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RESUMO

O risco da introdu¢do de doencas exoticas ou cepas mais virulentas de doencas endémicas através da
transferéncia de embrides ¢ uma preocupacao constante, afetando as relagdes comerciais internacionais. O
objetivo desse trabalho foi pesquisar a presenga do virus BHV-1, causador da IBR, no liquido folicular e
complexos cumulus-o6cito (COCs) bovinos em animais naturalmente infectados. Foram utilizados 38
animais sorologicamente positivos e 8 negativos para IBR. Os COCs e liquidos foliculares foram obtidos
através da técnica de pungdo folicular orientada por ultrassonografia (OPU). A pesquisa do virus feita
através da PCR. Nao foi encontrado o DNA viral em nenhuma das amostras obtidas. Pode-se concluir que
a utilizagdo de animais sorologicamente positivos para BHV-1, na PIV segura enquanto o animal ndo
estiver na fase aguda da doenga e que a existéncia de um COC negativo em um sistema PIV ndo prediz o
status epidemiolégico do rebanho, portanto um protocolo para comercializagdo de embrides e gametas
deve levar em conta o perfil soroldgico das doadoras.

Palavras-chave: BHV-1; OPU; Odcitos; Liquido Folicular; PCR.
ABSTRACT

The risk of the introduction of exotic illnesses or more virulent kinds of endemic diseases
through the transference of embryos is a constant concern, affecting the international
commercial relationships. The objective of this study was to investigate the presence of the
BHV-1 virus, causer of the IBR, in the bovine folicular fluid and cumulus-oocytes complexes in
naturaly infected animals of form. Positive animals (n= 38) and negatives (n=8)animals were

selected for IBR. The cumulus-oocytes complexes and folicular fluid were obtained by ovum
pick-up (OPU) and the research of the virus made through PCR. The viral DNA was not found
in the samples. In conclusion the use of positive animals for BHV-1 in the IVP, is acceptable for
animals not in the acute phase of the illness, and the existence of a negative cumulus-oocytes
complexes in a PIV system does not mean that the donator is negative for the illness, therefore a
protocol for commercialization of embryos and germ cells must take in account the serological
profile of the donators.

Key-words: BHV-1, OPU, oocytes, Folicular fluid, PCR



1. Introducio:

O comércio mundial de embrides bovinos vem
acompanhando o crescimento da produgéo.
Contudo uma série de problemas sanitarios
ocorridos recentemente, como os focos de aftosa
no Brasil, estomatite vesicular em paises da
América do Sul, e BSE na América do Norte e
paises da Unido Européia, aumentou a
preocupagdo com o risco da introducdo de
doencas exdéticas em areas livres ou cepas mais
virulentas de doencas endémicas.

Devido a essa preocupagdo, foram criados
protocolos para assegurar a qualidade e
minimizar o risco da introducdo e disseminagdo
de doengas nos rebanhos através do comércio
mundial de sémen, embrides e gametas.

Os paises tém buscado desenvolver metodologias
de verificagdo de risco para doengas infecto-
contagiosas com bases cientificas solidas, para
que possam justificar ou ndo a liberagdo da
importacdo de germoplasma animal.

Estes protocolos reguladores para o transporte
internacional de germoplasma tém grande
importancia politico-econdmica, e envolvem a
responsabilidade ética e técnica dos servigos
oficiais de saide animal do pais exportador,
respeitando os requisitos restritivos de cada pais
importador.

Para o desenvolvimento de protocolos
reguladores deve-se, primeiramente, conhecer a
epidemiologia das doengas e a interacao entre os
patdégenos e os complexos cumulus-odcitos,
embrides e sémen.

Procurou-se estabelecer neste trabalho o risco da
introdug¢do do herpes virus bovino 1 (BHV-1),
em laboratorios de FIV através dos odcitos
provenientes de animais naturalmente infectados
e sem tratamentos para a inducdo do estresse.

2. Literatura consultada:

A produgdo mundial de embrides bovinos vem
crescendo anualmente (Viana, 2006). Existe uma

grande variagdo na forma de produgdo (in vivo
ou in vitro), no tipo de raga (corte ou leite) e no
uso ou ndo da criopreservacio ou da
transferéncia a fresco.

Esta variagdo se da principalmente pelas
particularidades produtivas de cada pais; na
Africa e América do Sul existe uma maior
demanda por ragas zebuinas e embrides
transferidos a fresco, ja na América do Norte,
Europa e paises asiaticos a produgdo de embrides
ocorre principalmente em ragas leiteiras e a
transferéncia utilizando embrides
criopreservados.

A disponibilidade de terra e de receptoras ¢ um
fator determinante para a escolha da tecnologia
de produgdo de embrides a ser empregada. O
Brasil € o maior produtor de embrides in vitro do
mundo e quase a totalidade das transferéncias €
realizada a fresco (Viana, 2006). Contudo, o uso
de biotecnologias no pais vem sendo alavancado
por possibilitar o uso de ragas ou cruzamentos
bem mais adaptados as condi¢des tropicais
(Viana, 2002), esse desenvolvimento passa pelo
uso de técnicas como a inseminacdo artificial
(TA), a produgdo e transferéncia de embrides (in
vivo e in vitro), o diagnostico precoce de
gestacdo, a sexagem de embrides, entre outros.

A produgdo in vitro de animais (PIV) consiste
em um conjunto de procedimentos que englobam
a pungdo folicular, para a recuperagdo dos
gametas (00citos), a maturagdo e fertilizacdo in
vitro (MIV e FIV, respectivamente) dos mesmos
em ambiente controlado e o posterior cultivo dos
embrides gerados. A PIV demonstra ser uma boa
alternativa, pois segundo Bousquet et al. (1999)
o nimero de gestacdes obtidas de uma doadora,
por dessa técnica e em determinado periodo de
tempo, ¢ muito superior ao obtido pela produgio
in vivo.

