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RESUMO

PEREIRA, Emilio César Martins. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2011. Detecc¢ao soroldgica e molecular do herpesvirus bovino
1 em estruturas reprodutivas de fémeas bovinas. Orientador: Eduardo
Paulino da Costa. Co-orientadores: Abelardo Silva Junior, Carlos Anténio de
Carvalho Fernandes, Tarcizio Antdnio Régo de Paula e Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a condigdo sorolégica de
fémeas bovinas abatidas em um frigorifico quanto a presenca de anticorpos
contra o Bovine Herpesvirus 1 (Herpesvirus Bovino 1 - BoHV-1). Objetivou-se
também avaliar a presenga do DNA viral no tecido ovariano, nos ovocitos,
liquido folicular e sangue destes animais por meio da Reacdo de Cadeia de
Polimerase (PCR) e correlaciona-la com o perfil sorolégico. Foram coletadas
amostras de soro, sangue, tecido ovariano, liquido folicular e complexo
cumulus-ovaocitos de 147 animais que nao tinham histérico de vacinagdo com o
BoHV-1. Amostras toxicas ou insuficientes foram descartadas. Os testes
sorologicos foram realizados permitindo a deteccdo de titulos virais de
anticorpos de 2 a 1024. Os testes moleculares foram precedidos da extracao
do DNA das amostras, de acordo com recomendag¢des do fabricante.
Sucessivamente, foram realizadas as PCRs utilizando os oligonucleotideos
previamente descritos por Takiuchi et al. (2005). Observou-se 83,6% (117/140)
de soropositividade para o BoHV-1 nas amostras soroldgicas. As amostras
positivas, divididas em grupos, de acordo com o titulo sorologico,
apresentaram-se 10% de Titulo Baixo (2 < X < 8); 32,9% de Titulo Médio (8 < X
< 64); 40,7% de Titulo Alto (64 < X <512). Em relagéo aos testes moleculares,
o DNA viral foi detectado somente nos grupos de amostras soropositivas. Dos
animais soropositivos, foi evidenciado o DNA viral em 0,9%(1/115) dos
ovocitos, em 4,3%(5/117) do tecido ovariano, 2,8%(3/108) do sangue e em
nenhuma amostra de liquido folicular. Comparando os resultados entre os
grupos de amostras, as diferengas ndo se mostraram significativas (P > 0,05).
Conclui-se que do rebanho analisado foi detectada alta prevaléncia de
anticorpos contra o BoHV-1 e que os testes moleculares se mostraram
eficientes na deteccdo do DNA nas amostras de genitais de fémeas bovinas,

sugerindo que estas estruturas poderiam ser sitios de tropismo deste virus.



ABSTRACT

PEREIRA, Emilio César Martins. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
february de 2011. Serological and molecular bovine herpesvirus-1
detectation on reproductive structures of bovine females. Adviser: Eduardo
Paulino da Costa. Co-advisers: Abelardo Silva Junior, Carlos Antonio de
Carvalho Fernandes, Tarcizio Antonio Régo de Paula and Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo.

The aim of this study was to evaluate the serological status of slaughter-
derived cows for the presence of antibodies against bovine herpesvirus 1
(BoHV-1), viral DNA in ovarian tissue, oocyte, follicular fluid and blood of these
animals by polymerase chain reaction (PCR) and correlate it with the
serological profile. Serum samples, blood, ovarian tissue, follicular fluid and
cumulus-oocyte complex were collected from 147 animals that had no history of
vaccination against BoHV-1.Toxic or insufficient samples were
discarded. Serological tests allowed the detection of the antibody titers from 2 to
1024. Molecular tests were preceded by the extraction of DNA from the
samples, according to manufacturer's recommendations. The PCR reaction to
use the primers previously described by Takiuchi et al. (2005). A total of 83.6%
(117/140) of serum-positive for BoHV-1 in serum samples were observed. The
positive samples were divided into groups according to serological profile, to get
10% of Down Titer (2 < X <8), 32.9% of Moderate Titer (8 < X <64); 40.7% High
Titer (64 < X < 512). In molecular tests, viral DNA was detected only in groups
of positive samples. From positive animals, viral DNA was detected in 0.9%
(1/115) of oocytes, at 4.3% (5/117) of ovarian tissue, 2.8% (3/108) of blood and
any of follicular fluid sample. Comparing the results among groups of samples,
the differences were not significant (p>0.05). Thus, animals showed high
prevalence of antibodies against BoHV-1 and molecular tests that have proven
successful in detecting DNA in genital samples from cows, suggesting that

these structures could be sites of tropism of this virus.



1. INTRODUCAO

Atuando sinergicamente ao avango tecnologico, a producédo de embrides
tanto mundial quanto brasileira tem tido grande avango nos ultimos anos. O
Brasil alcangou no ano de 2008, a marca de 289.952 embrides produzidos in
vivo e in vitro, o que representa 26,9% dos embrides produzidos em todo
mundo. Destacando principalmente na produgdo in vitro (PIV) onde é
responsavel por 66,6% dos embrides produzidos no mundo, o Brasil tem
progredido similarmente no campo cientifico, por meio do avango em pesquisas
que abordam aspectos da fecundacéo in vitro (FIV) (Viana et al., 2010).

Apesar de milhdes de embrides bovinos produzidos in vitro serem
transferidos comercialmente sem reportar a transmissdao de doencas, estes
riscos devem ser considerados (Perry et al., 2005). O entendimento do
potencial de interferéncia das doencgas infecciosas nas biotécnicas
reprodutivas, principalmente a nivel de embrides e gametas, € um dos temas
que tem ganhado importancia entre os pesquisadores brasileiros. Tal fato pode
ser justificado pelo Brasil ser um dos lideres na exportagdo de embrides
bovinos. Diante disto, € necessaria uma adequacado, a fim de atender as
premissas legislativas e sanitarias estabelecidas pelas agéncias regulatérias
dos principais paises importadores.

