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“The important thing is to never stop questioning.”

(Albert Einstein)

“Try to make sense of what you see and wonder about what makes the universe exist. 

Be curious, and however difficult life may seem, there is always something you can 

do, and succeed at. It matters that you do not just give up.”

(Stephen Hawking)

“A man who dares to waste one hour of time has not discovered the value of life.”

(Charles Darwin)
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RESUMO

ALVES, Saullo Vinícius Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2018. Bovine herpesvirus 1 interfere na maturação in vitro de ovócitos bovinos 
em modelo de infecção artificial e natural. Orientador: Eduardo Paulino da Costa. 
Coorientadores: Abelardo Silva Junior, José Domingos Guimarães e Mariana
Machado Neves.

O bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) é de fácil disseminação, difícil controle e está 

amplamente disseminado nos rebanhos bovinos no mundo. Essa infecção viral é 

responsável por prejuízos à pecuária principalmente quanto aos aspectos 

reprodutivos. Estudos prévios envolvendo infecção experimental com o BoHV-1 em 

um sistema de produção in vitro de embriões reportou que a presença do vírus afetou 

o desenvolvimento embrionário. Neste trabalho, foi avaliada a interferência do 

BoHV-1 sobre a maturação in vitro de complexos cumulus-ovócito (COCs) e 

ovócitos desnudados com células do cumulus em suspensão (DOs). Foram coletados 

sangue e os ovários de fêmeas bovinas sabidamente não vacinadas contra o BoHV-1. 

Após o teste de soroneutralização, os animais soropositivos foram classificados de 

acordo com a sua titulação de anticorpos. Os ovócitos recuperados após aspiração 

folicular foram divididos em COCs e DOs e avaliados através da sua capacidade de 

maturação nuclear associado a detecção viral pela microscopia confocal de varredura 

a laser. Dois experimentos foram realizados: (I) maturação após infecção in vitro de 

COCs e DOs de animais soronegativos; (II) maturação in vitro de COCs e DOs de 

animais soropositivos. No experimento I, diferença (P<0,01) foi observada entre as 

taxas de maturação do grupo COCs controle (78,2%) e os grupos infectados dos 

COCs (43,6%). No experimento II verificou-se diferença (P<0,01) na taxa de 

maturação entre os animais de titulação de anticorpos ≥ 16 (56,9%) e o grupo 

controle (79,4%). Os ensaios de imunofluorescência permitiram a identificação do 

BoHV-1 nos COCs e DOs. Diante disso, conclui-se que o BoHV-1 foi capaz de 

afetar o processo de maturação in vitro tanto nas condições de infecção in vitro e em 

condições naturais de infecção.
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ABSTRACT

ALVES, Saullo Vinícius Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2018. 
Bovine herpesvirus 1 can impact the bovine oocyte development during in vitro 
maturation. Advisor: Eduardo Paulino da Costa. Co-advisors: Abelardo Silva 
Junior, José Domingos Guimarães and Mariana Machado Neves.

Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) disseminates easily, is difficult to control, and is 

widely spread in cattle herds worldwide. BoHV-1 causes a broad range of losses to

the cattle industry, mainly concerning reproduction. Previous studies involving 

experimental infection of BoHV-1 in an in vitro embryo production system have 

reported impairment of embryonic development by BoHV-1. In this study, we 

evaluated the interference of BoHV-1 in the in vitro maturation system of cumulus-

oocyte complexes (COCs) and denuded oocytes (DOs) cultured with a cumulus cell 

suspension. Blood samples and ovaries were collected from slaughterhouse cows 

unvaccinated against BoHV-1. Using virus neutralization assays, the seropositive 

animals were classified according to their antibody titers. The oocytes were 

recovered by follicular aspiration and divided into two groups, COCs and DOs, 

which were evaluated for their nuclear maturation capacity using 

immunofluorescence assays by laser scanning confocal microscopy. Two 

experiments were carried out: (I) in vitro maturation of COCs and DOs after artificial 

infection of seronegative animals and (II) in vitro maturation of COCs and DOs of 

seropositive animals. In experiment I, a difference (P <0.01) was observed between 

the maturation rates of the control group COCs (78.2%) and the infected COCs 

(43.6%). In experiment II, there was a difference (P <0.01) in the maturation rate 

between animals with antibody titers ≥ 16 (56.9%) and the control group (79.4%). 

Immunofluorescence assays identified BoHV-1 in the COCs and DOs. Therefore, it 

was concluded that BoHV-1 affects the in vitro maturation process in both in vitro 

and natural infections.
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1. INTRODUÇÃO

O Brasil assume papel de destaque na bovinocultura quanto ao uso de 

biotecnologias reprodutivas, sendo responsável atualmente pela maior parcela de 

transferência de embriões produzidos in vitro a nível mundial. Nos últimos dados 

divulgados pela Sociedade Internacional de Transferência de Embriões, do ano de 

2016, 275.918 embriões, ou 61,57% de todos embriões bovinos produzidos in vitro

no mundo, foram produzidos e transferidos no país (IETS, 2018). Além disso, o país 

é o detentor do maior rebanho comercial de bovinos do mundo (IBGE, 2017). 

Esses expressivos números são respaldados pela crescente difusão do uso das 

biotécnicas reprodutivas como a produção in vitro de embriões (PIV) e a 

transferência de embriões (TE). Essas biotécnicas reprodutivas, no contexto geral, 

têm contribuído para a redução na transmissão de patógenos. No entanto, ressalta-se 

que não se deve desconsiderar os riscos dessas técnicas na transmissão de agentes 

patogênicos (THIBIER e WRATHALL, 2012). 

A infecção pelo bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) é de grande importância 

econômica, fácil disseminação e difícil controle, estando amplamente disseminada 

nos rebanhos bovinos de corte e de leite (NANDI et al., 2011). Os prejuízos 

econômicos que estão associados à infecção pelo BoHV-1 são amplos e diversos, 

atingindo principalmente os setores de produção e reprodução que vão desde a 

redução na produção de leite e repetição de estro, até abortamentos e gastos 

relacionados ao controle da infecção (STATHAM, 2015; SAYERS, 2017). Estima-se 

um gasto financeiro médio de U$379 por vaca em decorrência dos inúmeros 

possíveis prejuízos causados pela infecção pelo BoHV-1 (CAN et al., 2016).

Após primo-infecção com replicação nas mucosas nasal, vaginal ou prepucial, 

os vírus têm a capacidade de penetrar nas terminações nervosas periféricas e migrar 



2

via microtúbulos dos axônios para alcançar o corpo dos neurônios dos gânglios 

trigêmeo e sacral onde estabelecem latência, condição essa que tornam os animais 

portadores vitalícios e potenciais disseminadores do vírus atuando de maneira 

importante na manutenção de sua cadeia epidemiológica (JONES et al., 2011; FINO 

et al., 2012; EL MAYET et al., 2017). 

A transmissão do bovine herpesvirus 1 pode ocorrer indiretamente ou por 

contato direto com secreções nasais de animais infectados. Outra importante forma 

de transmissão é a venérea, pela monta natural e no uso das biotécnicas reprodutivas 

como a Inseminação Artificial, Produção in vitro de embriões e Transferência de 

Embriões, uma vez que o vírus pode estar presente nos animais doadores, em 

reagentes de origem animal utilizados na execução das técnicas, espermatozoides, 

embriões e em ovócitos (PHILPOTT, 1993; D’ANGELO, 1998; GIVENS e 

MARLEY, 2008; OLIVEIRA, 2014).