A técnica da punc¢do folicular transvaginal guiada
por ultrassonografia, também chamada ovum
pick-up (OPU), foi desenvolvida na década de 80
para a obtengdo de complexos cumulus-odcito
(COCs) in vivo, proporcionando sua obtengo
com um minimo de trauma para a doadora
(Pieterse et al., 1991a e b). Esta técnica



substituiu abordagens mais invasivas como a
cirargica e a laparoscopia, até entfo utilizadas,
sendo considerada hoje o procedimento de
eleicdo para recuperagdo de odcitos para a PIV
de embrides.

Existem diversas vantagens no uso da técnica de
OPU, como ndo dependéncia de tratamentos
hormonais, como a possibilidade de ser realizada
em animais jovens, senis, em fase inicial de
gestagdo ou com alteragdes fisicas no trato
genital(Boni ef al., 1997). Desta forma, contorna-
se o principal obsticulo ao uso comercial da
fertilizagdo in vitro, que era a obtengdo de
complexos cumulus-oocito (COCs) de doadoras
vivas e a produgdo em escala comercial de
embrides.

O Brasil tem importante participagdo no uso
dessa tecnologia, principalmente em rebanhos de
corte, aonde existe a disponibilidade de
receptoras, terra e os produtos obtidos (machos e
fémeas) tém valor no mercado. Deve-se ressaltar,
contudo, a importancia da possibilidade da
transmissdo de doengas a partir da producdo de
embrides in vitro (Lage, 1999).

Na década de 80, comeco da comercializa¢do de
embrides, muitos paises impunham um grande
nimero de exigéncias sanitarias para o a
importacdo e exportacdo de embrides, com
diversos testes em doadoras, receptoras e nos
produtos para a transferéncia de embrides. Estas
exigéncias tornavam a importagdo de embrides
proibitiva uma vez que era aplicada as mesmas
exigéncias sanitarias que as exigidas ao
transporte de animais vivos (Stumdller &
Wratall, 1997).

Apds estudos realizados pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides
(IETS) e Organizagdo Internacional de Epizotias
(OIE), os embrides passaram a ser considerados
como um produto separado dos animais Vvivos,
com normas exclusivas de coletas, manipulacao
e transferéncia, para que fosse minimizado o
risco de transmissdo de doengas. Este
regulamento sanitario internacional encontra-se
sob a responsabilidade da OIE/FAO/OMS.

A responsabilidade geral pela integridade e
credibilidade da certifica¢do sanitaria, contudo, é
do servigo veterinario oficial de cada pais,

devendo este estabelecer metodologias para
verificagdo de risco sanitario e assegurar que
sejam seguidos os padrdes adequados de
credibilidade na certificagio (Evans, 1999),
evitando conflitos de interesses ou protecdo
comercial.

Devido a menor probabilidade de transmissao de
patogenos, a transferéncia de embrides tem-se
mostrado uma  biotécnica eficiente para
minimizar a possibilidade da entrada de doencas
nos rebanhos, sendo portanto uma ferramenta
auxiliar importante no controle de algumas
doencas nos bovinos (Philpott, 1993; Stumiiller
& Wratall, 1997).

As principais fontes potenciais de transmissdo de
doengas em um sistema PIV sdo: o complexo
cumulus-o6cito; o sémen; o embrido; o
procedimento de manipulacio do embrido; os
meio de cultura utilizados; a receptora e a
doadora. Em relagdo as doadoras e receptoras, o
principal cuidado ¢ assegurar que sejam
procedentes de rebanhos livres ou vacinadas para
as principais doencas infecciosas. Quanto aos
embrides, a maior resisténcia do embrido ¢é
conferida pela zona pelucida e, secundariamente,
pelo estado de desenvolvimento e conformacgao.
Assim, é uma exigéncia que deve constar no
certificado zoosanitario internacional que o
embrido, antes de ser congelado, apresente a
zona pelicida integra, além das lavagens
sucessivas com tripsina, anti-soros especificos e
antibidticos.

Existem 4 abordagens principais para investigar
o potencial dos embrides em transmitir doengas
infecciosas. Sdo elas: a abordagem in vitro-in
vitro, quando os embrides ou 00citos sdo
retirados de doadoras negativas e sdo infectados
in vitro; a abordagem in vitro-in vivo, aonde
embrides de doadoras livres de determinada
doenga sdo expostos ao agente in vitro e entdo
transferidos para receptoras sorologicamente
negativas para o0  monitoramento  da
soroconversdo; a abordagem in vivo-in vitro,
aonde as doadoras sdo soropositivas e o agente ¢
pesquisado in vitro; a abordagem in vivo-in vivo,
quando os embrides sdo coletados de animais
positivos ¢ transferidos para animais negativos
que serdo monitorados quanto a presenga do
agente (Hare,1990).



A duas primeiras abordagens tendem a exacerbar
o risco de transmissdo e a terceira e a quarta tem
a tentativa de predizer o risco real.

O conhecimento e o controle de cada um dessas
fontes e a abordagem ¢é fundamental para a
analise do risco de transmissdo de doengas como,
a Leucose Enzootica Bovina (LEB), a
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), a
Diarréia Bovina a Virus (BVD), Lingua Azul
(Bluetongue), Febre Aftosa, Estomatite Vesicular
(VE).

Entre as doengas citadas chama atengdo por
causar grandes prejuizos na pecuaria bovina
mundial a Rinotraqueite Infecciosa Bovina
(IBR).

3. Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR):

A IBR ¢ uma infec¢ao causada pelo herpes virus
bovino 1 (BHV-1), pertencente a familia
herpesviridae ~ género  varicocellovirus ¢
subfamilia alfaherpesviridae. O virus, contendo
DNA de fita dupla e um capsideo
icosadeltahédrico de aproximadamente 100 nm
de didmetro e 162 capsomeros (Butel, 1992).

