade dos em
brides com base em critérios fisioldgicos, admitiu-se que em
brides efetivamente implantados ao serem transferidos aleatori
amente a receptoras (sem considerar os resultados da sorologia
das receptoras) eram aqueles capazes de metabolizar nutrientes
e secretar fatores necessarios ao estabelecimento e manutencZo
da gestacio.

Os embrides foram transferidos para receptoras que
apresentavam sincronia do ciclo estral com a doadora, porém fol
aceita, assincronia de, no maximo, 24 horas. A técnica emprega
da fol a cirdrgica, por laparotomia no flanco ipsilateral ao
ovario que continha o corpo lGteo, executada de acordo com
ELSDEN (1977).

0 diagnéstico de gestagdo foi realizado entre 45 e
60 dias apds a transferéncia, através da técnica cléssica de
toque retal.

Para estudar o desempenho reprodutivo de doadoras

soropositivas para HVBl1l e/ou VDBV e soronegativas, as vacas
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foram agrupadas de acordo com os resultados da soroneutraliza
G8o empregada para detecg3o de anticorpos contra esses agentes.
Na formagdo desses grupos as vacas foram classificadas de tal
maneira que ficou, em cada grupo, igual nimero de animais da
mesma raga, pertencentes ao mesmo rebanho e trabalhados pelos
mesmos técnicos constituintes das duas equipes. Desta forma,

0s seguintes grupos foram constituidos:

Grupos Nimero de animais Resultados das provas soroldgicas
HVB1 10 Positivo para HVB1

VDBV 10 Positivo para VDBV

HVB 1/VDBV 10 Positivo para‘HVBl e VDBV

Soronegativo 10 Negativo para HVB1 e VDBV

0 desempenho reprodutivo das doadoras foi avaliado
com base nas seguintes varidveis: numero total de estruturas
recuperadas no LU (estimativa da resposta ao tratamento hormo-
nal e funcionamento dos ovéarios); taxa de fertilizacio; taxa
de viabilidade embrionaria {(nimero de estruturas fertilizadas
morfologicamente viaveis em relag3o ao total de estruturas
fertilizadas); taxa de prenhez das receptoras considerando ape
nas o resultado da sorologia realizada na doadora (estimativa
do possivel efeito do estado imune da doadora sobre a "viabili
dade fisioldgica" dos embriBes).

A avaliagdo do desempenho reprodutivo das receptoras
foi conduzida com base na taxa de prenhez até 60 dias apbs a
TE. As receptoras foram agrupadas de forma semelhante as doado
ras e, em outra formagZo de grupos, também foram considerados
0s resultados das provas realizadas nas doadoras. Em receptoras

soropositivas para HVB1 e/ou VDBV foram determinados os riscos
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de perdas dos embrides transferidos, em comparagic com oS ani
mais soronegativos.
A pesquisa de anticorpos neutralizantes comtra o
VDBV foi conduzida de acordo com a técnica em microplaca descri
ta por ROSSBI & KIESEL (1971), usando-se células da linhagem MDBK
("Madin Darby Bovine Kidney") e amostra NADL ("National Animal
Diagnostic Laboratory - U.S.A.") do VDBV, enquanto para HVB1
foi executada a mesma técnica: com as modificagdes de BITSCH (1978),
no que diz respeito ao pericdo de incubagfo da mistura virus -
soro. Fol empregada a mesma linhagem celular e a amostra LA (Los
Angeles) do HVBI1.
Anticorpos precipitantes contra a LEB foram detecta-
dos através da técnica descrita por MILLER & VAN DER MAATEN (1977),
utilizando-se antigeno preparado conforme ROMERO & ROWE (1981), ao
passo que os contra VLA foram pesquisados pela técnica descrita
por PEARSON & JOCHIM (1979) usando-se o antigeno obtido a partir
de culturas de células infectadas com um sorotipo do VLAl.
Para determinar a preval&ncia de anticorpos contra os
virus HVBl1, DBV, LEB e LA, foram calculados os famanhos das amog
tras -segundo as recomendagdes do Centro Panamericano de Zoonoses
(CEPANZO, 1979), empregando-se a férmula:
n = p(100 - p) 2°
2

100

onde: n = nbmero de animais a serem testados
p = prevaléncia esperada

Z = grau de confianga
d

= margem de erro esperada.

1 Veterinary Diagnostic Technology, In. 4890 Van Gordon st./suite 101
Wheat Ridge, Co 80033 U.S.A. (303) 467 - 2741.




31

Aplicando-se a férmula, obteve-se:

HVB1 (p = 50%, d = 10% ¢ Z = 1,96) = 384
VDBV (p = 50%, d = 10% e Z = 1,96) = 384
VLEB (p = 25%, d = 17% e Z = 1,96) = 400
VLA (p = 50%, d = 10% ¢ Z = 1,96) = 384

As prevalé&ncias esperadas de animails soropositivoes
para HVBl, VLEB e VLA foram estimadas com base nos relatos de
GALVAO et alii (1962-63), MOREIRA et alii (1982), MODENA et
alii (1984) e ANUNCIAGAO (1986), enquanto para DBV a estimativa
do p foi feita apbds a execugdo de plano piloto, compreendendo
¢ exame de amostras dos rebanhos estudados. Amostras adicio-
nals, equivalentes a cerca de 10% do n calculadoeo, foram colhi
das e incluidas na amostragem estudada para cada doenga.

Foram calculadas taxas da populagdo bruta e, apds
estratificagfo, segundo a categoria (doadora ou receptora) e

subespécie das doadoras (Bos taurus indicus ou Bos taurus tau

rus).

Os seguintes testes foram empregados na analise es
tatistica, efetuados de acordo com SNEDECOR & COCHRAN (1967)
‘taxas de preval&ncia - teste x2; médias de estruturas colhidas
em LU de cada grupo - andlise de varilincia; taxas de fertiliza
¢ao, viabilidade embrionaria e de prenhez das receptoras - tes
te x°. O risco relativo (RR) da incidé&ncia de perdas de concep
tos nas receptoras foi calculado pela férmula R = pl/pe, onde
Py é a probabilidade de ocorrer perda no grupo soropositivo e

P, a do grupo soronegativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Prevalé&ncia de doadoras e receptoras soroposi-
tivas para os virus HVB1, DBV, LEB e LA, e suas

possiveis implicag®es no comércio de embrides.

Os resultados dos testes soroldgicos realizados em
rebanhos de doadoras e receptoras, segundo a categoria (doado-

ra ou receptora) e subespécie da doadora (Bos taurus indicus ou

Bos taurus taurus) est3o apresentados nas TAB. I e II e CRAF.
1 a-8.