Os ovócitos assumem distinta classificação e capacidade para a maturação 

ovocitária, dentre outros, em razão da presença ou ausência das células do cumulus 

(ZHOU et al., 2016). Diferentemente do ovócito desnudado (DO), o complexo 

cumulus-ovócito (COC) é formado por várias camadas de células do cumulus que 

envolvem o ovócito. Essas células estabelecem íntimo contato com o ovócito por 

meio de junções comunicantes responsáveis pela comunicação bidirecional entre elas 

(KIDDER e MHAWI, 2002). Portanto, as células do cumulus têm fundamental 

importância nesse complexo processo, uma vez que são responsáveis, dentre outras, 

pelo transporte de nutrientes e proteção do ovócito contra ácidos graxos livres 

(AARDEMA et al., 2013; LOLICATO et al., 2014; AARDEMA et al., 2017; UHDE 

et al., 2017), além da função anabólica na produção de componentes químicos para o 

ovócito, como micro RNAs que atuam como reguladores de genes envolvidos 
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diretamente nos processos de maturação (TONG et al., 2014; GILCHRIST et al., 

2016; MACAULAY et al., 2016).

De acordo com Modina et al. (2001) e Atef et al. (2005), uma ruptura 

prematura da comunicação bidirecional afeta o nível de competência ovocitária, o 

desenvolvimento folicular e a expansão das células do cumulus (THOMAS et al., 

2004; AARDEMA et al., 2017; FU et al., 2018).

Estudos prévios já demostraram efeitos negativos do BoHV-1 no sistema de 

produção in vitro de embriões (GUERIN et al., 1990; BIELANSKI e DUBUC, 1994; 

VANROOSE et al., 1999a; MAKAREVICH et al., 2007), associando-os 

principalmente a ações deletérias pós etapa de maturação ovocitária. No entanto, 

nota-se deficiência de trabalhos que demonstram efeitos negativos do BoHV-1 no 

processo de maturação in vitro de ovócitos enquanto etapa crucial na produção in 

vitro de embriões. Durante essa etapa, os ovócitos alcançam competência para 

suportar os subsequentes processos de fecundação e desenvolvimento embrionário

(GUERIN et al., 1990).
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Bovine herpesvirus 1

O BoHV-1 está inserido na família Herpesviridae, subfamília 

Alphaherpesvirinae e gênero Varicellovirus. Os vírions tem tamanho entre 120 a 

300nm de diâmetro, são constituídos por um capsídeo icosaédrico, envelope 

glicoproteico, genoma composto de DNA linear de fita dupla e caracterizados pelo 

ciclo replicativo rápido com produção de progênie viral acompanhado de destruição

das células infectadas após 18-20 horas. O BoHV-1 foi isolado pela primeira vez nos 

Estados Unidos em 1956 e desde então, vasta identificação do vírus nos rebanhos 

bovinos tem sido reportada por vários pesquisadores em diversos países. No Brasil, o 

vírus foi isolado pela primeira vez em 1978 a partir de pústulas vaginais de vacas 

(FRANCO e ROEHE, 2007).  

O bovine herpesvirus 1 possui um genoma de aproximadamente 137kbp, 

sendo subdivididos em três diferentes grupos de acordo com suas caraterísticas 

genotípicas e antigênicas: o BoHV-1.1, o BoHV-1.2a e o BoHV-1.2b. No entanto, 

ressalta-se que algumas peculiaridades clínicas também são encontradas com relação 

aos seus subtipos. Enquanto o BoHV-1.1 geralmente está associado a manifestações 

clínicas respiratórias da Rinotraqueíte Infecciosa Bovina, popularmente conhecida 

como IBR, o BoHV-1.2a - subtipo mais frequentemente isolado no Brasil - tem sido 

constantemente relacionado também com abortamentos e acometimento dos órgãos 

genitais, como a Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV) e a Balanopostite Pustular 

Infecciosa (IPB). Por sua vez, o BoHV-1.2b tem sido associado com sinais 

respiratórios de menor gravidade e IPV/IPB, sem ainda ter sido associado a 

abortamentos, sendo considerado o subtipo de menor patogenicidade (MILLER et 
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al., 1991; SMITH et al., 1995; FRANCO e ROEHE, 2007; MUYLKENS et al.,

2007).

Os membros da subfamília Alphaherpesvirinae podem se multiplicar por 

meio de dois ciclos replicativos: a infecção aguda (ciclo lítico) e a infecção latente. O 

ciclo lítico realizado pelo BoHV-1, por causar rompimento das células durante 

liberação da progênie viral – conhecido como efeito citopático, é incompatível com a 

sobrevivência e manutenção da integridade das células hospedeiras. Já o 

estabelecimento da infecção latente pelo BoHV-1, é caracterizado pela interrupção 

do ciclo replicativo, ou seja, a não expressão gênica logo após a penetração do 

genoma no núcleo celular. Esse processo é mediado por meio da supressão na 

expressão de genes alfa de seu genoma, uma vez que são essenciais para

continuidade do ciclo, replicação do DNA viral e produção de proteínas estruturais

para produção de novos vírions. Portanto, o DNA do vírus permanece no núcleo das 

células nervosas na sua forma epissomal por toda a vida do animal. Em algumas 

circunstâncias, geralmente relacionadas com corticoterapia ou situações de estresse, 

o cortisol atua desbloqueando os genes alfa, reativando o ciclo replicativo e dando 

retomada a infecção produtiva (WINKLER et al., 2000; FRANCO e ROEHE, 2007).

Após replicação maciça nos sítios de replicação como nas mucosas nasal e 

vaginal, os vírus têm a capacidade de penetrar nas terminações nervosas periféricas e 

migra, via microtúbulos dos axônios para alcançar o corpo dos neurônios dos 

gânglios trigêmeo e/ou sacral onde estabelecem latência (JONES et al., 2011; FINO 

et al., 2012). Vários são os locais associados à latência do BoHV-1, principalmente, 

identificados via técnicas de detecção de material genético viral. Destaca-se pesquisa 

realizada por Henzel (2008), na qual a infecção experimental de quatro bezerras foi 

capaz de detectar DNA viral latente por Nested-PCR em gânglios e linfonodos. 
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Desse modo, a latência, por induzir nos animais a condição de portadores 

vitalícios e potenciais disseminadores do vírus, atua de maneira importante na cadeia 

epidemiológica do vírus tornando-o de fácil transmissão e difícil controle.  

(STRAUB, 1990; ENGELS e ACKERMANN, 1996; EL MAYET et al., 2017). 

A infecção configura-se por desenvolver no animal uma ampla gama de sinais

clínicos que comprometem primariamente os órgãos respiratório e reprodutivo. As 

manifestações clínicas da forma respiratória, conhecida como Rinotraqueíte 

Infecciosa Bovina, podem englobar inapetência, depressão, anorexia, dispnéia e 

febre. Além disso, conjuntivite, lesões erosivas na mucosa nasal e descargas nasais 

serosas podem resultar da infecção pelo BoHV-1. Em alguns casos, o quadro clínico 

do animal pode ainda evoluir a brocopneumonias associadas, muitas das vezes, ao 

oportunismo das infecções bacterianas secundárias (FRANCO e ROEHE, 2007).

A forma genital, por sua vez, nas fêmeas conhecida como Vulvovaginite 

Pustular Infecciosa manifesta-se pelo aparecimento de pequenas vesículas de 1 a 2 

mm de diâmetro que evoluem para pústulas e erosões na vulva e vagina. O epitélio 

vulvar geralmente torna-se edemaciado, hiperêmico e com secreção, que pode tornar-

se mucopurulenta devido à contaminação bacteriana secundária.  Em touros, lesões 

similares às encontradas em vacas são encontradas no prepúcio e pênis 

caracterizando os quadros de Balanopostite Pustular Infecciosa (GIBBS e 

RWEYEMANN, 1977; WYLER et al., 1989).  

Além disso, ressalta-se que os impactos negativos da infecção pelo BoHV-1 

são diversos e de grande importância na bovinocultura. Um estudo envolvendo 31 

rebanhos na Turquia realizado por Can et al. (2016) revelou uma diferença de 

produção de leite de 10% e de peso corporal de 9% quando animais soronegativos e 

soropositivos para o BoHV-1 foram comparados. Estimou-se ainda os gastos 



7

financeiros que envolvem a infecção pelo bovine herpesvirus 1, obtendo-se os 

expressivos valores de U$509 e U$331 por animal na ocorrência de abortamento ou 

não, respectivamente. Levando em consideração a probabilidade da ocorrência de 

abortamentos, o custo médio da infecção pelo BoHV-1 por animal foi de U$379. Em 

um estudo irlandês, estimou-se uma redução de 250,9 litros de leite por animal por 

ano de animais positivos para o BoHV-1 em comparação com vacas negativas

(SAYERS, 2017).