Os herpevirus bovinos sdo epiteliotropicos,
multiplicando-se inicialmente nas mucosas da
regido nasal, faringe e tonsilas. Apds o primeiro
ciclo, o virus pode prosseguir via terminagdes
nervosas até os ganglios sensoriais no sistema
nesrvoso central, onde pode permanecer em
laténcia por toda a vida do hospedeiro porém, o
virus latente pode ser reativado em resposta a
diferentes estimulos como pari¢do, estresse,
superinfeccdo por outros agentes, tratamentos
com corticoides, ACTH, dentre outros, em
diferentes freqiiéncias por toda a vida do
hospedeiro carreador (Botelho, 2000). Apds a
reativacdo, o virus pode voltar ao sitio de entrada
e ser reexcretado produzindo lesdes primarias em
contato com hospedeiros susceptiveis ( Engels &
Ackerman, 1996).

A disseminacdo viral ocorre principalmente por
aerossois e secregdes corporeas, porém pode
ocorrer também por transmissdo venérea
(Botelho, 2000).

Bovinos de todas as idades sdo susceptiveis em
infec¢des experimentais, em condi¢gdes naturais
sdo mais susceptiveis o0s animais jovens,
preferencialmente os confinados nas estagdes
secas (Gustafson, 1981).

Surtos da doenga podem aparecer quando
animais portadores sdo introduzidos em rebanhos
susceptiveis (Gustafson, 1981). Nao existem
diferencas quanto a suceptibilidade em relagdo a
racas e sexo (Kahrs, 1977), porém grande
importancia deve ser dada quanto ao sistema de
produgdo a qual esses animais estao inseridos.

Segundo Khars (1977), o periodo de incubagio
varia entre 2 a 6 dias, mas Gustafson (1981)
relata o aparecimento da doenga de 10 dias a
varias semanas apds animais de varias regides
distintas terem sido transportados juntos.

A infeccdo pelo BHV-1 pode provocar danos
diretamente no utero, nos ovarios e oviduto,
causando ooforites com necrose hemorragica do
oviduto, diminui¢do da producdo de progesterona
pelo corpo lateo, infertilidade, reabsorcédo
embriondria e nascimento de bezerros fracos.

Quando a infecgdo pelo BHV-1 ocorre logo apos
o estro, quando existe um maximo fluxo
sanguineo para a formag¢do do CL, um maior
nimero de células seriam simultaneamente
expostas ao virus e o resultado seria uma necrose
difusa. Se, por outro lado, a infeccdo ocorrer
quando o CL estiver totalmente funcional, menos
células estardo expostas ao virus, portanto as
lesdes serdo menores e focais (Miller, 1986).

Na infecgdo experimental de animais com BHV-
1, o virus foi encontrado associado com o0dcitos,
liquido folicular, células da granulosa, corpos
luteos e liquidos tubaricos (Gerin, et al., 1989).

Segundo Canant (1984; 1985), Kirkbride (1985),
Bowen (1985), Bielasnki et al. (1987), Miller
(1991),Vanroose et al. (1998), Wrathall &
Sutmiiller (1998) o virus pode comprometer o
desenvolvimento do embrido e do feto em
qualquer fase da gestagdo. A morte embrionaria
ocorre logo apds a perda da protecdo da zona
pelucida, por volta do 7° dia apds a fertilizacdo,
pela  atividade  citotoxica nas  células
embriondrias ou por alteragdes fisiopatologicas
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no ambiente uterino, sendo o aumento da
temperatura um fator crucial (Putney et al.,
1988). Prostaglandinas também podem estar
elevadas no periodo febril, levando a lutedlise e a
perda da gestacdo (Vanroose et al., 2000).
Chirstianson (1992), afirma que o estresse
gerado no animal devido ao pico febril poderia
levar indiretamente & perda embriondria pela
elevagdo da concentracdo de esteroides,
causando a supressdo da resposta imune.

A imunidade especifica contra o virus parece ser
muito importante Bielanski ez al. (1987) afirma
ndo haver influencia do virus na fertilizacdo e
desenvolvimento embrionario in vivo, em fémeas
multiparas, por essas ja estarem em contato com
os demais animais positivos do rebanho e
desenvolvido imunidade especifica
anteriormente. Demonstrou-se  também a
ocorréncia de absor¢do embriondria em fémeas
nuliparas quando em contato com outros animais
positivos no rebanho.

O virus pode ser transmitida pela monta natural
ou pela inseminagdo artificial. Especula-se que a
doenga tenha se disseminado na Europa através
da utilizagdo de s€men proveniente de animais
portadores (Gustafson, 1981).

A IBR se perpetua nos rebanhos através do
contato direto entre animais portadores e
susceptiveis, além de portadores da forma
subclinica nos quais infeccdes latentes
ocasionalmente  sdo  reativadas e  sdo
acompanhadas da excre¢do do virus. Animais de
todas as idades podem apresentar titulos de
anticorpos contra o BHV-1, porem tém sido
encontrado principalmente em animais com
idades superiores a 20 meses (Khars,1977).

O BHV-1 provoca uma doenga cosmopolita e de
grande importancia econdmica. Pituco (1988) e
Vidor et al. (1995), demonstram que o agente
HVB-1 encontra-se disseminado nos rebanhos
brasileiros apresentando, portanto, carater
endémico em plantéis destinados a produgdo de
carne e leite. Animais com idades superiores a 18
meses possuem alta prevaléncia para a doenca
em rebanhos positivos (Leite, 1999).

Na América do Sul o virus tem apresentado uma
distribuigdo variavel de 13 a 68% (Roeche et al.,
1998).

Pituco (1988) e Rocha et al.(1994), realizaram
inquéritos soroldgicos em touros de centrais de
inseminagdo constatando uma prevaléncia de
72,5 e 63,15% respectivamente de animais
SOropositivos.