Entre os principais agentes patogénicos que interferem nos aspectos
reprodutivos de bovinos se encontra o Bovine Herpesvirus 1 (Herpesvirus
bovino 1 - BoHV1). Segundo Makarevich et al. (2007), este agente pertence ao
grupo dos mais antigos agentes virais que acometem as espécies mamiferas.
O BoHV1 é um agente viral pertencente a Familia Herpesviridae, possui
envelope e genoma DNA linear de fita dupla (Fenner, 1987). Uma das
principais caracteristicas deste virus é a capacidade de permanecer em
laténcia em génglios nervosos, até que o animal apresente uma condigdo de
imunossupressao (Straub, 1990). O BoHV1 é o responsavel pela enfermidade
denominada de Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) caracterizada por formas
clinicas que comprometem os 0Orgaos respiratorio e reprodutivo. A
sintomatologia nos oOrg&dos genitais esta ligada a repeticdo de estros a
intervalos regulares/irregulares, abortamentos, natimortalidade, mortalidade
perinatal, redugao na fertilidade e infertilidade temporaria devido a infecgao

uterina. Esta doenga é caracterizada ainda por grande disseminagao e dificil
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controle no rebanho. Devido aos problemas reprodutivos e por ser na maioria
das vezes sub-diagnosticada, esta enfermidade pode causar consideraveis
prejuizos reprodutivos nas propriedades. Sua manifestacdo nos Orgaos
reprodutivos se da por meio de duas sindromes, a Vulvovaginite Pustular
Infecciosa e a Balanopostite Infecciosa, que afetam fémeas e machos,
respectivamente.

Comparado ao transporte de animais vivos, a transferéncia de embrides
€ entendida como método muito mais seguro, eficiente e pratico para o
deslocamento de germoplasma (Gard et al., 2007). Entretanto, os
procedimentos de TE e de PIV de embrides, embora ndo represente uma rota
natural para transmissao de doencgas, podem facilitar a disseminagéo de alguns
patdbgenos, os quais sao capazes de serem transmitidos pelo sémen ou
embrides. Contudo, quando monitoradas corretamente, estas biotécnicas
podem ser empregadas para prevenir a propagacao de agentes infecciosos
(Gard et al., 2007). As possiveis fontes de infecgdo do embrido durante os
procedimentos de PIV incluem os ovocitos, espermatozoides, soro e cultivo
celular (Perry, 2005).

Além do conhecido potencial de carreamento do patdégeno pelos
embrides e possibilidade de infecgdo da receptora (Givens & Marley, 2008),
nao deve ser desprezada a interferéncia do patdogeno nas taxas de fertilizagcao
embrionaria (Tanghe et al., 2005). Estudos tém demonstrado que a presenga
do BoHV1 pode ainda proporcionar uma reducao da taxa de blastocistos nos
procedimentos de PIV (Guerin et al., 1990; Bielanski & Dubuc, 1994; Vanroose
et al, 1999; Makarevich, 2007). Este fato parece estar relacionado a
interferéncia do virus na ligagado espermatozodide/ovocito e em outras etapas
subsequentes do processo de fertilizagdo (Guerin et al., 1990; Tanghe et al.,
2005).

Segundo a Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides
(IETS), a limitacdo da atual conjuntura da sociedade é a inexisténcia de
métodos nao-letais para avaliar presenga de patdégenos em embrides,
anteriormente a transferéncia para as receptoras (Rufino et al., 2006).
Atualmente, os métodos para identificacdo de agente infecciosos em sémen,
ovécitos e embrides se limitam a testes laboratoriais como isolamento viral
(Takiuchi et al., 2005; Marley et al., 2008a), técnicas de imunofluorescéncia

(Vanroose et al., 1997; Makarevich et al., 2007) e testes moleculares como
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PCR (Edens et al., 2003; Takiuchi et al., 2003; Takiuchi et al., 2005, Marley et
al., 2008a, Marley et al., 2008b) e hibridizacdo in situ (Silva-Frade et al.,
2010b). Entretanto, estes testes sdo considerados laboriosos e caros.
Associado a isso, os métodos de controle, que incluem o tratamento com
tripsina, parecem ser bastante inconclusivos e ndo tem a eficacia comprovada
na remog¢ao de patdgenos nos embrides.

Desta forma, existe a necessidade de desenvolvimento de métodos
eficazes na identificagdo de particulas virais em ovdcitos, embrides e outras
substancias como fluido folicular, meios de cultivos e materiais utilizados, a fim
de se reduzir o potencial de contaminagao dos embrides nos procedimentos de
PIV (Marley et al., 2008b).

O presente estudo teve como objeto avaliar o perfil sorolégico de fémeas
bovinas oriundas de matadouro por meio de testes de soroneutralizagao.
Adicionalmente, objetivou-se verificar a presenga do BoHV1 em estruturas
ovarianas destes animais, incluindo tecido ovariano, liquido folicular, ovdcitos
além do sangue, pela Reacédo de Cadeia de Polimerase (PCR). Deste modo,
buscou-se estabelecer uma correlagao entre o titulo soroldgico e a detecgao do

DNA viral nas amostras dos mesmos animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biotécnicas da Reproducéao

No contexto atual do crescimento e evolugédo tecnoldgica da pecuaria
nacional, as biotécnicas da reproducdo tém sido estudadas a fim de se
aumentar a eficiéncia destas. Tal fato proporcionaria um incremento genético
ainda maior no rebanho em reduzido espaco de tempo, aumentando o numero
de descendentes e diminuindo o intervalo de geragdes.

Seguindo uma ordem cronolégica de desenvolvimento e ndo de
importancia, as principais biotécnicas resumem-se a Inseminagéao Artificial (1A),
Transferéncia de Embrides (TE), Producdo in vitro de embrides (PIV),
Transgénia e Clonagem.

A IA é uma técnica que ja vem contribuindo para o melhoramento
genético do rebanho brasileiro a mais de 60 anos. Por sua simplicidade, baixo
custo e maior poder de difusdo, em detrimento as outras técnicas, pode-se
dizer que é a biotécnica da reproducdo animal mais difundida tanto no Brasil
quanto no mundo. Segundo relatério anual divulgado pela Associagao
Brasileira de Inseminacgé&o Artificial (ASBIA, 2009), foi comercializado o volume
recorde de 8,204 milhdes de palhetas em 2008. Esta técnica possibilita que,
nas mais distantes fronteiras do pais, sejam produzidos animais de exceléncia
na producao de carne e leite, devido a facilidade do transporte do sémen de
touros geneticamente superiores mantidos nas centrais de IA. Contudo, apesar
de proporcionar um ganho genético mais baixo em relagdo as outras
biotécnicas, a IA pode promover uma maior variabilidade genética.