Os prejuízos associados ao BoHV-1 envolvem perdas não somente da 

redução de peso e produção de leite, mas também com as desordens reprodutivas de 

infertilidade, gastos extras com alimentação e para controle da infecção (ATA et al., 

2012; BISWAS et al., 2013; CAN et al., 2016).

2.2 Epidemiologia da infecção pelo BoHV-1 

O BoHV-1 é considerado cosmopolita, ou seja, encontra-se mundialmente 

disseminado. A infecção pode resultar em altas taxas de morbidade, alcançando até 

100%, mas com taxa de mortalidade geralmente ausente ou baixa (<5%). Além disto, 

de acordo com a região e principalmente o manejo reprodutivo, possui incidência 

bastante variada. Essa doença foi descrita pela primeira vez na Alemanha, durante o 

século XIX, principalmente com manifestação de vulvovaginite e balanopostite

(ENGELS e ACKERMANN, 1996; FRANCO e ROEHE, 2007; GRAHAM, 2013).

Raaperi et al. (2014) apresentam dados em sua revisão de literatura de 

rebanhos e de animais positivos para o BoHV-1 em diversos países do mundo. Os 

seus dados mostram a grande diferença na incidência encontrada em cada estudo. 

Para rebanhos, a prevalência variou de 22 – 100%, enquanto para indivíduos, os 

valores giraram em torno de 12 – 77,5%.
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Na maior parte dos países europeus a situação é endêmica, apresentando 

taxas de prevalência muito variáveis. Na Bélgica cerca de 62% dos rebanhos estão 

infectados e na Grã-Bretanha entre 40 a 50%. Na Irlanda, um estudo envolvendo 

1,175 rebanhos bovinos de corte e leite mostrou que em 77,4% deles foi possível a 

identificação do BoHV-1. Na Estônia, 22% dos rebanhos são considerados

infectados com o BoHV-1. Na região central do Irã, uma das áreas de maior 

produção leiteira do país, a soroprevalência atingiu 72% (ACKERMANN et al.,

1990; RAAPERI et al., 2010; COWLEY et al., 2011; SHIRVANI et al., 2012).

Alguns estudos apresentam a pesquisa de anticorpos contra o bovine 

herpesvirus 1 no leite do tanque de armazenamento como alternativa de triagem dos 

rebanhos trabalhados. Utilizando dessa estratégia, 80% de rebanhos leiteiros na 

Irlanda mostraram-se positivos para o BoHV-1 (SAYERS et al., 2015; SAYERS,

2017). Um estudo conduzido na Polônia com novilhas entre 6-12 meses de idade

encontrou prevalência entre 32,2 e 36,5% com o uso de 3 diferentes métodos de 

detecção: Reação em Cadeia da Polimerase, Elisa BoHV-1 anticorpo e Elisa BoHV-1 

antígeno. Os métodos de diagnóstico utilizados não apresentaram diferença na 

sensibilidade de detecção (WERNICKI et al., 2015).

Na Índia, o governo adotou medidas para identificar a presença de agentes 

causadores de doenças venéreas, incluso o BoHV-1. Isso foi possível a partir do

rastreamento de todos touros doadores de sêmen antes de liberá-los para uso na 

inseminação artificial, monta natural e fecundação in vitro (NANDI et al., 2009). 

Cerca de 38,6% das amostras sorológicas de touros na Índia foram positivas (NANDI 

et al., 2011). Ravishankar et al. (2013) conduziram um estudo envolvendo amostras 

de sangue e sêmen de 65 animais, das quais 63 amostras sanguíneas (96,92%) e 40 
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amostras de sêmen (61,54%) foram positivas mostrando que apesar de soropositivos, 

nem todos os animais estavam eliminando o vírus pelo sêmen.

Na América do Norte, programas vacinais são comuns, no entanto, a infecção 

pelo BoHV-1 também possui caráter endêmico. No México, 564 animais oriundos de 

35 rebanhos foram avaliados, obtendo-se 97% dos rebanhos e 54,4% dos animais 

infectados pelo BoHV-1. Já no Canadá, foram descritas taxas de prevalência de

37,8% e 59,5% de animais e de rebanhos, respectivamente (DURHAM e 

HASSARD, 1990; SOLIS-CALDERON et al., 2003). 

Para América do Sul, no Equador Carbonero et al. (2011) apresentaram 

valores de 82,1% e 43,2% de prevalência para rebanhos e animais, respectivamente. 

Em 99% dos rebanhos e 37% dos animais de corte estudados no Uruguai detectou-se 

a presença do BoHV-1, enquanto na Venezuela a porcentagem de animais de corte 

positivos foi de 67% (OBANDO et al., 1999; GUARINO et al., 2008).

No Brasil, elevadas taxas de prevalência do BoHV-1 em rebanhos bovinos 

têm sido reportadas, o que revela a expressiva disseminação viral em rebanhos 

nacionais. Os alarmantes números apresentados em associação a inexistência de um 

programa de controle oficial do BoHV-1 no Brasil, evidenciam a necessidade 

urgente de adoção de programas de prevenção, controle e erradicação para o BoHV-1 

tendo em vista o potencial desse agente em gerar significantes perdas econômicas a 

pecuária e ao agronegócio brasileiro.

Programas esses que associados a estratégias de imunoprofilaxia com vacinas 

marcadas, foram responsáveis por conduzir países como a Áustria, Dinamarca, 

Finlândia, Suíça, Suécia e Noruega para a condição de livres do BoHV-1 (DIAS et 

al., 2013; CAN et al., 2016).
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Apesar de disponível comercialmente, a vacinação dos animais no Brasil não 

é amplamente difundida e é voluntária. Em estudo conduzido em fazendas brasileiras 

que realizam a vacinação para doenças reprodutivas como a IBR, Diarreia Viral 

Bovina (BVD) e Leptospirose, observou-se reduzidas taxas de perdas gestacionais 

quando comparadas àquelas que não a praticavam ou apenas imunizavam os animais

contra Leptospirose. Além disso, melhores resultados quanto à taxa de prenhez foram 

observados em animais vacinados contra IBR e BVD (AONO et al., 2013).

Em Goiás, um estudo com 6.932 animais não vacinados, provenientes de 892 

propriedades (232 municípios), foi encontrado 51,9% de soroprevalência, sendo que 

98,5% das propriedades apresentaram ao menos, um animal soropositivo 

(BARBOSA et al., 2005). Ainda neste estado, foram testadas 343 amostras, sendo 

103 de sêmen, 123 de secreção vaginal e 117 de secreção nasal. Em 18,4% das 

amostras foi detectado o BoHV-1, sendo 19,4% no sêmen, 23,6% na secreção 

vaginal e 12% na secreção nasal (SILVA, 2013). Mueller et al. (1981) encontraram 

42,2% de animais reagentes no Estado de São Paulo. No Rio Grande do Sul foram 

descritas taxas de soropositividade de 81,7% (RAVAZZOLO et al., 1989) e 71,3 % 

(VIDOR et al. 1995). Lovato et al. (1995) utilizando 7.956 amostras de bovinos 

leiteiros provenientes de 99 municípios do Rio Grande do Sul, verificaram que 

91,9% eram soropositivos. Ainda neste estado, Piovesan et al. (2013), encontraram 

52,9% de soropositividade em um total de 6.092 amostras examinadas. 

Em Minas Gerais, Rocha et al. (2001) observaram 58,2% de amostras 

soropositivas em pesquisa realizada no período de 1990 a 1999. Verificaram ainda 

que 93,4% dos municípios tinham animais soropositivos em seus domínios.  No 

Paraná, um estudo envolvendo 14.803 fêmeas oriundas de 2.018 rebanhos não 

vacinados reportou, respectivamente, 59% e 71,3% de soropositividade para o 
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BoHV-1. Além disso, os pesquisadores encontraram uma maior probabilidade de 

rebanhos de gado de corte serem infectados em comparação com rebanhos mistos ou

de gado de leite (DIAS et al., 2013).