A inseminagdo artificial com sémen positivo para
BHV-1 reduz a taxa de gestacdo e pode causar
endometrites (Vanroose et al., 2000), porém
touros positivos para IBR aparentemente nao
reduzem a fertilidade dos rebanhos utilizando-se
monta natural (Oliveira Junior, 2005). Bielasnki
et al. (1993) propdoem que o BHV-1 tém efeito
direto no espermatozoide, aderindo nas células
espermaticas, pois a composi¢do quimica do
receptor de sulfato de heparina difundido na
superficie celular espermatica ¢ muito similar e
correspondente  ao sitio de ligagdo das
glicoproteinas gC e gB do virus (Therien ef al.,
1997; Trybala, et al, 1998). Também ¢
conhecido que o virus se liga a heparina, o que
poderia afetar a capacitacdo in vitro do sémen
bovino (efeito indireto do BHV-1) (Okazaki et
al., 1994).

Particulas virais aderidas podem dificultar o
processo de penetracdo do espermatozoide no
odcito pela ZP (Vanroose et al., 1999). Bowen
(1979) afirma que o virus aderido a ZP ou ao
espermatozodide fertilizante poderia penetrar no
odcito no momento da fertilizagdo. Ja Wratall &
Sutméller (1998), sugerem ser extremamente
improvavel que isso ocorra, pois os canais da
zona pelicida deixados pelas expansdes das
células da corona radiata ou pela passagem do
espermatozdide se fecham muito rapidamente.
Todavia os menores virus ndo sdo moveis e as
bactérias moveis sdo muito grandes para penetrar
nos canais.

Migracdes passivas do virus pela zona pelicida
sdo muito improvaveis de ocorrer, ja que
particulas com o didmetro de 40-100 pm
(referentes aos virus da BVD e IBR)
permanecem retidos na ZP (Vanroose et al.,
1999).

E certo que embrides produzidos in vitro sio
mais susceptiveis a contaminagdo tanto por
microrganismos  patogénicos como  ndo
patogénicos.
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Embrides desenvolvidos de odcitos fecundados
in vitro diferem morfologica e fisiologicamente
de embrides fecundados in vivo (Mcleod et al.,
1980).

Na produgao in vitro de embrides, € necessaria a
utilizag@o de sistemas de cultivo especificos que,
por conter células animais, sdo uma possivel
fonte de contaminagdo embrionaria. Todos os
meios utilizados in vitro também podem ser
fonte de contaminacdo viral, estabelecendo
estreita proximidade com o embrido até o
momento da transferéncia, (Stringfellow &
Givens, 2000).

Bactérias, fungos e micoplasmas poderiam
alterar os meios levando a turbidez e alteracoes
de pH. A contaminagdo ¢ claramente
depreciativa, no sistema de produgdo, sendo
portanto auto-limitantes, pois as culturas afetadas
sdo descartadas. Contudo a baixa contaminagao
traria maiores efeitos, pois sua presenca poderia
passar desapercebida permanecendo, portanto,
mais tempo em contato com 0s 006citos e
embrides.

A higiene no momento da coleta dos gametas,
seja por pungdo ou no abatedouro e o uso de
equipamentos de biossegurancga nos laboratorios
reduzem a contaminagdo  microbioldgica
oriundas das doadoras ¢ do meio ambiente
(Mapletoft & Stookey, 1998; Nibart et al., 1998;
Schiewe, 1998). Contudo, produtos de origem
bioldgica utilizados na PIV, representam uma
fonte de contaminagdo consideravel; soro, soro-
albumina, hormoénios, e enzimas sdo todas fontes
potenciais de microorganismos patogénicos e
nao-patogénicos.

A seguranca desses subprodutos deve ser
acompanhada pela combinag¢do das seguintes
atividades:

-Controle da fonte primaria animal, controles
especificos como radiagdo gama, tratamento com
calor, betapropiolactona, e filtragdo, testes
soroldgicos especificos, teste da viabilidade dos
contaminantes e producdo de residuos tdxicos,
apos sua manipulagdo (Brock, 1998).

O controle pode se dar pela utilizagdo de meios
de cultura pré-definidos, pois estes apresentam

vantagens como a padronizagdo dos cultivos na
PIV de embrides bovinos, a prevengdo da
introdug@o de patogenos pela eliminagdo do uso
de subprodutos adicionais de origem animal, e
facilitariam estudos na determinac¢do exata dos
requerimentos  para o  desenvolvimento
embriondrio in vitro (Mclaughin et al, 1990;
Carolan et al., 1995; Fanscovits et al., 1998).

A troca do soro por BSA ou por meios pré-
definidos diminui o risco sanitario para a
presenca do BHV-1, sendo ainda mais seguro a
substituigdo do soro por dalcool polivililico,
hialuronato de sddio ou VF-5 surfactante (Gerin
etal., 1997).

Sistemas de cultura baseados em meios
semidefinidos poderiam resolver os problemas
adversos causados pela infec¢do viral das células
somaticas em sistemas de co-cultura, Vanroose
et al. (1999). A melhor forma de controle do
risco sanitario seria a utilizacdo de linhagens de
células estabilizadas para cultivo ou meios
quimicamente definidos, que possam ser testados
para a presenga de patdgenos antes de sua
utilizag@o (Gerin et al., 1997).

A zona pelicida ¢ uma estrutura glicoproteica
que funciona como receptor primario e
secundario do espermatozdide (Betteridge,
1995). Ela tem importancia fundamental na
protecdo do embrido (Bowen, 1979).