O desenvolvimento de protocolos de ovulagdo multiplas a partir da
década de 80, possibilitou a transferéncia de embrides coletados em doadoras
de alto valor genético (Rodrigues, 2001). Este, logo se tornou um dos métodos
mais econdmicos e praticos para aumentar a prole de fémeas com alto valor
genético, tanto em rebanhos de bovinos de corte quanto de leite. O emprego
comercial da TE aumentou consideravelmente até o ano de 2005, quando
voltou a decair novamente, provavelmente por perder espago no mercado para
outra biotécnica, a PIV (Viana et al. 2010). Estima-se que no ano de 2009,
foram transferidos um total de 42.397 embrides produzidos in vivo no Brasil.
Deste total, aproximadamente 30 % foram oriundos de animais de aptidao

leiteira e 70 % de animais de aptiddo de corte. No mundo, a producédo de



embrides in vivo/ano ja ultrapassa o numero de 1.000.000 desde 2003 (Viana
et al 2010).

A producédo in vitro de embrides (PIV) consiste em um conjunto de
procedimentos que englobam a pungao folicular, para a obtengdo dos gametas
(ovdcitos), a maturagao e fecundacao 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
numero de gestagbes obtidas de uma doadora por essa técnica, em
determinado periodo de tempo, € muito superior ao obtido pela producao in
vivo. Tal fato se consolidou principalmente devido a inconsisténcia na resposta
dos protocolos de superovulagdo observada na TE (Bo et al. 2000).

A técnica da punc¢do ovariana transvaginal guiada por ultrassonografia,
também chamada ovum pick-up (OPU) foi desenvolvida na década de 80 para
a obtencdo de complexos cumulus-oécito (COC) in vivo, proporcionando sua
obtengdo com um minimo de trauma para a doadora (Pieterse et al., 1991a e
b). Esta técnica substituiu abordagens mais invasivas como a cirurgica e a
laparoscopia, até entdo utilizadas, sendo considerada, atualmente, o
procedimento de eleicdo para recuperagao de ovocitos para a PIV de embrides.
Dados atuais relatam que o numero médio de COC obtidas por OPU no Brasil
chega a 19,9 estruturas (Viana, et al. 2010). Este mesmo autor relata que o
numero embrides produzidos in vitro no Brasil em 2008 chegou a 220.425,

representando 66% dos embrides produzidos em todo mundo.
2.2. Herpesvirus Bovino 1 (BoHV1)

2.2.1.Caracterizacéo do virus
O Herpesvirus bovino 1 pertence a Familia Herpesviridae, subfamilia

Alphaherpesvirinae, Género Varicellovirus. A particula viral tem entre 70 a 110
nm de didmetro e é constituida por um capsideo icosaédrico, composto por 162
capsOmeros. Possui ainda envelope glicoprotéico e genoma DNA linear de fita
dupla (Figura 1) e caracteriza-se pelo ciclo replicativo rapido (24-48 h),
acompanhado de lise das células infectadas (Fenner, 1987).

Este virus possui uma importante caracteristica bioldégica que é
estabelecer a laténcia viral no ganglio trigémio e na raiz do ganglio dorso sacral
dos animais infectados, sendo classificados como neurotrépicos (Chowdhury et

al., 2000). A duragao do estado de portador é provavelmente por toda vida do
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animal. Sob condi¢cdes de estresse ou de terapia com corticéide o BoHV-1
pode ser reativado, criando condi¢cdes para uma infecgao aguda do animal com

consequente liberagao de particulas virais infectantes (Straub, 1990).
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Figura 1. Esquema da particula viral pertencente a familia Herpesviridade
Fonte: The Big Picture Book of Viruses

2.2.2.Transmissao e Epidemiologia
A transmissdo do BoHV-1 pode ocorrer por inalagdo de aerossois

contaminados ou por contato direto com secre¢cdes nasais, oculares e
reprodutivas dos animais infectados (Anderson 2007). Ambas formas de
transmissdo sao consideradas importantes na disseminagdo do virus em
rebanhos criados sob condi¢des confinadas (Van Bonkersgoed e Babiuk,
1991). A transmissao indireta ocorre principalmente pela ingestdao de agua e
alimentos contaminados e pelo uso, nas coletas de sémen, de vaginas
artificiais contaminadas (Engels; Ackermann, 1996). Outra forma de
transmissdo € a venérea, pela monta natural e/ou inseminacédo artificial (I1A)
onde, nesta Ultima, o sémen desempenha papel fundamental na cadeia
epidemiologica  (Philpott, 1993). Fetos abortados também podem
ocasionalmente transmitir o virus (Givens et al., 2006).

A capacidade de estabelecer laténcia possibilita que animais infectados
apés a primo-infeccdo se tornem portadores inaparentes, e a partir de

episodios esporadicos de re-excregao viral se tornem potenciais transmissores
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do virus (Médici et al., 2000). Esta parece ser uma justificativa bem plausivel
para a grande disseminagao do BoHV 1 nos rebanhos.

O BoHV-1 esta presente em rebanhos bovinos de praticamente todo o
mundo sendo responsavel por causar relevantes prejuizos econémicos ligados
a doenca respiratoria e reprodutiva (Wrathall et al., 2006; Marley et al., 2008b).
Entretanto, a prevaléncia de infecgdes por BoHV1 nos rebanhos bovinos atinge
taxas variadas em rebanhos e regides (Straub, 2001). Baseado em estudos
soroldgicos, tem sido apontado alguns fatores de risco que influenciam na
soropositividade de um rebanho para o BoHV1. A idade, o tamanho do rebanho
€ 0 sexo sao alguns destes fatores (Solis-Calderon et al., 2003; Boelaert et al.,
2005). Particularmente em relagcdo ao sexo, Boelaert et al. (2005) apontaram
que machos apresentam taxas de soropositividade maiores do que as fémeas.