Ao estudar as prevaléncias de animais soropositivos
para HVB1, VDBV, VLEB e VLA, na populag3o nio estratificada, ob
tiveram-se as taxas de 50,9%, 37,3%, 23,0% e 76,3%, respectiva
mente (TAB. I). Estes achados demonstraram que esses agentes
se encontram amplamente disseminados em nosso meio, principal-
mente o HVB1 e VLA, que t&m maiores taxas de preval&ncia. A ta

Xa encontrada para VLA deve ser interpretada com cautela, uma

vez que é possivel ocorrer reagdo cruzada com outros agentes
(HOFF & TRAINER, 1978, CAMPBELL & GRUBMAN, 1985).
A prevalé&ncia encontrada para infecgdo por HVB1

estd ligeiramente superior as relatadas por GALVAO et alii
(1962/63) e WIZIGMANN et alii (1972). Esses autores realizaram
levantamentos h& muitos anos em regides diferentes, poden
do serem diferentes os perfis de salde dessas regides

ou o©0s mesmos terem mudado com o passar do tempo e, as
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sim esses dados nao corresponderem mais & realidade
atual. Por outro lado, verifica-se divergéncia em relagio as
freqiiéncias relatados por TKUNO & MUELLER (1982) e

GALVAO (1984) e concordancia com a encontrada por ANUNCIAGAO
(1986), em Minas Gerais. GALVAQ (1984) trabalhou com um ndmero
muito pequeno de amostras, enquanto ANUNCIAGAO (1986), seguiu
para célculo do tamanho da amostra, o mesmo delineamento adota
do neste trabalho; dal a maior aproximagfio dos valores.

IKUNO & MUELLER (1982) interpretaram como positivos
ao teste da HAP os animais que apresentavam titulo igual ou
superior a 1:2. Se tivessem admitido como soropositivos os rea
gentes nas diluigdes igual ou superiores a 1:8 ( ANUNCIACAO, 1986)
teriam, de acordo com os dados apresentados, encontrado preva-
léncia de 50,5%, semelhante & mostrada na TAB. I e GRAF. 1, pa
ra HVBL.

A preval&ncia de animais soropositivos para o VDBV
(37,3%) estd em acordo com os resultados de WIZIGMANN et alii
(1972), porém & superior a taxa encontrada por SOARES & PEREIRA
(1974) e inferior a registrada por NOGUEIRA gﬁ.giii (1986). Os

pbimeiros trabalharam com um nimero de amostras considerado a-

dequado, segundo a recomendag¢fo do CEPANZO (1979), ac passo que
SOARES & PEREIRA (1974) e NOGUEIRA et alii (1986) testaram um
numero muito pequeno de animais, o gue torna seus dados relati-
vamente imprecisos.

A taxa de 23,0% de animais sorologicamente reagentes
ao VLEB esté préxima as descritas por ALENCAR FILHO et alii
(1979), em S&o Paulo, KANTEK, et alii (1983), no Parané, MODENA
et alii (1984), em Minas Gerais, e GOMES et alii {1985), no Rio
Grande do Sul, porém & inferior a registrada por ROMERO & ROWE
(1981), no Rioc de Janeiro.

A TAB. I mostra que 76,3% dos animais testados para
pesquisa de anticorpos contra o VLA deram reag®es positivas a
prova de IDAG., Em outros trabalhos s&o relatados achados infe
riores a essa cifra (MOREIRA et alii, 1980; ABREU, 1982; CUNHA

et alii, 1982). Variagles nas caracteristicas ecoldgicas re-—
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gionais e flutuacdo nas populagles de vetores talvez expliquem
essas diferengas, conforme observaram LEFEVRE & CALVEZ (1986) e
ABU EL ZEIN et alii (1987).

Quando o grupo de doadoras foi estratificado segun
do a subespécie (TAB. II; GRAF. 2, 4, 6 e 8) observaram-se fre
qlidncias de positivos, na Bos taurus indicus, de 55,0%, 48,3%,
10,0% e 75,0%, e na Bos taurus taurus, de 34,3%, 61,4%, 48,6%
e 92,3%, para HVB1, VDBV, VLEB e VLA, respectivamente. Foi en-

contrada diferenga significativa (p< 0,05) entre as fregiéncias
de soropositivos para o VLEB nos dois estratos. Resultados
semelhantes foram obtidos por outros autores (ALENCAR FILHO et
alii, 1979; KANTEK et alii, 1983; MODENA et alii, 1984), ao
compararem freqiéncias de anticorpos anti VLEB em bovinos me s
tigos, de ragas europeias ou zebuinas.

Ao estratificar a populagidoc segundo a categoria
(TAB, I) observaram-se freqiiéncias nas doadoras, de 43,8%
55,4%, 30,7% e B84,6%; e, nas receptoras, de 54,3%, 28,9%, 19,9%
e 72,5%, para HVBl, VDBV, VLEB e VLA, respectivamente. A dife
renga entre as taxas das doadoras e receptoras; soropositivas
para o VDBV foli estatisticamente significativa (p<« 0,05). Este
achado pode ser explicade pelo fato de que as deoadoras eram
animais mais velhos e, apdés infecg®o, o titulo de anticorpos po
der persistir por anos (DUFELL & HARKNESS, 1985). Também foi
significativa (p < 0,05) a diferenga entre as taxas de soro-
positivos para a LEB em ambos estratos. Esta diferenga deve
estar relacionada ao fator idade, como demonstraram ROMERO &
ROWE (1981) e KANTEK et alii (1983).

Considerando-se que, em decorréncia das preval@ncias
de animals soropositivos para HVBl, VDBV, VLEB e VLA, a proba
bilidade de se obter animal soronegativo aos testes diminue
marcantemente & medida que aumenta o namero de testes solicita
dos, é de se esperar que seja praticamente impossivel o Brasil
exportar embrides, caso os regulamentos dos paises importadores
sejam rigorosos e incluam exigéncia de um grande nUmero de

testes soroldgicos para doadoras de embrifes, como citam CASAS
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OLASCOAGAS & SUTMSLLER (1988).

Os paises importadores devem revisar e adaptar seus
regulamentos, limitando as exigéncias sanitérias ao absoluta
mente indispenséavel., Testes soroldgicos sbé sio justificados
quando adequadamente escolhidos e que tenham correlagéo satisfa
toria com o risco de infecgZo dos embrides (JANSSEN, 1987: VAN
DER MAATEN, 1987; CASAS OLASCOAGAS & SUTMOILER, 1988).

A quebra da cadeia de transmissdo de agentes infec-
ciosos de doadoras a receptoras de embrides, proposta por
STRINGFELLOW & WRIGHT (1987), pode ser feita através da certi-
ficagdo de que o agente nido se encontra presente no organismo
da doadora ou pela eliminagZo dos agentes por manipulagBes "in
vitro", apds a colheita, mesmo das sabidamente infectadas. 0
primeiro caso é mais dificil de ser atendido e, dependendo dos
exames necessérios, de dificil realizag3o ou interpretacgso dos
resultados, como &€ o caso de exames soroldgicos ou de i1solamen
to de virus, nem sempre fornece seguranga sobre o estado sani
tédrio dos embrides. 0 segundo é de mais facil execugdo, pode
ser rigorosamente controlado, é de custo bastante inferior e
tem .dado resultados satisfatdérios desde que seguidas as reco-
menda¢Oes da SITE (SINGH, 1986), no que diz respeito a colhei
ta, processamento e transferéncia de embrides bovinos.