Apesar de ndo ter sido demonstrado em bovinos,
Gwatkim (1967) provou que a ZP de embrides de
hamsters e ratos permitem a passagem de
pequenos virus como da menigoencefalite.
Contudo, a ZP de camundongos tém
aproximadamente Spm de espessura, enquanto
de bovinos e ovinos tém entre 10 e 15um,
(Betteridge, 1995). Isso pode ser relevante para
sua funcdo como uma barreira contra patdgenos
(Wratall & Sutmdller, 1998). Strinfellow &
Givens (2000) afirmam ndo haver nenhum
patdégeno viral capaz de penetrar na ZP de
odcitos, zigotos e embrides bovinos apds a
exposi¢ao artificial ao virus.

A zona pelucida de embrides produzidos in vitro
tem diferengas significativas na estrutura fisico-
quimica, devido ao longo tempo de incubagdo a
temperaturas em torno de 39°C, as forcas
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eletrostaticas e a composi¢do do meio de cultura,
(Bielaski & Jordan, 1996), e apresenta
sensibilidade a pronase (Pollard & Leibo, 1993).
Portanto espera-se maior potencial para infecgdo
em relag@o aos embrides produzidos in vivo.

Bowen (1979), Singh et al. (1982), Potter et al.,
(1984), Hare (1985), Bielanski et al. (1987;
1993), Gillespie et al. (1990) Bielanski &
Loewen (1994), Bielaski & Dubuc (1995; 1993),
Stringfellow et al. (1997), Vanroose et al. (1999;
2000), Stringfellow & Givens (2000) afirmam
que o virus da IBR ndo penetra na ZP intacta.
Contudo pode replicar em embrides sem ZP
(Bielanski et al., 1987; Bowen, 1985).

4. Material e métodos:
4.1. Local e periodo do experimento:

O experimento foi realizado em trés diferentes
fazendas: Fazenda 1 no municipio de Coronel
Pacheco, com altitude de 484 metros,
temperatura média de 21°C e média pluvial anual
de 1581mm’; Fazenda 2, no municipio de
Valenga no Rio de Janeiro, com altitude de 434
metros, temperatura média de 19°C e média
pluvial anual de 1325mm’ e Fazenda 3 no
municipio de Pedro Leopoldo com altitude de
710 metros, temperatura média de 20,9°C e
média pluvial anual de 1328,7mm’.

Os animais dos trés rebanhos alimentam-se
basicamente a pasto com suplementacdo mineral.

O experimento foi realizado no periodo de
agosto a dezembro de 2006, com 2 testes
sorolégicos e uma puncao folicular por animal.

4.2. Selecao dos animais e coletas dos dados:

Para a seleg¢@o dos animais a serem puncionados,
foram coletadas amostras sangiiineas de animais
pertencentes aos trés rebanhos. As amostras
sangiiineas foram coletadas com tubos a vacuo e
agulhas multiplas, dessoradas e acondicionadas
em criotubos plasticos devidamente identificados
e conservadas a —20°.C até a realizagdo dos testes
laboratoriais,  conforme  preconizado  por
Thrusfield (1999).

Os animais selecionados (38 positivos e &
negativos) tiveram, no momento da aspiragdo
folicular, suas populagdes foliculares
quantificadas assim como o tamanho do maior
foliculo, presenca de corpo liteo, e presenca de
sintomas clinicos das doengas, além da coleta de
nova amostra sanguinea.

4.3. Processamento das amostras sanguineas
para pesquisa de IBR:

O diagnostico sorologico de IBR foi realizado
pela prova de soroneutralizagdo em microplacas,
segundo metodologia proposta por "Manual of
Standards for Diagnostic Tests and Vacines"
(OIE, 1992) e o protocolo seguido pelo
Ministério da  Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) do Governo Brasileiro.

Os soros foram inativados a 56°C por 30
minutos, diluidos a 1:2 em meio essencial
minimo (MEM) e homogeneizados até diluicao
final de 1:256. A amostra viral utilizada foi a
cepa de referéncia IBR Colorado 1 (ATCC, VR-
864) com titulos de 10%° em 50pl. As
microplacas com a mistura soro-virus foram
incubadas 24 horas em estufa a 37°.C e 5% de
CO,, e apods esse periodo, adicionou-se a cada
cavidade 50ul de uma suspensdo de células de
rim  bovino (MDBK), contendo 3x10°
células/mL, as quais foram incubadas nas
mesmas condi¢des anteriores, por 72 horas. A
leitura foi realizada em microscopio invertido,
para visualizagdo do efeito citopatico. Foram
consideradas  positivas as amostras que
neutralizaram 50% das cavidades, calculadas
conforme o método de Reed & Miiench (1938).
Paralelamente foram realizados controles da
suspensao celular, da titulagdo do virus, da
amostra de soro padrdo positivo com titulos
previamente determinados e do soro padrdo
negativo. Titulos maiores ou iguais a 4 foram
considerados positivos.

4.4. Aspiracio folicular e coleta de amostras:

A pungdo folicular (OPU) foi realizada segundo
Bols (2005). Foi utilizado um aparelho de ultra-
som (Scanner 200s, Pie Medical, The
Netherland) equipado com uma probe
transvaginal de 7,5 MHz, circuitos de silicone,
agulhas 40x10 (19 G) e bomba de vacuo
regulada com pressio de aspiracdo de 12
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mL/min. Para lavagem do conteudo aspirado
foram utilizados filtros Nutricell®, com malha
de 80uc de didmetro. O conteudo do aspirado
folicular foi transferido para placas de petri
estéreis, nas quais os odcitos foram identificados
e classificados. Os circuitos, as placas e os filtros
utilizados eram estéreis e trocados para cada
animal.

Para a coleta e processamento das amostras foi
utilizado o meio DPBS acrescido de heparina na
propor¢ao de 100pL para 40 mL de solugao.