Na maioria dos paises europeus, a situacdo € endémica e as taxas de
infeccao descritas sdo muito variaveis. Na Croacia, foram detectados 85,8% de
soropositividade para BoHV-1 em um rebanho com alta porcentagem de
animais com problemas reprodutivos (Biuk-Rudan et al., 1999). Na Gra-
Bretanha, o percentual de rebanhos soropositivos atinge 40 a 50% enquanto na
Bélgica, 62%. Por outro lado, Dinamarca e Suica, possuem baixa frequéncia de
animais soropositivos em consequéncia da implantagdo, no passado, de um
rigido programa de erradicagdo com o sacrificio dos animais portadores,
obtendo atualmente a condicdo de paises livres do virus (Ackermann et al.,
1990). Na América do Norte, a infecgdo apresenta carater endémico, sendo
que os sinais clinicos sao controlados por meio de programas de vacinagao.
Nos EUA, por estar disseminado em todo rebanho, o BoHV-1 é identificado
como responsavel na maioria dos surtos de abortamentos no pais (Anderson,
2007). No Canada, foram descritas taxas de 37,8% e 59,5% de animais e de
propriedades, respectivamente, infectados pelo BoHV-1, sendo que programas
imunoprofilaticos sdo de uso rotineiro neste pais (Durham & Hassard, 1990).

No Brasil, dados obtidos a partir de levantamentos soroldgicos, revelam
a expressiva disseminacao do virus em rebanhos de corte e leite. No estado de
Sao Paulo foram encontradas frequéncias de animais soropositivos de 42,2%
por Mueller et al. (1981) e de 68,3% por Junqueira et al. (2006). No Rio Grande
do Sul foram descritas taxas de soropositividade de 81,7% (Ravazzolo et al.,
1989), 31,9 % (Vidor et al., 1995), 18,8% (Lovato et al., 1995) e 29,2% (Holz et

al., 2009). No estado de Mato Grosso do Sul foi encontrado indices de 50,9%
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de soropositividade para rebanhos leiteiros (Tomich et al., 2009). Em um
estudo realizado em um rebanho de leite e corte, ndo vacinado no estado de
Goias, a frequéncia encontrada foi de 83% de animais soropositivos (Vieira et
al., 2003). Em Minas Gerais, um estudo conduzido por Rocha et al. (2001)
demonstrou que 58,2% dos 5.511 animais testados apresentaram anticorpos
contra o BoHV1. No Parana, a detecgdo de anticorpos contra o BoHV1 em
rebanhos leiteiros foi de 41,9% e em rebanhos de corte foi de 50,8%,
perfazendo um total de 43,7% de animais soropositivos (Médici et al., 2000).
Até mesmo em centrais de inseminacao, os indices de soropositividade
sdo considerados altos. Tal fato foi demonstrado por Pituco (1988) e Rocha et
al.(1994) que encontraram uma prevaléncia de 72,5 e 63,15% respectivamente,

em touros de centrais de inseminacao de varios estados brasileiros.

2.2.3.Patogenia e sinais clinicos
Uma vez transmitido ao hospedeiro, o BoHV1 pode, dependendo do

estado de saude do animal, estabelecer laténcia nos ganglios sensoriais do
sistema nervoso ou promover a infeccdo ativa no animal. Sob estado de
imunossupressdo do animal, devido a fatores estressantes ou terapia com
corticoides, o virus pode ser reativado. A adsorcdo e penetragcdo dos
Herpesvirus nas células hospedeiras sdao mediadas por varias proteinas do
envelope viral (Schwyzer & Ackermann, 1996). A fusao do envelope viral com a
membrana plasmatica da célula hospedeira esta ligada a um mecanismo
comandado pelo nucleocapsideo e proteinas do tegumento, obtendo acesso ao
citoplasma (Fuller & Lee, 1992; Sodeik et al., 1997).

A infeccdo caracteriza-se por diversas formas clinicas que
comprometem os 6rgaos respiratérios e reprodutivos. Os sinais clinicos
sistémicos da doenca, quando presentes, se resumem a febre, anorexia,
mucosa nasal hiperémica, tosse e conjuntivite (Givens & Marley 2008b). O
efeito do BoHV-1 nos 6rgaos genitais esta ligado a repeticdo de estros a
intervalos regulares/irregulares, abortamentos, natimortalidade, mortalidade
perinatal, redugdo na fertilidade e infertilidade temporaria devido a infec¢ao
uterina (Rufino et al., 2006). Segudo Givens e Marley (2008b) os abortamentos
causados pelo BoHV1 sdo mais frequentemente observados do quarto ao
oitavo més de gestacdo. Acredita-se que os abortamentos sdo ocasionados a
partir do carreamento do virus por meio de leucécitos sanguineos até as veias

placentarias. A morte do feto ocorre dentro de 24 horas apds a entrada do
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BoHV1 nestas veias (Givens, 2006). Ainda segundo este autor, os fetos
abortados sdo de coloragdo uniforme vermelho escura como resultado da
inibicdo da hemoglobina. As lesbes nestes fetos incluem focos de necrose no
figado, baco, glandulas adrenais, pulmao e rins.

Nas fémeas, a forma genital da doenga € denominada de Vulvovaginite
Pustular Infecciosa. Esta se manifesta clinicamente pelo aparecimento de
pequenas vesiculas de 1 a 2 mm de diametro, as quais evoluem para pustulas
e erosdes localizadas na vulva e vagina. O epitélio vulvar apresenta-se
edemaciado, hiperémico e com secrecdo, a qual pode tornar-se mucopurulenta
devido a contaminagao bacteriana secundaria. Este virus pode também estar
associado a uma ooforite necrotizante com inflamacao localizada dentro do
corpo luteo quando a infecgdo acontece durante o periodo ovulatério (Givens,
2006). Neste caso, as lesbes podem afetar a formagdo do corpo luteo e
consequentemente contribuirem para uma queda da progesterona, resultando
em falha na prenhez (Miller & Van der Maaten, 1986). Em touros, a
manifestacdo clinica da doenca é denominada de Balanopostite Pustular
Infecciosa. Neste caso, o virus pode replicar na mucosa prepucial, pénis e na
uretra distal e podendo estar presente no plasma seminal e se associar aos
espermatozoide de touros infectados. No macho, a Balanopostite produz
lesbes no prepucio e no pénis similares as que s&o encontradas nas fémeas
(Gibbs & Rweyemann, 1977; Wyler et al., 1989).

2.2.3. Métodos Diagndsticos
Por apresentar uma diversidade de sinais clinicos, muitas vezes

semelhantes a outras doengas infecciosas, a elaboracdo de um diagndstico
clinico conclusivo da infeccdo do BoHV1 é na maioria das vezes improvavel.
Entretanto, o estabelecimento de um diagndstico preciso € fundamental para
adocado de politicas de profilaxia e controle adequadas de acordo com a
distribuicdo epidemiolégica da doenga, evitando com isso gastos
desnecessarios.