Testes soroldgicos para pesquisa de anticorpos con-
tra HVB1, embora geralmente traduzam um possivel estado de in
fecgdo, podem falhar na detecgfio de animais infectados, em de
terminadas fases da infecgfdo (HUCK et alii, 1971, 1973; ALAN
et alii, 1975; PARSONSON & SNOWDON, 1975), e assim ndo assegu
ram estar o embrifio livre da exposigZo aoc patdgeno, mesmo quan
de colhido em doadora soronegativa. Por outro lado, o tratamen
to rapido com tripsina, conforme recomenda a SITE (SINGH, 1986),
é inécuo (ECHTERNKAMP & MAURER, 1988) e elimina o risco de
embrides veicularem o HVB1 em sua ZP, onde pode se aderir
(SINGH et alii, 1983). Caso nf3o seja submetido a este tratamen
to existe o risco potencial de transmissdo (SINGH, 1987).

Seguindo-se as praticas sanitarias recomendadas pe
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la SITE (SINGH, 1986) embrides té&m sido colhidos em animais
infectados e transferidos a receptoras soronegativas sem trans
miss&o da doenga (SINGH et alii, 1983; THIBIER & NIBART, 1987).
Assim procedendo, a SITE (CONCLUSIONES, 1988) indica ser mini
mo o risco de transmitir essa doenga através da TE.

Bovinos infectados pelo VDBV nas fases inicials da
gestagfo podem nascer clinicamente normais, imunotolerantes e
persistentemente infectados (McCLURKIN et alii, 1984), atingir
a idade adulta e continuar eliminando o virus, inclusive nas
secregBes cervical e uterina (VIRAKUL et alii, 1988). Este fe
ndmeno torna de valor limitado o emprego da sorologia como for
ma de atestar o estado sanitario do embrido. Embora ndo existam
informagdes relativas ao risco de transmiss@o do VDBV de doado
ras a receptoras, ha indicios, suficientemente confiaveis, de

que se forem seguidos os cuidados recomendados pela SITE

,
(SINGH, 1986) para manipulag¢fio dos embrides "in vitro" a trans
missdo da infecgfo deixarid de ocorrer (SINGH et alili, 1982a;
POTTER et alii, 1984). Esses resultados indicam ser desprezivel
o risco de transmissZo da DBV através da TE (CONCLUSIONES, 1988).
T 0 virus da LEB, apds instalada a infecgdo, persiste
no organismo em associag8@o com as células linfdides do tipo B
e 0os animais apresentam sorologia positiva persistente (BURNY
et alii, 1985). Desta forma, a sorologia para leucose, mesmo
com certa limitac®o, é indicativo de infecgdo. Contudo, seu uso
é dispensavel uma vez que existem provas substanciais para
afirmar ser desprezivel o risco de transmissido da LEB pelo em-
prego da TE (CONCLUSIONES, 1988).

Ainda que o VLEB esteja presente na cavidade uteri-
na {(BOUILLANT, et alii, 1981; RUCKERBAUER et alii, 1988),
as praticas recomendadas pela SITE (SINGH, 1986) mostram - se
bastante seguras para nZo ter sido demonstrada a transmissZo da
doenga através da TE (EAGLESOME et alii, 1982; KAJA et alii,
1984; HARE et alii; 1985; DIGIACOMO et alii, 1986; LORTON et
alii, 1987; THIBIER & NIBART, 1987).

As técnicas mais comumente empregadas na pesquisa
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de anticorpos anti VLA tém valor quanto aplicadas em rebanhos.
Entretanto, ao nivel individual, suas sensibilidades s3o ques
tionaveis (STOTT et alii, 1984). E natural que os paises onde
ocorre o VLA se preocupem com a importagfo de material genético
de areas end8micas, uma vez que existem 23 sorotipos, com pato
genicidades diferentes (ERASMUS, 198%). N3o tem sido demonstra
do a possibilidade da LA ser transmitida de doadoras de em
brifes a receptoras (BOWEN et alii, 1983; THOMAS et alii, 1983,
1985) mesmo quando se emprega sémen de touro infectado (THOMAS
et alii, 1985) onde particulas do VLA ja& foram evidenciadas
(FOSTER et alii, 1980). Esses resultados s#o indicativos de que
0 risco de transmissZo da LA por meio das técnicas de TE é des
prezivel (CONCLUSIONES, 1988}, desde que sejam observadas as
recomendacdes sanitéarias para colheita, processamento e trans-
feréncia dos embrides bovinos (SINGN, 1986).

A COSALFA (COMISION, 1988), considera que deve ser
formado um banco de soros de potenciais doadoras de material ge
nético. Essa recomendagfo parece ser inconsistente, uma vez
que o estado sanitario dos animais esta sujeité a variagBes per
manentes dependendo da exposigdo a novos agentes ou a sorotipos
diferentes do mesmo agente. A formagdc desses bancos ndo contri
buird para facilitar o comércio de :embrides, uma vez que, gquan
do exigidas, as provas soroldgicas dever@o ser realizadas com
amostras colhidas antes e/ou durante e/ou apds a colheita dos
embrides, e nfo com amestras previamente estocadas que ndo mais
representam o estado imuncldgico do animal. KUPFERSCHMIED et
alii (1986) relataram a introdug3o do HVB1 na Suiga através da
importagdo de s&men contaminado. O touro doador havia sido tes
tado antes das colheitas quando ainda n3o tinha soroconvertido.
0O reteste do animal revelou a presenga de anticorpos neutrali
zantes. Esse fato levou as autoridades sanitarias a exigirem
atestados negativos de touros doadores de sé&men para importagdo,
antes e depois das colheitas do s&men. No caso de embrides, o
que & mais importante & a observincia das recomendagdes da SITE

(SINGH, 1986) e o cumprimento dos acordos firmados entre o  pais
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importador e exportador (MAPLETOFT, 1987).

Importacdes de embrides com o minimo de exigéncias
sanitarias t&m sido relatadas (THIBIER & NIBART, 1987), sem que
tenha havido algum problema sanitirio apds transferéncia de um
grande numero de embrifes importados dos Estados Unidos da
América para a Franga, com o objetivo de melhorar geneticamen-
te touros empregados em centrais de IA.

A recomendagido de flexibilidade nos regulamentos pa
ra comércio de embrides n8o se restringe ao a&mbito legislativoe

comercial. E evidente a necessidade de haver troca de material

genético, principalmente entre paises de pecuéarias ainda néo
bem desenvolvidas, mas gue possuem material genético de supe
rior gqualidade, como as rag¢as zebuinas em alguns paises sul-

americanos, principalmente nco Brasil, para que, juntamente com
a evolugdo de outras tecnologias, se possa atingir niveis sa—
tisfatdérios de produtividade e contribuir para o desenvolvimen

to regional e bem estar das populacgdes.