Pesquisas de anticorpos contra o BoHV-1 em animais doadores de sêmen em 

centrais de inseminação de vários estados brasileiros, revelaram uma alta prevalência 

de 72,5% e 63,15% de animais soropositivos, podendo o sêmen estar implicado na 

disseminação e na epidemiologia do vírus (PITUCO, 1988; ROCHA et al., 1994).

Raaperi et al. (2012) destacam que o BoHV-1 deve ser considerado como um dos 

fatores de risco em rebanhos que apresentam problemas de fertilidade, e que a 

erradicação do agente pode acarretar melhorias no desempenho reprodutivo do 

rebanho.

2.3 Maturação in vitro

Pesquisas que simulam e mimetizam a maturação in vivo no ambiente in vitro 

têm trazido grandes contribuições no melhor entendimento e compreensão dos 

processos que envolvem esse complexo evento (ALBUZ et al., 2010; GUIMARÃES 

et al., 2015; MATSUO et al., 2017).

A maturação ovocitária é o processo pelo qual o ovócito passa por alterações 

bioquímicas, estruturais e moleculares a nível nuclear e citoplasmático a fim de 

alcançar condições necessárias para suportar as sucessivas etapas do 

desenvolvimento ovocitário e embrionário.  É um processo complexo que envolve, 

dentre outros, mudanças de configuração cromossômica, reorganização de organelas, 

armazenamento de mRNAs, proteínas e fatores transcricionais (FERREIRA, 2009). 

Embora sejam consideradas etapas diferentes, a maturação ovocitária e 

citoplasmática são eventos interligados em uma perfeita harmonia envolvendo três 

principais agentes: o núcleo, o citoplasma e as células do cumulus. A maturação 
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ovocitária nuclear inicia-se na vida embrionária da fêmea passando pelos estádios de 

leptóteno, zigóteno, paquíteno e diplóteno da prófase I da meiose, havendo um 

bloqueio da divisão celular na fase de dictióteno ocasionado por substâncias 

inibitórias (OHNO e SMITH, 1964; BILODEAU-GOESEELS, 2008).

A aspiração dos ovócitos por si só pode ser considerada como estímulo 

suficiente para dar continuidade no processo de divisão celular, uma vez que retira o 

ovócito do ambiente inibitório. A adenosina 3’-5’ monofosfato cíclico (cAMP) é a 

molécula mensageira responsável pelo rompimento da vesícula germinativa, episódio 

que marca o reinício da meiose I in vivo e in vitro (SU et al., 2003).  A molécula 

sinalizadora cAMP, é um segundo mensageiro gonadotrófico que possui um papel 

relevante no processo de maturação ovocitária. Ela é produzida pelo ovócito, mas 

parte também é suprida pelas células do cumulus por meio das junções celulares do 

tipo gap. Altos níveis de cAMP estão relacionados a manutenção das paradas 

meióticas dos ovócitos (ALBUZ et al., 2010; MATSUO et al., 2017).

O processo de maturação nuclear sofre novo bloqueio na metáfase da segunda 

divisão meiótica (MII), o intervalo entre essas duas paradas é de aproximadamente 

18-22 horas. Nova reativação da divisão meiótica ocorrerá caso haja fecundação, 

quando então, os ovócitos progredirão para a fase de telófase II com consequente

extrusão do segundo corpúsculo polar e encerrando-se o processo de maturação (SU 

et al., 2003; GONÇALVES et al., 2008).  

Devido a sua capacidade de causar lise nas células do cumulus como forma de 

se replicar, o BoHV-1 tem potencial de interferir nos processos celulares que 

envolvem a maturação ovocitária (TSUBOI et al., 1992; TSUBOI e IMADA, 1997). 

As células do cumulus tem fundamental importância nesse complexo processo de 

comunicação celular uma vez que são responsáveis, dentre outras, pelo transporte,
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troca bidirecional de moléculas e proteção do ovócito (AARDEMA et al., 2013; 

LOLICATO et al., 2014; AARDEMA et al., 2017; UHDE et al., 2017).

Oliveira (2014) detectou DNA viral do BoHV-1 em amostra de complexos 

cumulus-ovócito (COCs) e fluido folicular oriundos de animais naturalmente 

infectados após imunossupressão. Mendes (2012) estudando a maturação in vitro de 

COCs bovinos, etapa de fundamental importância no processo de PIV de embriões, 

verificou que vacas infectadas naturalmente pelo vírus BoHV-1 podem apresentar

comprometimento na taxa de maturação nuclear dependendo do grau de titulação de 

anticorpos contra o vírus.  

2.3.1 Células do cumulus

Os gametas das fêmeas mamíferas são envoltos por diversas camadas de

células da granulosa. As células da granulosa, estrutural e funcionalmente são 

divididas entre células da granulosa mural, localizadas na parede dos folículos e 

células do cumulus que são as que circundam o ovócito. Essas células possuem 

capacidade de síntese de fatores relacionados ao desenvolvimento e nutrição do

ovócito. Além disso, as células do cumulus possuem função de proteção contra 

possíveis estresses causados por ácidos graxos saturados.  A comunicação entre o 

ovócito e essas células é realizada por meio de extensões celulares citoplasmáticas

que atravessam a zona pelúcida para íntimo contato com o ovócito através de junções 

comunicantes do tipo gap. Essa comunicação entre as células da granulosa e o 

ovócito tem impacto direto nos processos de desenvolvimento folicular, expansão 

das células do cumulus e maturação ovocitária (THOMAS et al., 2004; AARDEMA 

et al., 2017; FU et al., 2018).

Vale ressaltar a relevância da função anabólica das células do cumulus na 

produção de componentes químicos para o ovócito, como por exemplo, os micros 
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RNAs que atuam como reguladores de genes envolvidos diretamente nos processos 

de maturação (TONG et al., 2014; GILCHRIST et al., 2016; MACAULAY et al.,

2016). Adicionalmente, fatores inibidores e indutores da meiose estão relacionados 

com o controle da maturação através da comunicação das células do cumulus com o 

ovócito mediada pelas junções gap (MAHMOUDI et al., 2005).

Inúmeros são os trabalhos que reportam a relevância desse contato e 

comunicação entre as células realizadas através de junções gap, relatando 

comprometimento durante as etapas do cultivo in vitro de ovócitos quando 

moduladores e inibidores da função dessas junções são utilizados (ATEF et al., 2005; 

SANTIQUET et al., 2012; SUN et al., 2015; ZHOU et al., 2016).

Estudos mais recentes têm sido realizados envolvendo a pesquisa de 

biomarcadores celulares relacionados ao desenvolvimento dos ovócitos. Para tal, as 

células do cumulus são sempre alvo das pesquisas na busca por métodos confiáveis e 

não invasivos que possam revelar a competência ovocitária, tendo-se em vista uma 

melhor acuidade na avaliação o que representaria melhorias nos sistemas de 

produção in vitro de embriões. Marcadores como as catepsinas B, S, K e Z e

transcritos avaliando expressão gênica são estudados como potenciais candidatos 

para tais avaliações, e estão, via de regra, direta ou indiretamente relacionados com 

as células do cumulus e as junções gap o que ratifica a sua relevância durante o 

cultivo in vitro (BETTEGOWDA et al., 2008; KUSSANO et al., 2016; WARZYCH 

et al., 2016).

As junções comunicantes do tipo gap estão também associadas a retomada da 

meiose na maturação in vitro tendo em vista a comunicação bidirecional entre as 

células do cumulus e o ovócito (FU et al., 2018). O trabalho de revisão realizado por 

Russell et al. (2016) relata a relevância dessa comunicação na transferência de íons, 
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pequenas moléculas (nucleotídeos, aminoácidos, pequenos carboidratos) e

principalmente, a adenosina 3’-5’ monofosfato cíclico (cAMP) e a guanosina 

monofosfato cíclico (cGMP) que fundamentam o processo de retomada da Meiose I 

na maturação ovócitária.