Baseado nos sinais clinicos decorrentes do acometimento do sistema
respiratorio pelo BoHV1, é necessario o diagnostico diferencial de patdégenos
como o Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV), Virus da Diarréia Viral
Bovina e bactérias como a Pasteurella (Obando et al., 1999). Nos disturbios
reprodutivos, o diagnostico clinico € praticamente impossivel (Takiuchi et al.,

2001). O abortamento e as repeti¢des do estro, consideradas as manifestagdes
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clinicas mais evidentes da infeccao por BoHV1 devem ser diferenciadas de
uma gama de enfermidades e causas nao infecciosas que causam 0s mesmos
sinais clinicos. Portanto, conclui-se que, apesar do histérico sanitario do
rebanho, os indices de produtividade e os programas de vacinagéo terem
fundamental importancia na elaboragdo do diagndstico, somente com auxilio
das técnicas laboratoriais e moleculares, o diagnostico do BoHV-1 ¢é
considerado conclusivo (Takiuchi et al., 2003).

Os diagndsticos laboratoriais da infeccdo do BoHV-1 devem ser de
carater etioldgico ou sorolégico. Entre as principais técnicas de diagndstico de
anticorpos se encontram os testes de soroneutralizacdo (SN) e ensaios
imunoenzimaticos (ELISA). A deteccdo de anticorpos deve ser sensivel o
suficiente para evitar resultados falso-negativos nos animais, situagéo
observada quando existe um titulo baixo de anticorpos para determinado virus.
O baixo titulo de anticorpos é registrado em infecgdes virais onde o agente é
capaz de entrar em laténcia, como € o caso do BoHV1. Sobretudo nesta
situacao, o teste de ELISA mostrou ser mais eficiente para detectar anticorpos
neutralizantes do que a soroneutralizagédo (Kramps et al., 1994). Tal fato foi
comprovado por estes pesquisadores, que comprovaram que o teste de ELISA
foi capaz de detectar anticorpos até mesmo em situacdes onde titulo destes se
encontravam baixos, em animais experimentalmente infectados.

Entretanto, as técnicas de ELISA e soroneutralizacdo tém a
caracteristica de serem ineficientes em rebanhos que sao profilaticamente
vacinados. Neste caso, os titulos soroldgicos detectados na sorologia néo tém
sua real origem detectada. Os anticorpos podem ser tanto de uma possivel
infeccdo viral ou devido a exposi¢cdo vacinal (Takiuchi et al., 2001). Deste
modo, se tornam necessarios métodos diagnésticos complementares, como
técnicas etiologicas ou moleculares. Estes testes incluem o isolamento viral em
cultivo celular; técnicas de deteccdo de antigenos virais como a
imunofluorescéncia e imunoperoxidase; técnicas moleculares de deteccao
acidos nucléicos por hibridizacdo in situ e reacdo de cadeia de polimerase
(Wyler et al., 1989).

A técnica de isolamento viral € considerada um método etioldgico
padrao. Entretanto, esta técnica é considerada laboriosa, de custo elevado e
inviavel considerando o tempo de elaboracao e obtencao dos resultados. Além

disso, é exigido que as amostras submetidas ao isolamento viral sejam
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devidamente acondicionadas e transportadas, de modo que a infecciosidade
das particulas virais seja conservada a tempo de serem detectadas pelo
isolamento (Kirkbride,1992). O isolamento viral a partir do sémen, assim como
para alguns tecidos especificos, pode ser dificil de ser realizado devido ao
potencial de toxidade das amostras nas monocamadas celulares (Schultz et
al.,1982). Similarmente a técnica anterior, a imunoperoxidase e a
imunofluorescéncia também requerem a conservagao ideal das amostras
durante o transporte. Isso porque estes testes exigem fundamentalmente a
integridade estrutural da particula e das proteinas virais (Takiuchi et al., 2001).

Os testes moleculares atendem as premissas de especificidade,
sensibilidade e rapidez requeridas por um teste diagnéstico eficiente. Embora
seja um método altamente especifico, a hibridizagéo in situ também pode falhar
na detecgao do DNA viral em casos de infeccdo com titulo viral baixo, como em
situacdes de laténcia viral. (Belak & Ballagi-Pordany, 1993; Vilcek et al., 1994).
Entretanto, este método tem sido utilizado atualmente por pesquisadores na
deteccdo do Herpervirus (Cardoso et al., 2010; Silva-Frade et al., 2010b).

A técnica de PCR apresenta-se como alternativa rapida, sensivel e
especifica para detecgao do virus em amostras bioldgicas. A deteccao se da
exclusivamente pela identificagdo do genoma viral, ndo necessitando a
presenca de particulas virais viaveis (Hayden et al., 1991; Bélak &
Ballagipordany, 1993). A técnica de PCR tem contribuido também para a
identificacdo de touros de centrais e vacas doadoras de embrides positivas
para 0 BoHV1 e portanto possiveis portadores do virus no sémen e nos
ovaocitos, respectivamente, impedindo a disseminagdo do virus por estes
animais. Esta técnica ainda tem a vantagem de detectar o BoHV1
precocemente no sémen, a partir do quarto dia de infecgcdo, antes mesmo do
aparecimento de anticorpos detectaveis pela sorologia (Masri et al., 1996). A
PCR ainda proporciona a possibilidade de sequenciamento gendmico das
amostras (Xia et al., 1995). A caracterizagdo dos tipos virais circulantes em
uma regido pode contribuir significativamente com estudos de carater
epidemiologico, antigénico e molecular do BoHV-1 (Takiuchi et al., 2001). O
teste de PCR tem sido utilizado n&do somente como diagndstico, mas para
muitas pesquisas desenvolvidas recentemente (Takiuchi et al., 2003; Takiuchi
et al., 2005; Cortez et al., 2006; Silva et al., 2007; Marley et al., 2008a e Marley

et al., 2008b).
11



2.2.4. Métodos de controle
Uma gama de agentes infecciosos e nao infecciosos sao capazes de

causar reducéao na fertilidade do rebanho. Com a dificuldade de estabelecer um
diagndstico preciso e rapido contra BoHV1, as praticas de vacinagédo tem sido
aos poucos implementadas na tentativa de controle da enfermidade.
Entretanto, essa tendéncia de vacinagcdo sem o diagndstico preciso do
patogeno reprodutivo produz um gasto excessivo e um ilusério senso de
protecdo dos animais (Givens et al., 2006b).