4,2, Avaliagdo do desempenho reprodutivo de doado
ras e receptoras de embrides soropositivos pa

ra HVB1 e/ou VDBV, e soronegativas,

A resposta das doadoras ao tratamento hormonal foi
avaliada com base na média de estruturas coclhidas. Ac comparar
as médias dos grupos compostos por animais soropositivos para
HBV1 (4,7) VDBV (7,3), HVB1 e VDBV (5,7), e soronegativos (6,4),
ndo se observou diferenga estatisticamente significativa
{(p> 0,05) (TAB., III e IV; GRAF. 9).

Para que animais respondam satisfatoriamente ac tra
tamento hormonal & necessério gue se encontrem com sistema en
décrino funcionando normalmente. Lesdes ovarianas (CL cistico,
ooforite e necrose folicular) foram descritas apds IA com sémen
misturado com HVB1 (KENDRICK & McENTEE, 1967), inoculagio de
HVB1 por via intra-uterina (MILLER & VAN DER MAATEN, 1984), in
tramuscular e intravenosa (VAN DER MAATEN & MILLER, 1984 / 1985;
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VAN DER MAATEN et alii, 1985; MILLER & VAN DER MAATEN, 1985, 1986). Con-
tudo, ngo foram detectadas alteragBes ovarianas em decorréncia da inocula
Gdo desse agente por via respiratdria, através de aerosséis (VAN
DER MAATEN & MILLER, 1984/85). 0s animais que foram inoculados - por wia
IV apresentaram niveis séricos de progesterona mais baixos e tiveram
redugdo na taxa de ovulagdo; ainda assim, nos ciclos seguintes
4 fase aguda da infecgfo, as fungdes ovarianas foram restabele
cidas, mesmo em animais portadores de infecgic latente (MILLER
& VAN DER MAATEN, 1985, 1987).

Esses trabalhos foram conduzidos em condigdes expe
rimentais, 0 que nem sempre corresponde acs fenBmenos naturais.
Existem diferenc¢as quanto a amostra do virus inoculado, que,
apds passagens em células cultivadas "in vitro", pode ter alte
rada a patogenicidade; por ocutro lado, variam a dose infectan-
te e vias de infecgdo, além de ocutros fatores inerentes ao prd
prio animal e ao meio, cuja interacBo & responsavel pelo desen
volvimento do processo mérbido, ao nivel de individuo. Em con
digdes naturais a infecgfo por HVBL sge da, principalmente, a-
través da via respiratdéria (GIBBS & RWEYEMAMU,;1977). Por esta
via n8o foram demonstradas alteracgdes ovarianas nos animais ex
perimentalmente infectados (VAN DER MAATEN & MILLER, 1984/85),.
Em condig¢des naturais é possivel que ocorra viremia em titulos
inferiores aos atingidos com as inoculagdes IV e IM, e, oCcCor-
rendo lesdes ovarianas, sejam de intensidade e freqiiéncia bai
xas.

As doadoras foram triadas como positivas para HVEBE1
através da pesquisa de anticorpos neutralizantes, que aparecem
uma semana ap6s a infecgZo e persistem por anos {GIBBS &
RWEYEMAMU, 1977). Estas circunstincias tornam remota a possi
bilidade de terem sido trabalhados animais infectados que ainda
ndo tinham soroconvertido. Esta possibilidade torna-se ainda
mais improvavel uma vez que as vacas eram mantidas nos reba-
nhos ha bastante tempo, onde a infecg3o provavelmente j& estava
estabelecida. Assim sendo, 08 animais scropcesitives possivel-

mente tiveram infecgfo em ciclos anteriores e, mesmo naqueles
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TABELA III - Estruturas recuperadas em lavados uterinos de: va-
cas doadoras de embrifes portadoras de anticorpos
neutralizantes contra os virus HVB1 e/ou DBV, e

soronegativas, Minas Gerais, 1988,

RESULTADOS (SN*) ESTRUTURAS RECUPERADAS
N® X + S
HVB1 10%* 47 4,7 + 1,7
VDBV 10 73 7,3 + 2,9
HVB1/VDBV 10 57 5,7 + 2,6
NEGATIVO ~ 10 64 6,4 + 4,2
TOTAL 40 241 6,0 + 3,0

* Soroneutralizagdo em microplaca.

** NUimero de doadoras.

TABELA IV - Analise de vari@ncia para os dados da TABELA III.

CAUSA DE VARIACAO G.L. SQ QM F
TRATAMENTOS 3 36,3 12,1 1,36
rREsIDUOS 36 320,7 8,9

TOTAL 39

F Tab. ~ 2,9
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nos quais houve comprometimentc ovariano, suas fungdes ja esta
vam possivelmente restabelecidas (MILLER & VAN DER ‘MAATEN,
1985, 1987).

Em relagzdo a alteragdes ovarianas observadas em a
nimais infectados com o VDBV, SSETENGC et alii (1980) isolaram
o virus em ovarios de novilhas inférteis e reproduziram oofori
te apbés inoculag@o IM com o VDBV. N3c foram realizados estudos
sobre a endocrinologia desses animais nem sobre a reprodugio
dessas lesGes por inoculagles do VDBV pelas vias naturais de
infecgdo. A média de estruturas recuperadas no grupo Soroposi-
vo para VDBV nio diferiu estatisticamente daquela encontrada
no grupo-controle, o que sugere que nesses animais lesfes ova-
rianas possivelmente n#o estavam presentes ao ponto de compro
meter a taxa de ovulagio.

Interpretagdes semelhantes podem ser aplicadas ao
analisar as médias dos grupos soropositivos para HVB1 e HDBV,
e soronegativo, uma vez gue também nZo houve diferencga signi
ficativa entre as médias 5,7 e 6,4 dos respectivos grupos (TAB.
IIT e IV; GRAF. 9). "

Durante a selegfo das doadoras, as vacas foram exa
minadas clinicamente e seus ciclos acompanhados. S& foram acei
tos animais livres de alteracgles detectlveis ao exame clinico-
ginecoldégico e que apresentavam regularidade no ciclo estral.
Esses critérios podem ter sido suficientes para eliminar algum
animal portador de seqliela de infecgdo por HVBl1 e/ou VDBV, e,
por isto, ndo permitem chegar a conclusdes sobre guais altera
¢Bes ovarianas podem ser observadas durante a evolug&@o clinica
da doenga.

As taxas de fertilizagZo, avaliadas com base na mor
fologia das estruturas colhidas em vacas soropositivas . para
HVB1 (87,2%), VDBV (78,1%), HVB1 e VDBV (86,0%), e soronegati
vas (76,5%) n3o apresentaram diferencas estatisticamente signi
ficativas (p>0,05) (TAB. V e GRAF. 10). As taxas de viabilida
da embrionaria (TAB. VI e GRAF. 11) também nio diferiram
(p> 0,05) entre os grupos soropositivos para HVB1 (78,0%), VDBV
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(73,7%), HVB1 e VDBV (73,5%), e soronegativo (71,4%).

A fertilizagdo ndo depende apenas do organismo femi
nino mas também do touro doador do s@men (CALLAGHAN & . KING,
1980). Os sémens empregados na IA das doadoras tinham qualida-
de comprovada, o que minimiza a possivel influ&ncia do macho
¢ qualidade do s€&men sobre as taxas de fertilizagdo.