2.3.2 Técnicas para avaliação da maturação

A maturação in vitro é o ponto de partida para inúmeras aplicações das 

biotécnicas reprodutivas como a fecundação in vitro, produção in vitro de embriões, 

produção de animais transgênicos e clones tendo efeitos diretos nessas etapas que a 

sucedem. A configuração cromossômica em Metáfase II, a extrusão do primeiro 

corpúsculo polar, a expansão das células do cumulus e a organização citoplasmática 

de organelas têm sido utilizadas por diversos pesquisadores como parâmetros na 

avaliação desse complexo processo que envolve o sincronismo entre a maturação 

nuclear e citoplasmática (KAKKASSERY et al., 2010; PALAZZI et al., 2012; 

GIOTTO et al., 2015; SPRICIGO et al., 2015; TAWATAO et al., 2015).

Alguns pesquisadores utilizam da técnica de avaliação da extrusão do 

corpúsculo polar como preditora da taxa de maturação dos ovócitos, outros 

contraindicam o seu uso devido a sua sensibilidade reduzida já que após a formação 

do corpúsculo polar (19 horas) sua visualização pode tornar-se dificultada devido a 

sua degeneração (HYTTEL et al., 1989; COSTA et al., 1997b).

Em consonância com essas observações, um estudo realizado por Kakkassery 

et al. (2010) observou taxas de extrusão do corpúsculo polar sensivelmente reduzidas 

se comparadas com aquelas observadas para a configuração cromossômica em 

Metáfase II. Para ovócitos com 5 ou mais camadas de células do cumulus os autores 

apresentaram taxas entorno de 42,1-45,5% e 78,9-81,8% para avaliação da extrusão 

do corpúsculo polar e da configuração cromossômica em Metáfase II, 
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respectivamente.  Ovócitos em metáfase II sem a presença de corpúsculo polar, 

podem acabar sendo desconsiderados como maduros utilizando-se somente essa 

última técnica como método de avaliação, como observado por Akufo et al. (1988).

Respeitando, portanto, as peculiaridades de cada uma dessas técnicas de 

predição da taxa de maturação, a avaliação da configuração cromossômica em 

Metáfase II apresenta-se como a de melhor consolidação no meio científico, sendo as 

técnicas de expansão das células do cumulus, extrusão do corpúsculo polar e as para 

avaliação da maturação citoplasmática consideradas como de suporte. 

2.4 Fecundação e desenvolvimento embrionário in vitro

O BoHV-1 tem sido associado à transmissão viral através de embriões 

produzidos in vitro devido a sua possível presença no ovócito, tecidos reprodutivos, 

sêmen, meios de cultura (soro fetal bovino, albumina sérica bovina), assim como 

materiais e equipamentos de coleta e cultivo de embriões (WRATHALL et al., 2006; 

OLIVEIRA, 2007).  Várias pesquisas reportam efeitos negativos do BoHV-1 no 

sistema de PIV de embriões. A reduzida proporção de desenvolvimento de 

blastocistos viáveis foi descrita por Guérin et al. (1990), Bielanski e Dubuc (1994), 

Vanroose et al. (1999a) e Makarevich et al. (2007). 

Makarevich et al. (2007) observou também comprometimento no 

desenvolvimento embrionário pré-implantação após exposição ao BoHV-1.  A zona 

pelúcida, estrutura porosa composta por glicoproteínas que recobre os ovócitos e 

embriões durante parte de seu desenvolvimento, tem sido alvo de estudos implicados 

na proteção efetiva ou ineficaz contra a ação do BoHV-1.  Segundo Guérin et al. 

(1997) o risco sanitário de embriões PIV pela exposição a patógenos é maior para 

embriões produzidos in vitro do que in vivo, uma vez que diferenças na zona 

pelúcida (ZP) nesses sistemas permitem mais facilmente a adsorção de patógenos.  
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Estudos mostram que o vírus pode ser capaz de alcançar a membrana celular 

do embrião na ausência da ZP ou pela passagem através da mesma (SPEAR, 2004). 

Segundo Miller et al. (1991), Bielanski et al. (1997) e Vanroose et al. (1998), em 

qualquer fase da gestação o vírus pode ser capaz de comprometer o desenvolvimento 

embrionário e do feto. Vanroose et al. (2000) simulando o tamanho do BoHV-1 com 

o uso de microesferas, afirmaram que partículas com tamanho aproximado de 180–

200nm podem atravessar parte da ZP, chegando a camadas mais internas, no entanto 

não conseguiriam atravessá-la totalmente. Esse mesmo autor, ressalta ainda que o 

vírus pode aderir a zona pelúcida e infectar o embrião no momento da fecundação, 

momento esse considerado de instabilidade da zona pelúcida.

Na estrutura da ZP de zigotos fecundados, foi observado por Vanroose et al. 

(2000) a formação de escavações e fissuras com as dimensões da cabeça espermática, 

podendo proporcionar um ponto de entrada para o vírus no momento da fecundação. 

Nesses locais, o vírus estaria protegido contra eventuais medidas sanitárias, como por 

exemplo, lavagens com a tripsina, tratamento preconizado pela Sociedade 

Internacional de Transferência de Embriões (IETS).   Outro momento no qual os 

embriões bovinos podem ser considerados susceptíveis a infecção pelo BoHV-1 é a 

partir da fase de blastocisto, quando já se inicia o processo de degeneração da zona 

pelúcida. Segundo Bowen (1985) e Bielanski et al. (1987), embriões sem a ZP 

permitiriam a replicação viral. A ação viral nessa fase simularia a infecção in vivo no 

ambiente uterino. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Geral

Avaliar a capacidade de maturação ovocitária face a presença e localização de 

partículas virais do BoHV-1 nos complexos cumulus-ovócito e ovócitos desnudados.

3.2 Específicos

Detectar e localizar partículas virais em complexos cumulus-ovócito e 

ovócitos desnudados infectados naturalmente e in vitro por meio da microscopia 

confocal de varredura a laser.

Avaliar a capacidade de maturação nuclear dos complexos cumulus-ovócito e 

ovócitos desnudados infectados in vitro oriundos de animais soronegativos.

Estudar possível relação existente entre a taxa de maturação nuclear 

ovocitária e a titulação de anticorpos neutralizantes de animais soropositivos 

naturalmente infectados.
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

O delineamento experimental envolveu a manipulação de gametas femininos

bovinos simulando o cenário de uma importante etapa da produção in vitro de 

embriões, a maturação in vitro na ausência ou presença das células do cumulus

aderidas aos ovócitos de fêmeas bovinas soronegativas e soropositivas para o BoHV-

1.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os 

princípios éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal, com autorização do Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Federal de Viçosa, sob protocolo número 25/2018. 

4.1 Sinopse dos procedimentos experimentais  

No abatedouro frigorífico foram obtidos ovários e amostras de sangue de 

fêmeas bovinas. Essas amostras foram devidamente identificadas e acondicionados à 

37ºC, até serem processados no Laboratório de Maturação Ovocitária e Fecundação

in vitro. As amostras de sangue foram utilizadas para a realização da 

Soroneutralização, cujos procedimentos serão detalhados em itens posteriores. Esse 

primeiro procedimento visou realizar a triagem dos animais em soronegativos e 

soropositivos, bem como a quantificação de anticorpos neutralizantes anti-BoHV-1 

em animais soropositivos. Já os ovários, foram aspirados para recuperação dos 

ovócitos que posteriormente, parte foram desnudados e logo em seguida maturados 

em estufa de CO2 a 5% e 38,5°C por 24 horas para obter a taxa de maturação. 

O experimento foi dividido em duas etapas: I - Ovócitos oriundos de fêmeas 

soronegativas (infecção in vitro) e II - Ovócitos oriundos de fêmeas soropositivas. 

Além do estudo do desenvolvimento ovocitário por meio da avaliação da taxa de 

maturação nuclear, os ovócitos foram processados para microscopia confocal de 
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varredura a laser na busca pela identificação e localização de partículas virais do 

BoHV-1. 