As vacinas com virus vivo modificado contendo o BoHV1 foram
utilizadas pioneiramente nos EUA por volta de 1956. Entretanto, este produto
foi contestado por anos com relagdo a sua eficacia e seguranca (Zemijanis,
1974). Atualmente, as vacinas de virus vivo modificado se mostram eficazes na
protecdo contra o abortamento, desde que aplicadas antes da concepg¢ao do
animal. Mesmo assim, existem relatos da ocorréncia de abortamentos por
BoHV1 em animais previamente vacinados com vacinas certificadas (Ellsworth
et al.,, 2003). Além disso, o uso de vacinas vivas modificadas pode causar
infertilidade temporaria devido a uma necrose folicular em vacas soronegativas
(Givens, 2006a). Uma vacina intranasal de virus vivo foi descrita em 1975
como segura e capaz de proteger os animais em qualquer estagio reprodutivo
(Zemjanis, 1974). Por fim, a vacinagao utilizando o virus BoHV1 morto e um
unico adjuvante também tem mostrado eficaz contra abortamentos causados
por esse virus (Givens, 2006a).

A introducdo de vacinas contra o BoHV 1 no mercado brasileiro € muito
recente. Somente a partir da segunda metade da década de 90, as primeiras
vacinas, importadas dos Estados Unidos, comegaram a ser comercializadas no
Brasil. Posteriormente, algumas vacinas importadas do Uruguai e Argentina
foram introduzidas no mercado brasileiro. Entretanto, apesar de inumeras
pesquisas terem sido realizadas, ndo existe a comprovacado cientifica da
eficiéncia da imunogenicidade produzida pelas vacinas disponiveis no mercado
brasileiro contra BoHV 1 (Silva, 2006).

2.3. Avaliacdo do risco de transmissdao do patdogenos via biotécnicas
reprodutivas

O numero de embrides produzidos no mundo, no ano de 2008, alcangou
expressivos 1.077.203 embrides (Viana et al., 2010). Entretanto, apesar dessa

elevada quantidade de embrides transferidos no mundo sem reportar a
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possibilidade de transmissao de doencga, estes riscos devem ser considerados
(Perry, 2005).

Comparado ao transporte de animais vivos, o transporte comercial de
embrides e sémen tem notada facilidade logistica e controle sanitario. Tal fato
tem despertado, cada vez mais, o interesse de pesquisas para o entendimento
do potencial de transmissao de patégenos (Le et al., 2001). Esta situagao tem
justificavel preocupacéo das principais agéncias regulatérias principalmente por
se tratar de um produto comercializado internacionalmente (Stringfellow et al.,
2004). Além disso, a garantia de seguranga sanitaria no comércio de embrides
bovinos contribui para minimizar a ocorréncia de surtos de doengas ou até
mesmo a introdu¢cdo de uma nova enfermidade no rebanho (Silva-Frade,
2010a).

Segundo a IETS, atualmente ainda ndo se tem conhecimento de
métodos nao-letais para avaliar a existéncia de patégenos em embrides,
anteriormente a transferéncia para as receptoras (Rufino et al., 2006).
Entretanto, algumas estratégias basicas tém sido utilizadas com intuito de
prevenir e/ou monitorar a transmissdo de patdgenos de doadoras para
receptoras, que incluem: teste da doadora; processamento e/ou tratamento do
embrido; teste do recipiente onde foi manipulado este embrido. Destas, o
processamento e tratamento dos embrides tem sido realizados com frequéncia
devido a facilidade, custo, eficacia e tempo de execugao deste procedimento
(Givens & Marley, 2008).

Como descrito, a avaliagao do risco de transmissdo de um patdgeno via
transferéncia de embrides ndo é facil de ser determinada. Diferencas na
producdo de embrides in vivo e in vitro fazem com que o0s riscos de
contaminagao entre estes sejam diferentes. Segundo Bielanski (1997); Perry
(2005) o risco de contaminacdo de um embrido de TE € muito menor que um
embrido de PIV. Este fato esta relacionado principalmente com dois fatores
determinantes, a diferenca ultra-estrutural da ZP e diferencas na producéao
destes embrides. A zona pelucida de embrides produzidos in vitro tem
diferencgas significativas na estrutura fisico-quimica, devido ao longo tempo de
incubacdo a temperaturas em torno de 39 °C, as forgas eletrostaticas e a
composi¢cdo do meio de cultura (Bielaski & Jordan, 1996). Portanto, espera-se
maior sensibilidade destes em relagdo aos embrides produzidos in vivo (Pollard

& Leibo, 1993). As diferengas na produgcdo dos embrides estdo ligadas,
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sobretudo, ao uso de diferentes reagentes. Na PIV, por exemplo, sdo utilizados
sistemas de cultivo especificos que, por conter células animais, sdao uma
possivel fonte de contaminacdo embrionaria. Os fluidos utilizados in vitro
também podem ser fonte de contaminagdo viral, estabelecendo estreita
proximidade com o embrido até o momento da transferéncia (Stringfellow &
Givens, 2000).

Portanto, o potencial de transmiss&do do patégeno por um embrido
produzido in vivo esta ligado a introducédo do agente via doadora de embrides,
doador de sémen, reagente de origem animal (Albumina Sérica Bovina (BSA)
ou Soro Fetal Bovino (SFB)) ou recipiente em contato com o embrido.
Entretanto, no embrido de PIV, o potencial de transmissdo de um patégeno
esta ligada a introdugéo deste via ovécitos, sémen, reagente de origem animal
e células somaticas utilizadas nos procedimentos de PIV e IVC (Cultivo in
vitro), respectivamente. Embora a contaminagao do ambiente seja improvavel
de acontecer se forem tomadas todas as precaugdes sanitarias, esta
possibilidade deve ser considerada (Wrathall & Suttmoller, 1998).

Atualmente existe um codigo de regulamentagdo de saude animal,
estabelecido pela OIE (World Organisation for Animal Health) (2003) que
salienta a necessidade de submeter os procedimentos de PIV a uma avaliagao
prévia dos riscos quantitativos de transmissdo de um patogeno. Esta
circunstancia, fez com que Perry (2005) criasse um modelo estatistico para
predizer o risco de transmissao do virus BoHV1 para embrides de FIV a partir
de material coletado de frigorificos. O software desenvolvido leva em
consideragao diversas premissas do procedimento de PIV dos embrides. A
partir dos dados coletados o programa é capaz de predizer o risco de
transmissao do virus aos embrides e a probabilidade minima de transmissao

deste patdgeno ao recipiente onde é manipulado estes embrides.