As amostras retiradas foram armazenadas da
seguinte forma:

e Liquido folicular puro: para a obtengdo do
liquido folicular puro foi realizada a aspiracdo
individual do maior foliculo de cada animal, com
circuito e tubo falcon novos (estéreos e lacrados)
para que ndo houvesse contaminagdo do liquido
folicular. O liquido extraido foi centrifugado em
2500 rpm por 20 minutos, para a separacdo de
células, e o sobrenadante pipetado e armazenado
em nitrogénio liquido para pesquisa dos virus.

e Complexos cumulus-o6cito aspirados: apos a
retirada do maior foliculo, os animais tiveram
seus foliculos visiveis puncionados. Os
complexos cumulus-odcito recolhidos foram
avaliados e classificados em vidveis e inviaveis,
sendo os primeiros com ooplasma homogéneo
circundados por uma multi-camada compacta de
revestimento do cumulus. Quanto menos
compacta eram as células do cumulus e mais
irregular o citoplasma menor a qualidade (Bols e?
al., 2005), portanto, estes odbcitos foram
classificados como inviaveis. Posteriormente os
oocitos foram armazenados em nitrogénio
liquido.

4.4.1. Processamento do material aspirado:

Para a pesquisa dos virus no material aspirado,
foi utilizada a técnica de PCR

4.4.2. Extracao de DNA:

Para a extragdo do DNA foi utilizado o Kit de
Extracdo de DNA (KIT BIOLOGICAL
INDUSTRIES) da Biosystems®.

Apbs a extracdo, o material foi catalogado e
acondicionado em freezer —20°C.

4.4.3. Analise por PCR:

O par de primers utilizados no trabalho, bem
como as condicdes de amplificagdo foram
descritos segundo (Alegre et al 2001). A reagdo
da PCR foi realizada em um volume de 50 uL,
contendo 10 uL de DNA, 10 mM de Tris HCL
pH 9,0; 1,5 mM de MgCl,, 200uM de cada
nucleotideo (ANTPs), 5% de glicerol, 2,5 U da
enzima Taq DNA polimerase e 50 pmol de cada

um dos primers sense €  antisense,
respectivamente  primer 1 (P1: 5-
AGACCCCAGTTGTGATGAATGC-3%);) e
primer 2 (P2: 5-
ACACGTCCAGCACGAACACC-3’) que

amplificam o fragmento de 183 pares de base
(pb) do gene da timinas kinasegB do BoHV-1.
As amostras foram inicialmente desnaturadas a
95°C por 5 minutos. A reagdo de amplificagdo
foi feita com 35 ciclos repetidos de desnaturagdo
(95°C por 5 minutos), hibridizacao (57° C por 1
minuto) e extensdo (72° C por 1 minuto e 30
segundos) e uma extensdo final de 10 minutos a
72° C. Como controles negativos foram
utilizadas a mistura dos reagentes ¢ agua milliQ
sem adicdo de DNA ¢ uma amostra de um
animal sabidamente que ndo teve contato com o
virus da IBR.

Os fragmentos amplificados foram analisados
através de eletroforese em cuba horizontal, em
gel de agarose 1% imerso em tampdo Tris-
Borato-EDTA  (0,045M  Tris-borato, 1mM
EDTA, pH 7,2) e a uma voltagem adequada as
dimensdes do gel (1 a 10V/ecm de gel). A
visualizagdo dos fragmentos amplificados foi
realizada através de transiluminagdo do gel em
luz ultravioleta, apos cora-lo em solugdo de
brometo de etideo a uma concentragdo final de
0,5uL/mL  (Sambrook et al., 1989). As
dimensdes dos amplificados foram comparadas a
um padrio disposto no gel juntamente com as
amostras analisadas, a cada corrida
eletroforética.

4.4.4. Controle da técnica:

Para avaliacdo da sensibilidade analitica da PCR,
foram utilizadas amostras de liquido folicular e
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odcitos de 8 animais negativos sorologicamente. 5. Resultados:
As amostras foram artificialmente infectadas

com a cepa de referé’ncia IBR gsolorado 1 O resultado da sensibilidade analitica da Reagao
(ATCC, VR-864) com titulos de 10™ em 50pl. em Cadeia pela Polimerase em odcitos e liquido
As amostras infectadas apresentaram resultado folicular foi de 10%° TCID (figura 1).

positivo para o PCR, comprovando a

sensibilidade do teste. O resultado da OPU estao apresentados na tabela

1:
Tabela 1. Resultado da OPU das vacas negativas:

Animal Avaliagao ginecologica Viaveis Inviaveis
213 DF8(8)EF10(5) 2 7
216 DF(5)EF10(16) 6 12
221 DF9(4)EF12(6) 7 0
251 DCLF10(4)EF(3) 3 2
252 DF10(4)EF(5) 3 4
266 DCLF15(5)EF(9) 4 6
285 DF12(2)EF(4) 0 6
387 DF12(5)EF15(7) 4 6
445 DCLF(10)EF15(12) 9 8

Legenda: D= ovario direito, E= ovario esquerdo, CL= corpo luteo, F= foliculos visualizados, (n°)= n°de
foliculos visualizados, n° (ex: F10)= tamanho do maior foliculo em milimetros.