A fertilizac&o ocorre na tuba uterina, ao nivel da
Jungdo istmo-ampola, durante o primeiro dia apds o estro, e re
sulta de uma complexa interag¢8Bo entre os espermatozdides e o©
obcito (HUNTER & WILMUT, 1984; HUNTER, 1985; BENEVIDES FILHO &
PINHEIRO, 1988). Para que fosse possivel a interferéncia de
virus sobre a fertilizagdo seria necesséaria uma ag3o direta do
agente sobre os gametas e/ou indireta sobre o ambiente onde se
dad a fertilizagZo (GRAHN et alii, 1984). Apbés a fecundagio, o
embrifo passa a se desenvolver na cavidade uterina e, da mesma
forma, ag&do direta sobre o embriZo ou alteragfes no meio ambi
ente uterino seriam os possiveis responséveis por alteragdes
no desenvolvimento embrionario (AYALON, 1978; ARCHBALD et alii,
1979; ELAZHARY et alii, 1980; BOWEN, 1985). Nesse ambiente o
embrido fisiologicamente normal é capaz de secretar .= diversos
fatores que contribuem para o estabelecimento da gestagiioc (JANZEN
et alii, 1982; LEWIS et alii, 1982; MARTAL & CHARLIER, 1985;
HELMER et alii, 1987; MARTAL et alii, 1987; PUTNEY .et  alii,
1987). Disfungdes na producdo desses fatores podem ser respon-
sivels por mortalidade embriondria (MARTAL & CHARLIER, 1985).

No caso das doadoras de embrifes, a agio adversa,
direta ou indireta,do virus teria que ser eficiente na presen
ga da ZP, uma vez que os embrides s&c colhidos antes da eclo-
sdo, e, mais provavelmente, resultaria de alteragdes no ambi
ente uterino ou nos tecidos responséveis pelo ° recaonhecimento
dos sinais veiculados através dos fatores produzidos pelos em
brides, uma vez que a ZP tem se mostrado impermeavel aos virus
HVB1 e DBV (SINGH et alii, 1982 ab; POTTER, et alii, 1984;
BIELANSKI et alii, 1987a).

A freqiiéncia com que se pode isolar HVB1 na cavida
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de uterina de vacas soropositivas n3o fol ainda determinada.
ELAZHARY et alii (1980) isolaram HVB1l em conteldo uGtero-cervical
de vacas "repet breeders" e sugeriraﬁ ser a infecgdo do embrifo
responsavel por essa sindrome; entretanto, ndo avaliaram a in
fluéncia do agente sobre o desenvolvimento do embrido antes da
eclosf@o. MILLER & VAN DER MAATEN (1987) isolaram HVBl em ovario
e infundibulo, mas nZo do endométrio, de novilhas com infecgdo
latente reativada. SINGH et alii (1983) isolaram HVB1 em . LU de
vacas experimentalmente inoculadas por via IVa, IU e respiraté-
ria, porém nZo conseguiram isolamento em LU de novilhas com in
fecg3o reativada. Esses autores observaram retardo no desenvol
vimento de embrides cujas m3es apresentaram febre préximo a ovu
lagZo e nos primeiros dias do  desenvolvimento embrionéario.
PUTNEY et alii (1988) demonstraram que o estresse caldérico em
novilhas superovuladas n3o afeta a taxa de fertilizagdo mas au
menta significativamente a incidéncia de degeneragdo e retardo
no desenvolvimento embrionéario, e, assim, sugeriram ser possi-
vel ocorrer fendmeno similar em animais febris. J& foi patente
ado que embriBes sfo mais sensiveis ao calor no inicio do de
senvolvimento e tornam-se mais resistentes a medida gque aumenta
o numero de células (ULBERG & SHEEAN, 1973).

Estudos "in vitro" té&m revelado gque o HVB1 ndo tem
ac3o adversa ao desenvolvimento de embriBes bovinos .antes da
eclos3o (SINGH et alii, 1982b). N&8o hé& registro de estudos que
tenham investigado a ag@o do HVB1 sobre a fertilizag#o.

Essas observagBes sugerem que o HVB1 tem alguma agado
indireta, durante a fase febril da infecgZ@o, sobre a qualidade
do embrifio, mas n#o durante a infecgfo latente. As doadoras sgo
ropositivas sAo potencialmente portadoras de infecg@o latente
que pode ser reativada devido ao estresse (PASTORET et alii,
1982). Em condicBes experimentais n#o se tem demonstrado infecgdo ou
les3o uterina apds a reativagsio da infecg@io latente (SINGH et alii,
1983; MILLER & VAN DER MAATEN, 1987). Nestas condigdes torna-
se pouco provavel que os gametas ou embrides sejam expostos ao

HVB1 no trato genital de vacas naturalmente infectadas, que ja
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soroconverteram, e que ocorra diminuigdo nas taxas de fertilizg
G8o e viabilidade embrionéaria. Mesmo ocorrendo infecgZ@o dos em
brides ndo eclodidos, possivelmente ndo serlam afetados, nesta
fase, pela ag8o direta do virus devido a protegfo da ZP (SINGH
et alii, 1982b).

Animais soropositivos para VDBV podem ser infecta-
dos por inoculag@o através da via IU e portar o virus na cavida
de uterina e tubaria (ARCHBALD, et alii, 1973; ARCHBALD &
ZEMJANIS, 1977).

A presenga de VDBV na cavidade uterina tem sido con
siderada como causa de mortalidade embrionéria (ARCHBALD et alii,
1973; ARCHBALD, 1974; ARCHBALD & ZEMJANIS, 1977). As metodologias

empregadas nesses trabalhos niZo permitiram avaliar em que fase

o virus pdde exercer agdo adversa ao desenvolvimento do concep
to. Outros relatam ndo haver interfer&ncia quando animais soro
pesitivos sZo inoculados por via IU cu soronegativos inoculados
pelas vias naturais da infecg¢Zo (WHITMORE et alii, 1981). Vacas
IA depols da soroconversdo, consequente ao contato com um ani-
mal persistentemente infectado e imunotoleranté, apresentaram
taxa de concepgdo normal (VIRAKUL et alii, 1988).

Em condig¢des experimentais, ARCHBALD et alii (1979)
evidenciaram que a infecg¢doc IU com VDBV pode causar retardo no
desenvolvimento embrionério, em decorréncia, possivelmente, da
agdo direta do agente sobre o embrifioc e/ou alteracdoc nco armbiente
uterino. Estudos "in vitro" nZo té&m demonstrado que o VDBV in-
terfere no desenvolvimento de embriBes nZo eclodidos (SINGH et
alii, 1982a; POTTER et alii, 1984).

NZoc se tem conhecimento da frequéncia com que ocor-
re a infecgfo uterina em animais soropositivos para VDBV, ainda
que existam relatos de casos de 1solamento a partir de secre-
¢3o utero-cervical (ARCHBALD, 1974), células do endométrio
(LUTHER, et alii, 1978) e Gtero-tubérias (RUCKERBAUER et alii,
1988).