2.3.1. Doadores de sémen
Nos machos, muitos patdégenos tém sido descritos por afetar a fertilidade

de touros, causando a doenca no trato reprodutivo ou se associando ao sémen
durante a fertilizacdo. O doador de sémen representa uma fonte potencial de
introdugédo do patégeno em um sistema de producdo de embrides (Givens &
Marley, 2008b). Além disso, a possibilidade de armazenamento e

comercializagdo fornece uma oportunidade de disseminagéo de patégenos pelo
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sémen, fazendo com que pontos criticos de controle sejam estabelecidos para
um maior controle.

A preocupacdo com tal fato, fez com que a OIE (2007) estabelecesse
um padréo de controle de doengas associado com o a producado de sémen.
Estes requerimentos, assim como para ovdcitos, tém o objetivo de permitir o
transporte de sémen, garantindo um negligenciavel risco de transmissado do
patdgeno via sémen.

Mesmo com as recomendagdes da OIE e CSS (Certified Semen
Services —USA), o risco de transmissao de certos patégenos como o virus da
leucose enzootica bovina, o virus da lingua azul, e o herpesvirus bovinos 1 séo
despreziveis quando embrides derivados in vivo sdo posteriormente lavados e
tratados com tripsina de acordo com protocolos descritos mundialmente pela
IETS (1998). No entanto, a avaliagdo dos riscos em embrides de FIV é
diferente. Na auséncia de medidas de bioseguridade do sémen, o virus da
lingua azul, o BoHV 1 e o BVDV podem ser facilmente introduzidos e resultar
na contaminacdo de embrides, na qual dificimente se tornam livres de
patdbgenos, mesmo quando sdo tomadas medidas preventivas de

processamento descritas internacionalmente pela IETS (Wrathall et al., 2006).

2.3.2. Ovocitos e doadoras de embrides
Os ovocitos e as doadoras de embrides sdao também considerados

potenciais fontes de patdégenos que podem permanecer associados com
embrides (Givens & Marley, 2008a). Consequentemente, frente a eficiéncia
nao comprovada dos protocolos de desinfeccao utilizando tripsina, tem se
utilizado o teste da doadora para patégenos especificos 30 dias antes da coleta
dos embrides e apds apropriado periodo de incubagéo.

Se considerarmos embrides de FIV, mesmo que experimentalmente,
possam ser produzidos a partir de ovocitos de animais derivado de abatedouro,
sem o controle sanitario conhecido, o risco potencial de transmissdao de
patdgenos como o BoHV1 via doadora € um risco potencial que ¢é dificiimente
estimado ou reduzido (D’Angelo et al., 2002). Como na maior parte dos
frigorificos mundiais, os animais sdo submetidos a inspeg¢do antemortem e
posmortem, as doengas nas quais geralmente apresentam sinais clinicos sao
dificieis de estarem presentes. Entretanto, patégenos que nao produzem sinais
clinicos evidentes, como o BoHV1, consistentemente podem estar associados

com os complexos cumulus-ovdcito e replicar no ambiente in vitro (Bielanski et
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al., 1993). Neste caso, a remogao das células do cumulus durante o processo
de PIV pode minimizar o risco de introducdo de patdégenos nao detectados
(Perry, 2007).

Entretanto, o uso de rapidos e sensiveis testes analiticos para detectar
patdgenos no fluido folicular podem ser utilizados para assegurar que ovécitos
infectados ndo sejam usados para producdo de embrides (Galik et al., 2002).
Contudo, a eficiéncia destes testes ndo é totalmente comprovada. Outra
alternativa seria a introdugdo de anticorpos neutralizantes no fluido folicular,
com o intuito de prevenir a replicagdo de patégenos que seriam detectados
usando estes testes. Todavia, a eficacia desta alternativa ndo foi totalmente
confirmada (Galik et al., 2002).

Porém, comercialmente, a PIV de embrides requer que o sistema e seus
constituintes estejam livres de doencgas especificas, garantindo uma produgéo
embrionaria satisfatéria pouco variavel (Silva-Frade, 2009). Neste caso, os
ovocitos recuperados sao na maioria das vezes de doadoras com sanidade
comprovada, o que dificulta a disseminagdo de agentes infecciosos. O risco de
transmissao de doengas deve-se, provavelmente, aos meios reagentes de
origem animal e/ou células somaticas que sao utilizados no processo de
producao in vitro de embrides (Silva, 2005), além de uma possivel manipulagao

indiscriminada dos gametas e embrides durante o procedimento.

2.3.3. Meios reagentes de origem animal
Como a confecgdo da BSA envolve altas temperaturas (65 a 75 °C por

mais de 3 horas), muitos agentes infecciosos podem ser inativados neste
processo de produgao (Givens & Marley et al., 2008a). Entretanto, é fato que
muitos agentes virais possam resistir a este processo de desinfecgao.
Contrariamente, o SFB ndo passa por nenhum processo de desinfeccdo e sua
contaminagdo € comum causando seérias preocupagdes epidemioldgicas
(Erickson et al., 1991; Levings & Wessman, 1991). Alguns autores observaram
que o SFB é capaz de carrear fungos, bactérias e virus ao processo de PIV de
embrides (Makoschey et al., 2002; Cardoso et al., 2005). Perry (2007)
recomenda a utilizacdo do soro fetal somente apds tratamento com calor e
irradiagcdo gama. Deste modo, espera-se que o uso do soro fetal bovino seja
evitado, e se necessario, este deve ser irradiado e/ou testado para patégenos

de interesse antes do uso.
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2.3.4. Células somaticas
A maturagdo dos ovdcitos ou cultura dos zigotos até o estagio de

blastocisto envolve a utilizacdo de grande variedade de células somaticas nos
meios de co-cultura. Entretanto, na maioria das vezes, s&o utilizadas
monocamada de células oriundas de ovocitos ou células do epitélio ciliado de
vacas oriundas de abatedouro como suporte para desenvolvimento embrionario
em co-culturas. Como estes animais nao tém nenhum tipo de certificacédo
sanitaria, existe uma consideravel possibilidade de que estas células sejam
obtidas de animais positivos para uma determinada enfermidade. A infeccéo
dos patégenos a essas células somaticas pode replicar durante o cultivo in
vitro, dependendo da compatibilidade do sistema de cultura, culminando com o
crescimento do patogeno (Givens et al., 2002). Evitar o uso de ceélulas
somaticas de doadoras que nao se conhece o histérico de saude é
aconselhavel. No entanto, quando se utiliza co-cultura de células de animais de
abatedouro, sdo necessarios testes no fluido folicular e nas culturas de células
(Givens & Marley, 2008a).