4.2. Locais de execução 

Os procedimentos laboratoriais foram realizados na Universidade Federal de 

Viçosa (UFV). Foram utilizadas as estruturas dos Laboratórios de Maturação 

Ovocitária e Fecundação in vitro (MOFIV) e de Virologia Animal (LVA),

pertencentes ao Departamento de Veterinária (DVT) e o Núcleo de Microscopia e 

Microanálise (NMM). 

4.3. Coleta das amostras

As amostras experimentais foram coletadas no Frigorífico Sabor de Minas, 

localizado no município de Muriaé, distante 80 quilômetros da UFV.  Foram

utilizadas amostras de sangue e ovários de fêmeas bovinas destinadas ao abate, 

provenientes de rebanhos sabidamente não vacinados contra o BoHV-1, a fim de 

evitar a interferência da vacinação nos resultados do teste sorológico.  Logo após a 

insensibilização, durante a etapa de sangria foram coletadas amostras de sangue de 

cada animal, utilizando-se de tubos de ensaio, os quais foram identificados e 

acondicionados em caixa térmica.   Já na etapa de evisceração, foram coletados os 

ovários dos respectivos animais, sendo identificados mantendo-se a ordem 

estabelecida na coleta de sangue e acondicionados individualmente em solução 

fisiológica acrescida de gentamicina a 4%. Esta solução foi mantida à temperatura de 

37°C, por meio de caixa térmica, durante o transporte até o laboratório.
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4.4. Processamentos das amostras 

No laboratório de Maturação Ovocitária e Fecundação in vitro, foram

realizadas as etapas iniciais para a realização da soroneutralização. As amostras 

sanguíneas foram colocadas em banho-maria à 37ºC por 15 minutos e, em seguida, 

centrifugadas a 860G por cinco minutos para facilitar a separação do soro que, logo 

após, foi transferido para microtubos. As amostras de soro foram inativadas à 56ºC

por 30 minutos antes de serem remetidas ao Laboratório de Virologia Animal para 

realização da soroneutralização em microplacas.

4.4.1 Células e vírus

Amostras do BoHV-1 da cepa viral "Los Angeles" (LA) foram cultivadas em 

monocamadas de células de rim bovino Madin-Darby (MDBK). As células foram 

multiplicadas e mantidas a 37°C e 5% de CO2 em estufa por um período de 60 

minutos utilizando meio essencial mínimo (MEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 

acrescido de estreptomicina 0,4 mg/L (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 1,6 mg/L

de penicilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e suplementada com 10% de soro 

bovino fetal (FBS, Gibco-BRL, Grand Island, EUA).

Em seguida três eventos de congelamento e descongelamento da garrafa de 

cultivo foram realizados no freezer a -20 ˚C. O conteúdo foi posteriormente 

aliquotado em criotubos e armazenados a -80 ˚C para verificação do título viral de 

acordo com Reed e Muench (1938). Após isso, procedeu-se diluições para que o 

vírus alcançasse a titulação utilizada de 104.3 TCID50/mL.
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4.4.2 Soroneutralização 

O teste para o diagnóstico sorológico foi realizado por meio da prova de 

soroneutralização em microplacas, de acordo com metodologia proposta por House e 

Baker (1971).

Os testes de soroneutralização (SN) foram realizados em microplacas de 96 

cavidades (CORNING COSTAR®). A primeira coluna de cada microplaca foi

constituída do controle de células, não recebendo soro nem suspensão viral, sendo 

substituído por 100µL de Meio Essencial Mínimo (MEM) livre de soro fetal bovino. 

Na segunda coluna foi realizado o controle de toxidade do soro. Esta coluna recebeu

a suspensão celular e soro não diluído. A diluição do soro deu-se entre as colunas 3 e 

12 da microplaca utilizando-se diluições na base dois do soro, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 

1:32, 1:64 e 1:128. Dessa forma, cada diluição do soro ocupará uma coluna da 

microplaca (8 cavidades) em ordem decrescente de concentração. 

Posteriormente às diluições, cada cavidade recebeu uma amostra de 50µL do 

vírus, contendo 100 TCID50 do isolado BoHV-1 Los Angeles, com exceção das 

colunas 1 e 2. Após incubação da mistura soro-vírus por 12h a 37ºC, em estufa de 

CO2 uma suspensão de células de rim bovino MDBK (Mardin-Darby Bovine 

Kidney) de 50 µL na concentração de 300.000 células/mL foi adicionada e seguida 

de incubação em estufa de CO2 a 37ºC. 

A leitura dos testes foi realizada após 72h de incubação, através do 

monitoramento do efeito citopático. Foram considerados os títulos de anticorpos 

neutralizantes as maiores diluições do soro capazes de inibir a replicação viral e 

consequente produção de efeito citopático. Para análise estatística, os dados foram 

agrupados obedecendo a seguinte classificação dos animais com base na titulação de 

anticorpos: animais soronegativos, título de 2 a 8 e título ≥ 16. Cada soro foi testado 
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em duplicata e a medida de anticorpos neutralizantes foi calculada pela média 

aritmética das repetições.  

4.4.3 Aspiração dos ovócitos  

Os folículos ovarianos de 2 a 6mm presentes nos ovários de cada animal 

foram puncionados com auxílio de agulhas descartáveis de 25 x 7mm acoplados a 

seringas de 3mL. O líquido aspirado foi depositado em microtubos identificados para 

sedimentação dos complexos cumulus-ovócito. Após cinco minutos de sedimentação, 

o sobrenadante foi descartado e o restante vertido em placa de Petri contendo meio 

Talp-Hepes. Os complexos cumulus-ovócitos foram rastreados e aqueles recuperados 

foram transferidos para placas escavadas de 9 poços e avaliados em microscópio 

estereoscópio com aumento final de 50x. Então, os ovócitos foram classificados 

morfologicamente, de acordo com Costa et al. (1997a). A avaliação foi realizada 

individualmente para cada animal.  

Após a classificação, foram selecionados somente os ovócitos com a presença 

de cumulus compacto e citoplasma homogêneo. A metade dos ovócitos selecionados 

de cada animal foi desnudado conforme procedimentos descritos por Costa et al. 

(1997a) e incubados com a presença de células do cumulus em suspensão. A outra 

metade não foi desnudada. Duas fases experimentais foram distintas de acordo com 

os resultados do teste de soroneutralização.   

4.4.4 Experimento I – Ovócitos oriundos de fêmeas soronegativas (infecção in 

vitro) 

Nessa fase, os COCs e os ovócitos desnudados (DOs) com células do 

cumulus em suspensão foram incubados com vírus. Foram obtidos 853 ovócitos 

oriundos de 59 vacas soronegativas, 531 ovócitos foram avaliados quanto a taxa de 

maturação nuclear e 322 para a identificação viral por meio da imunofluorescência.
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Para a infecção experimental com o vírus, os ovócitos foram transferidos para 

microgotas de 100μL de meio de maturação (COSTA, 1994), contendo 10μL do 

vírus BoHV-1 no título de 104.3 TCID50/mL (SILVA-FRADE et al., 2010). As 

estruturas permaneceram incubadas com o vírus durante todo o período de maturação 

por 24 horas a 38,5°C em 5% de CO2. Após isso, parte dos COCs e DOs de cada um 

dos quatro tratamentos (COCs BoHV-1 +, COCs BoHV-1 -, DOs BoHV-1 + e DOs 

BoHV-1 -) foram separados e processados para avaliação da taxa de maturação

nuclear, o restante foi processado para os ensaios de imunofluorescência. O grupo 

controle foi formado por COCs e DOs que não expostos ao BoHV-1.

4.4.5 Experimento II – Ovócitos oriundos de fêmeas soropositivas infectadas 

naturalmente

Amostras foram obtidas de 78 vacas das quais 796 ovócitos foram 

recuperados para avaliação.  Do montante, 557 ovócitos foram avaliados quanto à 

maturação nuclear, sendo 313 COCs e 244 DOs, o restante foi processado para 

imunofluorescência. Como controle, os resultados de taxa de maturação foram 

comparados com aqueles encontrados em COCs e DOs oriundos de animais 

soronegativos. 