ARCHBALD (1974) relatou um experimento em que nio

foi comprovada interferé&ncia do VDBV na fertilizacdo, enquanto
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GRAHN et alii (1984) observaram menor taxa de fertilizacdo em
animais superovulados e inoculados por via IU.

Em condig¢des naturais, os animais se infectam prin-
cipalmente pelas vias digestiva e respiratédria (BAKER, 1987).
Nesses casos, apds soroconversfo, parece ser pouco provavel
a ocorréncia de migrag3o do VDBV para a cavidade uterina ou tu-
ba e interferéncia com a fertilizagdo e desenvolvimento embrio
nario. Estas circunst@ncias, associadas & incapacidade de o
VDBV danificar embriSes nfo eclodidos, podem ser aceitos como ex
plicagdo para a semalhanca entre as taxas de fertilizag8o e as
de viabilidade dos embriBes colhidos em animais soropositivos e
negativos para VDBV (TAB, V e VI; GRAF. 10 e 11).

A auséncia de diferenga significativa entre as taxas
de fertilizag3o e as de viabilidade embrionaria dos grupos soro
positivo para HVB1 e/ou VDBV, e controle, nio exclue a possibi
lidade desse agente interferir com a fertilizag3o e desenvolvi-
mento embriondrioc durante outras fases da infeccgio.

As taxas de prenhez das receptoras de embri8es CcoO-
lhidos em doadoras soropositivas para HVB1 .(51,1%), VDBV
(51,7%); HVBT e VDBV (36,3%) e soronegativas (36,8%) sZo apre-
sentadas na TAB. VII e GRAF. 12. ©Na formag3oc dos grupos nao
foram considerados os resultados das sorologias das receptoras;
assim,a taxa de prenhez desses animais foi utilizada como indi-
cativo da possivel influ@ncia da doadora sobre o desenvolvimen-
to embrionario depois da transfer&ncia. Uma vez que n3o era pos
sivel avaliar a gualidade desses embriSes com base em critérios
fisioldégicos, admitiu-se que os embriSes efetivamente implanta-
dos seriam aqueles capazes de secretar os fatores necessarios
4 sua implantagdo, demonstrados a partir da primeira quinzenade
vida embrionédria (JANZEN et alii, 1982; LEWIS et alii, 1982;
HELMER et alii, 1987; MARTAL et alii, 1987; PUTNEY et alii,
1987). Essa caracteristica foi considerada como indicativa da
"viabilidade fisiolégica" dos embriBes. Observou-se que nao
houve diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05) entre
as taxas de prenhez das receptoras (TAB. VII e GRAF. 12). Essa
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evidéncia indica n3o haver influ&ncia do estado imunolégico da
doadora e o desenvolvimento embrionario depois da transferéncia
e confirma as informagdes obtidas com a andlise da TAB. VI e
GRAF. 11, onde nd3oc fol observada diferenca na taxa de viabilida
da embrionaria, entre os grupos de doadoras, com base na avalia
gdo morfoldgica dos embrides. Assim sendo, vem corroborar a
assertiva que a avaliagdo morfoldgica de embrides é instrumento
Gtil na predigfo da sobrevivéncia embrionaria depois da transfe
réncia ou em cultivo"in vitro", guando baseada em um grande n
mero de embrides (SHEA, 1981; STRINGFELLCOW et alii, 1987).

Quando foram considerados apenas os resultadoes das
provas soroldgicas das receptoras como critério para formagio
dos grupos, observou-se que n3o houve diferenga (p > 0,05) entre
as taxas de prenhez, gque corresponderam a 37,8% (HVB1), 60,8%
(VDBV), 45,9% (HVB1 e VDBV) e 44,1% (soronegativos) (TAB. VIII e
GRAF. 13).

O HVB1l tem sido considerado agente causador de morta
lidade embrionAria, quando inoculado por via IU ou cervical
(KENDRICK & McENTEE, 1967; BOECKX et alii, 1968; WHITE & SNOW
DON,. 1973; LORETU et alii, 1974; PARSONSON & SNOWDON, 1975) e
intravenosa (MILLER & VAN DER MAATEN, 1985, 1986, 1987), prova
velmente devido & ag3o direta sobre o concepto, lesdes do endo
métrio ou do CL (McKERCHER, 1969; MILLER & VAN DER MAATEN, 1985,
1986, 1987). Apds a transferéncia, os embrides continuam seu
desenvolvimento no genital da receptora, onde secretam fatores
importantes para sua sobrevivé&ncia e instalacgéo da gestagio
(JANZEN et alii, 1982; LEWIS et alii, 1982; HELMER et alii, 1987;
MARTAL et alii, 1987; PUTNEY et alii, 1987) e necessitam de nu
trientes para os seus metabolismos (BETTERIDGE & FLECHON, 1988).
A aderéncia entre o embriio e os tecidos maternos inicia-se no
202 dia de idade do embridc, em conceptos nao transferidos
(WATHER & WOODING, 1980}, quando devem ficar mais sensiveis a
determinadas alteragdes celulares locais ou a infecgdes associa
das a células. Estudos "in vitro" t&m demonstrado que HVBI1 é

embrionicida quando infecta embrifes eclodidos (BOWEN et alii,
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TABELA VII - Taxa de prenhez de receptoras de embrides colhidos
em doadoras soropositivas para HVB1 e/ou VDBV, & so

ronegativas, ¥Minas Geralis, 1988,

RESULTADOS (SN*) RECEPTORAS DE ESTRUTURAS FERTILIZADAS VIAVEIS

Ne PRENHES %
HVB1 13%* 43 22 51,1
VDBV 15 58 30 51,7
HVB1/VDBV 14 55 20 36,3
NEGATIVO 15 38 14 36,8 '
TOTAL 57 194 86 44,3

* Sorcneutralizacdo em microplaca.
** Nimero de doadoras.

¥ Tab. = 7,82

¥ Calec. = 4,33

TABELA VIII -~ Taxa de prenhez de receptoras soropositivas para
HVB1 e/ou VDBV, e soronegativas, Minas Gerais, 1988.

RESULTADOS (SN*) RECEPTORAS DE ESTRUTURAS FERTILIZADAS VIAVEIS

N PRENHES %
HVB1 66 25 37,8
VDBV 23 14 60,8
HVB1/VDBV 37 17 45,9
NEGATIVO 68 30 44,1
TOTAL 194 86 44,3 _
* Soroneutralizagd@o em microplaca.

¥ Tab. = 7,82
¥ Calec. = 3,69
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1985; BIELANSKI et alii, 1987 b). Por outro lado, a inoculagio
de HVB1 pelas vias naturais da infecg@io ndo tem sido correlacio
nada com perdas embrionidrias nem com lesBes do endométrio ou
ovario (CONRADI et alii, 1960; PARSONSON, 1964; HELLIG, 1965;
PARSONSON & SNOWDON, 1975; ALLAN et alii, 1975; VAN DER MAATEN
& MILLER, 1984/85), ainda que seja reativada infecgdo latente
apds tratamento com dexametozona (MILLER & VAN DER MAATEN, 1987).