Tabela 2. Animais aspirados fazenda 2:

Animal IBR 08/09/2006 IBR 20/12/2006 (punc¢io)
4 1/16 1/16
469 1/4 1/256
1165 1/32 1/16
1930 1/16 1/4
6890 1/16 1/32
6916 1/8 1/32
7704 1/16 1/64
7705 1/16 1/4
7726 1/16 1/64
7780 1/8 1/8
7789 1/16 1/128
7794 1/4 1/16
8824 1/16 1/16
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Tabela 3. Animais positivos para IBR aspirados na fazenda 3:

Animal IBR 28/07/2006 IBR 11/09/2006 (Puncio)

18 1/256 1/256
19 1/128 1/128
51 1/64 1/32
78 1/4 1/8
118 1/4 1/4
146 1/128 1/128
207 1/8 1/16
251 1/256 1/256
396 1/256 1/256
517 1/4 1/8

Tabela 4. Resultado soroldgico dos animais aspirado na fazenda 1:

Animal IBR 11/09/2006 IBR 21/12/2006 (Puncio)
2732 1/64 1/128
2449 1/256 1/256
2896 1/32 1/16
5856 1/64 1/64
7697 1/16 1/8
7816 1/256 1/256
8651 1/8 1/16
8854 1/8 1/4
2828 1/16 1/64
2844 1/16 1/64
2874 1/256 1/128
2875 1/64 1/128
4366 1/64 1/128
6432 1/128 1/128
8810 1/64 1/64

Tabela 5. Avaliagdo ginecologica e recuperagdo de odcitos no fazenda 1:

Animal avaliacfo ginecologica vidveis Invidveis
2732 DF14(12)EF(8) 6 10
2449 DCLF10(10)EF(12) 12 14
2896 DCLF(6)EF10(5) 3 4
5856 DF9(5)Endn 2 2
7697 DCLF(4)EF(3) 2 3
7816 DF(4)EF10(7) 5 4
8651 DF28EF(12) 4 5
8854 DF30EF26(8) 2 3
2828 DF10(5)EF(4) 4 3
2844 DF(7)EF12(8) 5 8
2874 DF(4)EF10(7) 2 4
2875 DF14(12)EF(8) 7 6
4366 DCLEF(6)EF12(5) 3 5
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Legenda: D= ovario direito, E= ovario esquerdo, CL= corpo luteo, F= foliculos visualizados, (n°)= n°de
foliculos visualizados, n° (ex: F10)= tamanho do maior foliculo em milimetros.

Tabela 6. Avaliacdo ginecoldgica e recuperacao de odcitos na Fazenda 3:

Animal avaliacio ginecologica vidveis Invidveis
18 DCLF15(3)EF(2) 1 3
19 DCL(6)EF10(8) 5 3
51 DCLF10(12)EF(4) 6 11
78 DF8(4)ECL(2) 3 2
118 DF15(2)EF4 2 5
146 DDF(4)Ends 0 3
207 DCLF10(5)EF9(7) 1
251 DCLF10(4)EF(3) 3 2
517 DndnECL16(3) 3 5

Legenda: D= ovario direito, E= ovario esquerdo, CL= corpo luteo, F= foliculos visualizados, (n°)=
n°de foliculos visualizados, n° (ex: F10)= tamanho do maior foliculo em milimetros.

Tabela 7. Avaliagdo ginecologica e recuperagao de odcitos no CESM

Animal avaliacfo ginecologica vidveis Invidveis

4 DF(9)EF25(8) 6 4
469 DCLF12(9)EF(12) 7 3
1165 DF(2)EF(3) 0 1
1930 DF15(10)Endn 4 3
6890 DCLF(13)EF(6) 7 4
6916 DF27,32 EF(8) 3 2
7704 DF(4)EF10(3) 2 3
7705 DCLF20(15) EF(12) 15 7
7726 DCLF10(10)EF(8) 5 6
7780 DCLF40(12)EF(15) 8 9
7789 EF30(4) DF(7) 2 4
7794 DCLRF10(8) EF(10) 5 6
8824 DCLF(10)EF10(2) 7 2

Legenda: D= ovario direito, E= ovario esquerdo, CL= corpo luteo, F= foliculos visualizados, (n°)=
n°de foliculos visualizados, n° (ex: F10)= tamanho do maior foliculo em milimetros.
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6. Discussio:

O presente trabalho foi conduzido objetivando
avaliar a possibilidade da existéncia de DNA
viral nos complexos cumulus-odcito e liquidos
foliculares.

Os resultados sorologicos dos animais utilizados
caracterizam uma infecgdo antiga, pois na
sorologia pareada, ndo se observou um aumento
significativo (4 vezes) dos titulos para IBR, o
que pode ser observado nas tabelas 2, 3 e 4.

Os animais submetidos a OPU ndo apresentavam
no momento da puncdo, alteragdes patoldgicas
nos orgaos reprodutivos e sintomas clinicos da
doenca. A grande variagdo no numero de
foliculos visualizados, o tamanho do maior
foliculo e a presenga ou ndo do corpo luteo pode
ser devido a fatores individuais e a ndo
sincronizagdo dos animais, como observado nas
tabelas 5, 6, 7. A qualidade dos odcitos esta
relacionada com a fase do ciclo estral, devido o
estabelecimento da dominancia entre os foliculos
além de fatores genéticos, fisicos, quimicos e
patolégicos que podem ser de origem endogena;
alteracdes metabolicas e hormonais ou também
ser de origem exdgena.

Existe uma grande variagdo individual no
nimero ¢ na qualidade de complexos cumulu-
odcito obtidos por aspiragdo. O desenho
experimental do estudo ndo permite a avaliagdo
individual das doadoras na relagdo entre o
nimero ¢ a qualidade dos complexos cumulus-
oocitos, e a interferéncia do titulo viral. Para
tanto, seriam necessarias pungdes ovarianas
sucessivas, sincronizacdo das doadoras e a
obtencado sistematica dos titulos virais.

Todas as amostras colhidas dos complexos
cumulus-o6cito  viaveis, invidveis e LF
apresentaram-se negativas para a PCR.

Os resultados obtidos pela PCR sdo semelhantes
aos observados por Vanroose et al. (1997; 1998),
Bielanski & Dubuc (1993), Gillespie et al
(1990), Singh et al. (1982) e Stringfellow et al.
(1990), nos quais odcitos com zona pelucida
intacta e embrides de até 4 células sdo refratarios
a infec¢gdo por BHV-1, exceto quando
micromanipulados (Bielanski et al., 1987).