Para tal, os ovócitos foram incubados conforme descrito no experimento I. 

Posteriormente, os COCs e DOs foram avaliados individualmente por animal e, em 

seguida, os dados foram agrupados de acordo com a titulação de anticorpos: titulação 

<2, título de 2 a 8 e título ≥16.
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4.4.6 Microscopia Confocal de Varredura a Laser 

Após maturação in vitro, os COCs e DOs foram processados para testes de 

imunofluorescência de acordo com Queiroz-Castro et al. (2018). Inicialmente, foram

fixados em solução de paraformaldeído a 4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

e ácido pícrico a 0,4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em tampão fosfato de 

sódio a 0,1M e pH 7,2 por período de uma hora e armazenados em solução tampão 

fosfato salino (PBS) pH 7,4 a 4°C.

Após lavagens sucessivas para remoção do excesso do fixador, os ovócitos 

fixados foram transferidos para PBS contendo Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) a 1% por uma hora. Em seguida, os COCs e DOs foram incubados 

com anticorpo primário monoclonal, isotipo IgG2b, específico para a glicoproteína 

gC do BoHV-1 (VMRD, NW, Washington, USA) na diluição de 1:100 em PBS 

durante 12 horas.

Então, os ovócitos foram lavados em PBS e incubados com o anticorpo 

secundário anti-IgG conjugado com isotiocianato de fluoresceína – FITC (490nm –

excitação; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) na diluição de 1:200 por uma noite. 

Após novas lavagens, os ovócitos foram incubados com o corante de ácido nucléico 

TO-PRO™ - 3 Iodide (642nm – excitação; Waltham, Massachusetts, USA) durante

30 minutos. 

Por fim, as amostras foram montadas em lâminas contendo Mowiol (Sigma

Aldrich, St. Louis, MO, USA) e analisadas em microscópio confocal de varredura a 

laser Zeiss 510 META. O controle negativo da técnica para cada tratamento foi

submetido ao mesmo protocolo, porém com a omissão da incubação com o anticorpo 

primário monoclonal. Para imunofluorescência do FITC foi utilizado o laser Argônio 

(488nm - excitação), produzindo fluorescência de cor verde e para o   TO-PRO™ - 3 
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Figura 1 – Ilustração representativa do recurso z-Stack da Microscopia confocal de 
varredura a laser mostrando 3 diferentes focos ópticos no eixo cartesiano z: (1) foco 
óptico na superfície apical do COC, (2) no interior e (3) na superfície basal do COC.  

Iodide foi utilizado o laser HeNe (633nm - excitação), resultando na coloração 

vermelho.

Para uma análise mais detalhada dos COCs e DOs, a ferramenta de z-Stack da 

microscopia confocal foi utilizada. Ela permite a confecção de imagens sequenciais 

com diferentes focos ópticos no sentido do eixo cartesiano z, o que possibilita a 

interpretação de imagens em três dimensões, como representado no esquema da 

Figura 1.
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4.5. Análises estatísticas

Para as duas etapas experimentais definidas nesse trabalho, a variável 

qualitativa dicotômica (presença ou ausência de configuração cromossômica 

compatível com Metáfase II) foi comparada em tabelas de contingência e analisada 

pelo teste de qui-quadrado, a 5% de probabilidade, conforme descrito por Sampaio

(2002)

Estatística descritiva foi utilizada para apresentação e discussão dos dados 

referentes aos ensaios de imunofluorescência por meio da microscopia confocal de 

varredura a laser.
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5. RESULTADOS

Experimento I 

A tabela 1 apresenta o resultado das avaliações dos ovócitos que alcançaram a 

maturação, apresentando configuração cromossômica em Metáfase II (Figura 2). 

Observou-se diferença (P<0,01) entre as taxas de maturação do tratamento COCs 

controle e os demais grupos. No entanto, taxas de maturação dos grupos DOs 

mostrou-se ser independente da infecção viral, não havendo diferença (P>0,05) entre

o grupo infectado e não infectado.

Tabela 1 – Taxa de maturação nuclear de COCs e DOs infectados 
experimentalmente oriundos de animais soronegativos para o BoHV-1. 

Ovócitos avaliados Metáfase II

TRATAMENTO N N %

COCs BoHV1- 165 129 78,2 a

COCs BoHV1+ 156 68 43,6 b

DOs BoHV1- 115 36 31,3 b, c

DOs BoHV1+ 95 21 22,1 c

Porcentagens sobrescritas com letras diferentes entre os tratamentos indicam 
diferença (P<0,01) pelo teste do qui-quadrado.
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Para os ensaios de imunofluorescência, em nenhum dos 92 COCs e 59 DOs 

oriundos dos tratamentos onde houve a omissão da infecção viral foi identificado a 

partícula viral. Já para os tratamentos onde foram realizadas a infecção experimental,

em 100% dos 106 COCs e dos 65 DOs foi possível a identificação do BoHV-1 

distribuído nas células do cumulus, na zona pelúcida e no interior dos ovócitos 

(Figura 3).

Figura 2 – Conjunto cromossômico apresentando configuração 
em metáfase II (ovócito maduro) após maturação in vitro. Em 
detalhe, o cromossomo sexual indicado pela seta e o corpúsculo 
polar (CP) indicado pelas suas iniciais.
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Experimento II

A porcentagem de fêmeas positivas para o BoHV-1 no teste de 

soroneutralização foi de 57,7% (45/78). Verificou-se diferença na taxa de maturação 

(P<0,01) entre os animais de título ≥16 (56,9%) e o grupo negativo (79,4%). Não foi 

identificado diferença na taxa de maturação entre o grupo controle (<2) e os animais 

de título de 2 a 8 (Tabela 2). Considerando os DOs de animais infectados 

naturalmente não houve diferença (P>0,05) entre as classificações quanto ao título de

anticorpos (Tabela 3).

Figura 3 – Sequência de imagens z-Stack da microscopia confocal em diferentes focos
(0.95µm), elucidando a presença do BoHV-1 (pontos verde-fluorescentes indicados pelas setas) 
no interior do ovócito desnudado e em sua zona pelúcida.
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Para os ensaios de imunofluorescência, em nenhuma amostra de COCs e DOs 

oriundos dos animais soronegativos foi possível a identificação do BoHV-1. No 

entanto, observou-se diferença (P<0,05) na identificação do BoHV-1 em COCs 

oriundos de animais de título de 2 a 8 e título ≥ 16, como mostrado na Tabela 4. Em 

nenhum dos DOs foi possível a identificação do BoHV-1, independentemente se 

oriundos de animais de título entre 2 e 8 (n=42) ou de título ≥ 16 (n=38). As imagens 

obtidas então representadas na Figura 4.

Tabela 2 – Taxa de maturação nuclear de complexos cumulus ovócitos de vacas 
naturalmente infectadas apresentando diferentes títulos de anticorpos contra o 
BoHV-1. 

Vacas COCs avaliados COCs em Metáfase II

CLASSIFICAÇÃO N N N %

Soronegativo (<2) 33 107 85 79,4 a

Título de 2 to 8 22 90 62 68,9 a, b

Título ≥16 23 116 66 56,9 b

Porcentagens sobrescritas com letras diferentes entre os tratamentos indicam 
diferença (P<0,01) pelo teste do qui-quadrado.

Tabela 3 – Taxa de maturação nuclear de ovócitos desnudados de vacas 
soropositivas naturalmente infectadas apresentando diferentes títulos de 
anticorpos contra o BoHV-1.