Os animais do grupo sorcopositivo para HVBl apresen
tavam anticorpos neutralizantes contra HVBl, e eram potencial -
mente portadores de infecgBo latente (PASTORET et alii, 1982).
Mesmo sendo possivel a reativagdo desse tipo de infecg#do, seria
pouco provavel que o concepto e tecidos genitais fossem atingil
dos, como demonstraram experimentalmente MILLER & VAN DER MAATEN
(1987).

Essas observagdes indicam que HVB1 pode causar per
das embrionarias se for inoculado por via IU ou se atingir o}
genital, através da corrente sangiliinea, em titulo considera
velmente alto. A hipotética agBio indireta do HVBl devida & hiper
termia, em casos de doenga em curso, teoricameﬁte seria possi-
vel -em decorréncia de alteragBes no metabolismo do embriZo. Como
foi demonstrado "in vitro", embrides bovinos aos 17 dias de
gestagBo, quando submetidos a estresse calbdrico, produzem menor
quantidade de trofoblastina (PUTNEY et alii, 1987), protelna im
portante no estabelecimento e manuteng3o da gestagfio (MARTAL et
alii, 1987).

A infecgdo pelo VDBV tem sido reputada como causa
de diminuic¢3o na taxa de concepgido, quando adquirida por via
IU em vacas soronegativas (ARCHBALD & ZEMJANIS, 1977; McCLURKIN
et alii, 1979), mas n#o guando vacas soropositivas sdo 1inocula
das por essa via ou soronegativas através das vias naturais de
infecg@o (WHITMORE et alii, 1981). Todavia, em condigles natu
rais, h& diminuicd@o na taxa de concepgdo em animais, infectados
por contato direto com portador, que ainda ndo soroconverteram
ou estZio em soroconvers3o (VIRAKUL et alii, 1988).

0 VDBV tem sido isolado em secre¢les e células do
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sistema genital anterior de vacas (ARCHBALD, 1974; LUTHER et
alii, 1978; RUCKERBAUER et alii, 1988) sem que tenha sido esta
belecida a freqliéncia com que pode ocorrer a presenga desse a-
gente nas cavidades uterina e tubdria. Alteragdes no desenvolvi
mento de embrides infectados experimentalmente "in titero" foram
reportadas por ARCHBALD et alii (1979). Estudos desenvolvidos
"in vitro" nd@oc confirmaram essa observagso, quando embrides com
ZP removidas ou danificadas foram expostos ao VDBV (BIELANSKIQE
alii, 1987a; BIELANSKI & HARE, 1988).

Essas informag8es s8o sugestivas de que VDBV & capaz
de causar perdas embrionirias quando inoculado por via IU, e
que, em condigdes naturais de infec¢fo, apds soroconversio, 0
agente pouco provavelmente terd acesso ao genital e infectard o
embriZo eclodido, e, mesmo que o facga, nio tera acdo direta SO
bre o concepto.

As receptoras receberam embrides colhidos em vacas
clinicamente sadias e que sofreram um processo de lavagem e di-
luigdo, durante a colheita e manipulagio, o que elimina secre
¢8o uterina da doadora e reduz o risco da transﬁisséo de infec
g¢&o por HVB1 e/ou VDBV, eventualmente presente(s) no momento da co
lheita (SINGH, 1987).

Os resultados da TAB. VIII sugerem que a relagio
maternco-fetal em receptoras soropositivas para HVB1l e/ou VDBV
nédo é afetada, quando os animais n@io apresentam sinais clinicos
da infecgido.

A taxa de prenhez fol avaliada com base no toque re
tal das receptoras até sessenta dias apés a transferfncia dos
embrides e o0s soros, para as provas sorolégicas, colhidos no mo
mento da transferéncia. Neste periodo, o risco de ter havido
transmissdo de HVB1 e/ou VDBV a receptoras do grupo soronegati
Vo € pequeno, uma vez gue a infecgfio ja estava estabelecida no
rebanho e que os animais vinham sendo manejados Juntos hd algum
tempo.

Nas Tab. IX, X, XI e XII est8o apresentados os indi

ces de fertilidade das receptoras, agrupadas de acordo com a
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TABELIA IX -Taxa de prenhez de receptoras soropositivas para HVEL,
de acordo com 0 resultado da sorologia das doadoras,
Minas Gerais, 1988.

RESULTADO (SN*) RECEPTORAS DE ESTRUTURAS FERTILIZADAS VIAVEIS

Ne PRENHE %
HVB1 08 * * i1 O3*** 27,3
BVD 12 20 09 45,0
HVB 1/BVD 11 16 06 37,5
NEGATIVO 12 19 07 36,8
TOTAL 43 66 25 37,9

*  Soroneutralizac®o em microplaca,

#*  Nimero de doadoras.

*#%#% Nado ndo analisado estatisticamente.
¥ Tab. = 5,99

¥ Calc. = 0,33

TABELA X - Taxa de prenhez de receptoras . soropositivas: . para
VDBV, de acordo com ¢ resultadeo :da - sorologia das

doadoras, Minas Gerals, 1988.

RESULTADO (SN*) RECEPTORAS DE ESTRUTURAS FERTILIZADAS***

Ne PRENHE %
HVB1 05 * * 06 04 66,6
VDBV 08 10 06 60,0
HVB1/VDBV 04 04 02 50,0 —
NEGATIVO 03 03 02 66,6
TOTAL 20 23 14 60,8

*  Soroneutralizacdo em microplaca.
**  Nomero de doadoras.
*** Dados ndo analisados estatisticamente.
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TABELA XI - Taxa de prenhez de receptoras soropositivas para
HVB1 e VDBV, de acordo com o resultado da sorologia
das doadoras, Minas Gerais, 1988,

RESULTADO (SN*)} RECEPTORAS DE ESTRUTURAS FERTILIZADAS VIAVEIS

Ne PRENHE %

_ HVB 1 Q5 ** 07 04 57,1
VDBV 09 12 07 58,3
HVB1/VDBV 0% 14 05 35,7

NEGATIVO 04 04 O1#*** 25,0

TOTAL 27 37 17 45,9

*  Soroneutralizagdoc em microplaca.

**  Nmero de doadoras.

**%* Dado ndo analisado estatisticamente.

¥ Tab. = 3,84
1

TABELA XII - Taxa de prenhez de receptoras soronegativas para
HVB1 e VDBV, de acordo com o resultado da sorologia

das doadoras, Minas Gerais, 1988,

RESULTADO (SN*) RECEPTORAS DE ESTRUTURAS FERTILIZADAS VIAVEIS

e PRENHE %
HVB 1 p2%* 19 11 57,9
VDBV 10 16 08 50,0
HVB 1/VDBV 09 21 07 33,3
NEGATIVO 08 12 04 33,3
TOTAL 39 68 30 44,1
*  Soroneutralizagdo em microplaca.
** Namero de doadoras.
X Tab., = 5,99
X Cale. = 2,90
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sorologia das respectivas doadoras. Embora ndo tenha sido possi
vel analisar estatisticamente todos os dados, parece haver uma
tend&ncia a independ&ncia nas relagles entre a sorologla das
doadoras e receptoras e a taxa de prenhez dos diferentes grupos
de receptoras. Essa observagfo é consistente com a n3o-existén
cia de diferengas significativas quanto as taxas de viabilidade
embrion&dria (TAB. VI e GRAF. 11), prenhez ao considerar apenas
a sorologia das doadoras (TAB. VII e GRAF. 12) ou sbé a das recep
toras. (TAB., VIII e GRAF, 13), e tem explicagBes semelhantes as
descritas nos parégrafos anteriores.