O mecanismo que impede a replica¢do viral em
odcitos e embrides jovens ndo esta totalmente

elucidado, porém, especula-se que a replicagdo
ocorra no momento em que comeca a sintese do
RNA ribossomal, proteinas e particulas virais so
sdo produzidas apods a formagdo dos ribossomas.
Barnes & First (1991) detectaram que o inicio da
sintese de tais proteinas acontece em embrides de
8 a 16 células.

De toda forma odcitos viaveis para entrarem em
um sistema PIV devem possuir a ZP intacta, o
ooplasma homogéneo circundado por uma multi-
camada compacta de revestimento do cumulus,
(Bols et al.,2005). Tsuboi et al. (1992) afirmam
que o virus replica em odcitos foliculares com
células do cumulus, mas ndo em o0citos
desnudos e realiza a deteccdo de anticorpos por
imunofluorecéncia indireta nas células do
cumulus. Em odbcitos maturados em meio de
cultura artificialmente infectado com o virus
foram encontrados efeitos citopaticos nas células
do cumulus entre 1 e 3 dias ap6s a maturagdo
(Vanroose et al.,1999). Como, ao contrario da
produgdo in vivo de embrides na produgdo in
vitro, o6citos maturados ainda estdo circundados
pelas células do cumulus, € ndo possuem
glicoproteinas  adicionais  produzidas pelas
células do oviduto aderidas na ZP, aumenta-se os
riscos de ocorrerem efeito citopatico nos
embrides bovinos.

Considerando que 0 desenvolvimento
embriondrio seja afetado pela agdo do virus sobre
as células do cumulus, o virus teria efeito na
maturagdo do COC impossibilitando a
fertilizagdo e a transmissdo viral através da
transferéncia de embrides.

Na literatura consultada os complexos cumulus-
obcitos e as amostras de liquido folicular
pesquisadas para o virus foram obtidas de
animais artificialmente infectados provocando
uma infecgdo aguda ou foram infectados em
placas com titulos virais muito altos (Bielanski &
Dubuc, 1993 e 1995; Bielanski & Loewen, 1994;
Bielanski et al,1993; Stringfellow & Givens,
2000), ao contrario do presente estudo, realizado
com animais naturalmente infectados em
condigdes de pouco estresse. Segundo Singh et
al. (1986) ¢ muito improvavel que este grau de
infectividade seja encontrada em animais
naturalmente infectados. Gerin et al. (1997)
acrescenta demonstrando que a fase aguda da
doenca associada com a excregdo viral e infec¢ao
dos tecidos reprodutivos em animais infectados
sob condigdes naturais é extremamente curta.
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Thibier & Nibart (1987) utilizando uma
abordagem in vivo-in vivo, transferindo embrides
in vivo de animais sorologicamente positivos
para IBR n3o encontrou nenhum produto
positivo. Além das receptoras ndo se tornarem
positivas, as taxas de prenhez ndo diferiram
daquelas com embrides de vacas negativas. Com
resultados semelhantes, Stringfellow & Givens
(1999) pesquisou o risco de transmissdo da
doenga através da transferéncia de embrides
tratados com tripsina provenientes de animais
naturalmente e artificialmente infectados pelo
monitoramento das receptoras e animais nascidos
repetindo os resultados encontrados por Thibier
& Nibart (1987).

E improvavel que embrides transmitam doengas,
se procedimentos adequados de lavagens,
tratamentos com tripsina, uso de antibioticos no
meio, controle adequado dos produtos biologicos
(soro ou soroalbumina) e a avaliacdo dos
embrides forem realizados em concordancia com
as recomendagdes da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides, (Stringfellow &
Wrathall, 1995).

Bielanski (1998) afirma que um resultado
negativo ndo significa que a dose minima do
agente exigida para a transmissdo do agente nao
esteja 1a. Alternativamente o agente pode estar
presente em niveis tdo baixos que podem ser
removidos totalmente, ou a concentracdo seja
abaixo do nivel infectante.

Paralelamente, Smutméller & Whrathall (1995)
utilizando a metodologia de passagens por
cendrio na avaliagdo quantitativa de riscos
associados com a importacdo e de animais ou
produtos animais, avaliam o risco em 3 nivelis,
sendo o primeiro nivel relacionado a situagdo da
doenga no pais exportador, o segundo
dependente do uso de padrdes
internacionalmente aceitos de manipulacdo e
processamento de embrides e o terceiro
relacionado a vigilancia pds-coleta das doadoras
e fazendas doadoras.

Como um embrido negativo pode ser oriundo de
um animal ou um rebanho positivo, a importacao
e exportacdo de gametas e embrides apenas
poderdo  acontecer apds serem testados
sorologicamente, com exames de alta
sensibilidade e especificidade, quanto as
doadoras devem ser realizados testes de triagem

(quando possivel), ou por amostragem oS
rebanhos envolvidos.

Os embrides produzidos in vitro apresentam
maiores taxas de mortalidade que os embrides
produzidos in vivo, portanto grande parte do
sucesso da transferéncia de embrides FIV se
deve a saude das receptoras. Animais saudaveis e
livres de doencgas infecciosas, em especial as que
atuam direta ou indiretamente nos Orgios
reprodutivos, sdo fundamentais para a obtencdo
de boas taxas de gestacao.

Além de agregar valor aos animais nascidos, a
transferéncia de embrides € uma biotecnologia
que promove uma grande difusdo de material
genético de alta qualidade além de se apresentar
bastante segura do ponto de vista sanitario.

7. Conclusio:

O risco de transmissdo do BHV-1 através de
COCs e LFs provenientes de animais
sorologicamente positivos e que ndo apresentam
sintomatologia clinica da doenga pode ser
considerado irrelevante.

Os animais sorologicamente positivos para
BHV-1 produziram complexos cumulus-o6cito
negativos indicando que a triagem da doenca em
gametas nio ¢ satisfatoria.
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