Vacas COCs avaliados COCs em Metáfase II

CLASSIFICAÇÃO N N N %

Soronegativo (<2) 33 96 29 30,2*

Título de 2 to 8 22 69 19 27,5*

Título ≥16 23 79 17 21,5*

* Não houve diferenças entre tratamentos (P>0,05) pelo teste do qui-quadrado
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Figura 4 – Complexos cumulus-ovócito e ovócitos desnudados bovinos oriundos de 
animais soronegativos (a) e (d), soropositivos com titulação de 2 a 8 (b) e (e) e 
soropositivos com titulação ≥ 16 (c) e (f). A imagem (b) e (c) mostram a presença do 

BoHV-1 em COCs, caracterizada pela fluorescência verde presente nas células do 
cumulus coradas em vermelho. Barra de escala = 20µm

Tabela 4 – Imunomarcação do BoHV-1 em complexos cumulus-ovócito.

Vacas COCs avaliados Identificação do 
BoHV-1 

CLASSIFICAÇÃO N N N %

Soronegativo (<2) 33 46 - -

Título de 2 a 8 22 41 07 17,07 a

Título ≥ 16 23 37 15 40,54 b

Porcentagens sobrescritas com letras diferentes indicam diferença (P<0,01) pelo teste 
do qui-quadrado.
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6. DISCUSSÃO

Nesse estudo, foi observado comprometimento na taxa de maturação nuclear 

de COCs e DOs nos modelos in vitro e in vivo, experimento I e II, respectivamente.

Os COCs quando comparados tanto nos modelos in vitro quanto in vivo, 

apresentaram menores taxas de maturação em relação aos respectivos grupos 

controle negativos. O que demonstra interferência do BoHV-1 na eficiência 

reprodutiva da fêmea bovina.  Adicionalmente, a imunomarcação evidenciou o 

BoHV-1 nas células do cumulus dos COCs nos dois modelos de infecção.   

Um estudo recente realizado por Queiroz-Castro et al. (2018) reportou a 

detecção do BoHV-1 no citoplasma das células do cumulus de COCs provenientes de 

vacas naturalmente infectadas, o que está de acordo com os achados desse trabalho 

uma vez que, por meio da mesma técnica foi evidenciado o BoHV-1 nas células do 

cumulus de vacas soropositivas.

No modelo de infecção in vitro, houve redução da taxa de maturação entre os 

COCs expostos ao vírus em comparação com o grupo controle, evidenciando que o 

BoHV-1 foi capaz de comprometer a capacidade de desenvolvimento ovocitária, o 

que se deve a replicação viral nas células do cumulus acarretando lise celular 

conhecida como efeito citopático (TSUBOI E IMADA, 1997; VANROOSE, et al., 

1999b). Desta forma, ocorre redução no número de células do cumulus viáveis e 

aptas a suportar com eficiência o processo de maturação ovocitária, esclarecendo o 

comprometimento na taxa de maturação nuclear dos ovócitos infectados. No entanto, 

esse efeito não foi observado nos DOs expostos quando comparados ao seu controle, 

fato esse relacionado à ausência das células do cumulus. Estes achados reforçam a 

importância da presença das células do cumulus, já que os COCs apresentaram 

melhores resultados em relação aos DOs e sobretudo, os COCs infectados se 
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mostraram comprometidos pela presença do BoHV-1 revelando taxas de maturação 

nuclear inferiores ao controle (sem a presença do BoHV-1).

A identificação do BoHV-1 em 17,07% e 40,54% de COCs oriundos de 

animais soropositivos de titulação entre 2 a 8 e título ≥ 16 (Figura 4), 

respectivamente, nos remete a uma possível maior contribuição das fêmeas que 

apresentam maiores títulos de anticorpos as falhas reprodutivas. A maior 

porcentagem de detecção no ovócito pode estar relacionada a maior carga viral neste 

tecido, o que consequentemente causa maior estimulação antigênica e maiores títulos 

de anticorpos.  Desta forma, animais oriundos da categoria de vacas com títulos de 

anticorpos maiores podem justificar os problemas reprodutivos comumente 

associados ao BoHV1 como a repetição de cio (STATHAM, 2015; SAYERS, 2017). 

A redução observada na taxa de maturação nuclear de DOs em comparação 

aos COCs tanto na infecção experimental quanto em animais soropositivos pode ser 

justificada devido ao comprometimento na comunicação bilateral entre o ovócito e as 

células do cumulus. Nesse sentido, foi observado que os DOs não diferiram (P>0,05) 

entre o grupo infectado e o controle e nem mesmo entre os modelos de infecção 

artificial e natural. Esses achados reforçam que as células do cumulus desempenham 

papel fundamental no processo de competência ovocitária (DIELEMAN et al., 2002; 

TANGHE et al., 2002; KIMURA et al., 2007). Por meio de junções comunicantes, as 

células do cumulus transferem sinais moleculares específicos ao ovócito 

coordenando sua maturação (GILCHRIST et al., 2004). Os resultados encontrados no 

presente experimento corroboram aqueles apresentados por Raghu et al. (2002) que 

observou redução no desenvolvimento de competência ovocitária após remoção das 

células do cumulus. Em consonância com o presente trabalho, várias pesquisas 

dissertam sobre a essencialidade das junções gap para obtenção de um processo de 
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maturação harmônico (ATEF et al., 2005; SANTIQUET et al., 2012; SUN et al., 

2015; ZHOU et al., 2016). 

Por meio da imunomarcação foi observado a presença do BoHV-1 nas células 

do cumulus, na zona pelúcida e no interior de ovócitos co-incubados com o vírus 

durante o período de maturação (Figura 3). Esses achados corroboram os achados de 

Queiroz-Castro et al. (2018) (manuscrito em submissão) os quais ressaltam que a 

zona pelúcida intacta de ovócitos bovinos não foi capaz de prevenir a entrada do 

BoHV-1 no ovócito. Desta forma, a marcação do BoHV-1 nas células do cumulus

confirma a replicação do vírus nessas células levando ao comprometimento da 

maturação nuclear ovocitária observada. 

A observação do BoHV-1 aderido à zona pelúcida após período de 

maturação, pode propiciar sua penetração no ovócito no momento da fertilização 

(BOWEN, 1979). Além disso, o vírus pode infectar o embrião quando o mesmo já 

não está mais sob a proteção da zona pelúcida, além de também poder infectar a 

receptora se o embrião for transferido juntamente com o BoHV-1 aderido 

(BIELANSKI, 2006; PONSART e POZZI, 2013). A capacidade de aderência viral 

do BoHV1 a zona pelúcida mesmo após lavagens com tripsina preconizadas pela 

Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS) foi apresentada por 

vários trabalhos (TSUBOI et al., 1992; BIELANSKI et al., 1997; STRINGFELLOW 

e GIVENS et al., 2000; D’ANGELO et al., 2009).

Vale enfatizar que o ovócito contendo o BoHV-1 aderido à zona pelúcida 

também torna possível a infecção de células epiteliais da tuba uterina pelo vírus 

devido à sua natureza epiteliotrópica (BABIUK et al., 1996) resultando na lise 

celular dessas células. Embriões sem sinal de infecção nas células embrionárias não 

se desenvolveram devido a alteração no ambiente tubárico resultante da infecção das 



36

células (VANROOSE et al., 1999b). A secreção da tuba uterina contém moléculas 

capazes de modular as funções e a interação dos gametas, e os fatores de crescimento 

presentes no ambiente tubárico estão envolvidos no desenvolvimento embrionário 

pré-implantação (KAWAMURA et al., 2007; SWANGCHAN-UTHAI et al., 2011; 

GHERSEVICH et al, 2015).

7. CONCLUSÃO

Os resultados trouxeram esclarecimentos relevantes quanto às 

particularidades da relação do BoHV-1 e ovócitos durante a fundamental etapa de 

maturação in vitro, o que pode influenciar tanto nas condições de produção in vitro

de embriões bovinos quanto nas condições naturais de maturação ovocitária. A 

presença do BoHV-1 afetou negativamente o processo de maturação nuclear de 

ovócitos infectados in vitro e provenientes de animais naturalmente infectados. 

Animais de alta titulação de anticorpos contra o BoHV-1 apresentaram seus ovócitos 

com menor capacidade de desenvolvimento, representando comprometimento no 

desempenho reprodutivo desses animais.
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