Estudo prospectivo foi realizado para determinar 0
risco de perdas de embrides nos grupos sorcopositivos para HVBI,
VDBV, HVB1l e VDBV. 0s resultados s3do mostrados nas TAB. XIII,
XIV e XV e GRAF. 14, onde se verificou n3o ter havido diferenga
de risco de perdas entre os grupos, uma vez que as taxas de pre
nhez foram semelhantes (p>» 0,05) nos animais positivos para
HVB1 (38,0%) e soronegativos (42,0%), soropositivos para VDBV
(65,0%) e soronegativos (45,0%) e positivos para HVBl e VDBV
(45,0%) e negativos (42,5%) embora os riscos relativos tenham
side ligeiramente diferentes (1,07, 0,67 e 0,96 para 0s grupos
positivos para HVB1l, VDBV e HVB1/VDBV, respectivamente).
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TABELA XII - Incidé&ncia de perda de conceptos em receptoras so

ropositivas e soronegativas para HVB1 (Periodo de
observacio de até 60 dias), Minas Gerais, 1988.

RESULTADO (SN*) RECEPTORAS
NAO PRENHE % PRENHE % TOTAL

- HVB1 31 62,0 19 38,0 50

NEGATIVO 29 58,0 21 42,0 50

TOTAL 60 60,0 40 40,0 100

*  Soroneutraltizagio em microplaca.

¥ Tab., = 3,84

X Calec. = 0,048

R =1,07

- TABELA XIV - Incidéncia de perda de conceptos em receptoras. =so
ropositivas e soronegativas para VDBV (Periodo de
observagio de até 60 dias), Minas Gerais, 1988.

RESULTADO (SN*) RECEPTORAS

NAO PRENHE % PRENHE % TOTAL
VDBV 07 35,0 13 65,0 20
NEGATIVO 11 55,0 09 45,0 20
TOTAL 18 45,0 22 55,0 40

* Soroneutralizag@o em microplaca.

¥ Tab. = 3,84

Xz Calc- = 0,9 —
R =0,64
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TABELA XV - Incidéncia de perdas de conceptos em receptoras so
ropositivas e soronegativas para HVB1l e VDBV Perio

do de observag¢do de até 60 dias), Minas Gerais, 1988,

RESULTADO (SN*) RECEPTORAS

NAQ PRENHE % PRENHE % TOTAL
HVB1 e VDBV 22 55,0 18 45,0 40
NEGATIVO 23 57,5 17 42,5 40
TOTAL 45 56,3 35 43,7 80

*

Soroneutralizagic em microplaca.
Tab. = 3,84

Calc., = 0,04

R = 0,96.

"4
Y [




59

5. CONCLUSOES

As prevaléncias das infecgdes pelos virus HVB1, DBV,
LEB e LA em rebanhos de doadoras e receptoras de embrides, man
tidas no Estado de Minas Gerais, foram de 50,9%, 37,3%, 23, 0%
e 76,3%, respectivamente, o que demonstra ampla disseminagdo des
ses agentes nessa populagdo. Esse fato pode "ter -conseqgiiéncias
adversas a exportag¢do de embrides bovinos, caso os paises impor
tadores apresentem exigéncias sanitérias rigoroéas, baseadas na
sorologia das doadoras. Com base nas evidé&ncias, ndo se Justifi
ca a requisigdo de testes soroldgicos das doadoras para essas
doengas, mas apenas que sejam rigorosamente observadas as reco-
mendagdes da SITE para colheita, manipulagf@o e transfer@ncia de
embrides, e que sejam controlados oficialmente os centros de
tecnologia de embrides,

Em grupos de doadoras soropositivas para HVBlL, VDBV,
HVB1 e VDBV, e soronegativas, n8o foram observadas diferengas
estatisticamente significativas (p>» 0,05) entre: as médias de
estruturas recuperadas por colheita (4,7; 7,3; 5,7 e 6,4, res
pectivamente); taxa de fertilizaczo (87,2%; 78,0%; ..85,9% e
76,5%); taxa de viabilidade embrionaria (78,0%; 73,7%; 73,5% e
71,4%); e taxa de prenhez das receptoras, ao considerar apenas
0s resultados da sorologia das doadoras (51,1%; 51,7%; 36,3% e
36,8%).

0O desempenho reprodutivo de receptoras de embrides
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soropositivas para HVB1 e/ou VDBV fol semelhante ao de animais
soronegativos, uma vez gque nao fol observada diferenga signifi-
cativa (pAN 0,05) entre as taxas de prenhez, aos 60 dias, das
receptoras soropositivas para HVB1, VDB, HVBlL e VDBV e soronega
tivas (37,8%; 60,8%; 45,9% e 44,1%, respectiﬁamente).

Esses achados indicam que doadoras de embrides sele
cionadas com base no exame clinico-ginecoldgico que demonstrem,
no minimo, dois ciclos regulares seguidos, apresentam -desempe-
nho reprodutivo semelhantes, independente de serem portadorasde
anticorpos neutralizantes contra os virus HVB1 e/ou DBV ou soro
negativas; receptoras, soropositivas a algum desses agentes e
soronegativas, ao receberem embrides colhidos em doadoras soro
positivas ou soronegativas, apresentam taxa de prenhez seme-—
lhantes; apds a infecgdo por HVBL ou VDBV estar estabelecida em
doadoras e receptoras de embrides, parece nZo ocorrer alteracgio
na fertilizagf@oc e perdas quanti e qualitativas dos conceptos.

Essas observagBes foram feitas em rebanhos, na ausén
cia de surtes, e em animais clinicamente sadios, ¢ que n3do ex-
clue a possibilidade de, em outras situagdes, Haver comprometi-
mento do desempenho reprodutivo de doadoras e receptoras de
embrides.

Associando essas informacgdes as evid@ncias de que
essas doengas ndo sdo transmitidas pelas técnicas de TE, con-
clue-se que doadoras soropositivas para HVB1 e/ou VDBV, sido G-
teis em programas de TE, desde que nZo apresentem alteragdes de
tectaveis ao exame clinico-ginecoldgico e que mostrem ciclos re
gulares. No que diz respeito as receptoras, conclusdes semelhan
tes nioc podem ser feitas, uma vez que nio fol avaliado o risco
de perdas, nos animais soropositivos e soronegativos, em fases

mais adiantadas da gestacgiZo.
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6. APENDICE
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