2.3.5. Recipientes
N&o somente a saude dos animais, mas a garantia de inocuidade dos

recipientes utilizados nos procedimento de PIV sdo essenciais para garantir a
saude embrionaria. A saude dos embrides transferidos é muito influenciada
pela inocuidade dos recipientes dos embrides (Mapletoft et al., 1998; Marley &
Givens, 2008a). Alternativas como o uso de materiais descartaveis e tentativas
de desinfeccao dos recipientes usados com a tripsina sdo recomendaveis
(Edens et al., 2003). Entretanto, quando ndo se tem garantia do estado de
saude dos animais, sao imprescindiveis o teste e isolamento dos recipientes.
Atengao maior deve ser com doencas capazes de causar infecgdes subclinicas
persistentes. Quando existir esta possibilidade, medidas de controle devem ter
carater preventivo e os recipientes de manipulacdo dos embrides devem ser
obrigatoriamente testados para estes patdgenos antes da introdugcdo na
fazenda (Givens & Marley, 2008a).

2.4 Métodos de controle de infeccdo em embrifes bovinos
Além da utilizacdo de sucessivas lavagens com tripsina, proposto pela
IETS (1998), novos tratamentos com enzimas proteoliticas e antivirais tem sido

estudados como o objetivo de prevenir e minimizar a replicagdo viral em
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gametas e embrides. O objetivo de tais estudos € validar novos tratamentos a
embrides e reagentes para meios de cultura. Com isso, se reduz a necessidade
de testar embrides e ovécitos das doadoras e os recipientes utilizados neste

processo.

2.4.1. Lavagem e tratamento dos embrides com tripsina e outras
proteases
Um método utilizado com objetivo de reduzir o risco de transmisséo de

doencas por meio de recipientes € manipular e lavar os embrides com tripsina
de acordo com o Manual da IETS (1998) antes da transferéncia. Apesar de
bastante estudado e proposto pela IETS, a eficacia do uso da tripsina € um
tema muito controverso e inconclusivo.

Neste manual, é descrito que embrides produzidos in vivo, que tenham a
ZP intacta, visualizada em Microscépio Estereoscopio e que sejam livres de
materiais aderidos devem ser lavados no minimo de 10 vezes em grupos de no
maximo 10 embrides da mesma doadora (Stringfellow et al., 1991; IETS, 1998).
Este tratamento com tripsina em embrides com a ZP integra e produzidos in
vivo, demonstrou remover eficientemente o BoHV 1 previamente a
transferéncia (Edens et al., 2003; Makaverich et al., 2007). O tratamento
utilizando tripsina a 0,25% (ph 7,6 -7,8) se mostrou bastante eficiente contra
multiplos virus envelopados (Singh et al., 1983; Stringfellow et al., 1990).

Entretanto, a eficacia destas lavagens nao se aplica aos embrides

produzidos in vitro (Bielanski e Dubuc, 1994; Bielanski et al., 1997; D’Angelo et
al., 2002; Edens et al., 2003; D’Angelo et al., 2008). Acredita-se que pelas
diferencas ultra-estruturais da ZP, os embrides de FIV sejam muito mais
susceptiveis a infecg¢des virais quando comparados aos embrides produzidos in
vivo (Bielanski et al., 1997). Foi comprovada que a interagao
espermatozoide/ovdcito é capaz de proporcionar um ponto de entrada do virus,
que neste local, encontra-se protegido contra medidas sanitarias, como o
tratamento de tripsina (Kubovicova, 2008). Deste modo, alguns autores
acreditam que lavagens com tripsina nos embrides de FIV similarmente aos
embrides produzidos in vivo, ndo passa de um processo paliativo e pouco
efetivo para controlar a infecgao (Stringfellow & Givens, 2000).

Enquanto somente tripsina é recomendada como um tratamento
enzimatico comercial pela IETS, outras proteases sao disponiveis

comercialmente e tem sido submetidas a testes de eficacia (Bielanski, 2007).
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Um exemplo é a hialuronidase, a qual tem se mostrado mais efetiva do que a
tripsina em embrides de suinos derivados in vitro, para a remogao do virus da
encefalomiocardite, circovirus suino tipo 2, parvovirus suino, virus da sindrome
reprodutiva e respiratoria (Bureau et al., 2005).

Outros produtos novos, como tripsinas recombinantes que nao sao de
origem animal, também tem sido avaliadas: A TrpyZeanT (Sigma), por
exemplo, produzida a partir de um gene da tripsina bovina expressa no milho,
ainda necessita de maiores comprovagdes. No entanto, Seidel et al. (2007)
demonstraram a possivel eficacia de tal substancia ao diminuir a carga viral
aderida em embrides produzidos in vivo. Outro produto, TrypLE (Invitrogen) é
uma protease similar a tripsina de um fungo recombinante. Estudos
preliminares tém mostrado que a TrypLE (10x) quando utilizada por 10 minutos,
remove completamente o BHV-1 de embrides bovinos in vivo no dia 7 com a
ZP intacta (Marley et al., 2006). Surpreendentemente, a eficacia desta
substéancia contra o BoHV-1 tem sido descrita em embrides produzidos in vitro
quando o produto é usado por 10 minutos numa diluicdo 1:2 (Marley et al.,
2007).

2.4.2. Uso de antivirais
Pensando no lado pratico da questao, a adigcdo de substancias antivirais

em sistemas de produgao de embrides in vitro poderia se tornar uma excelente
opgao de controle. As substancias antivirais agem complementando a
imunidade celular e a resposta humoral de anticorpos, na tentativa de deter a
multiplicagdo viral. Um elevado numero de agentes antivirais contra BoHV-1 e
BVDV tem sido avaliados recentemente em busca de um produto que seja ao
mesmo tempo eficiente e atdxico aos embrides (Givens & Marley, 2008a).
Embora o cidofovir (4ug/mL) tenha sido eficiente contra BoHV-1 em
cultura de tecidos e também reduzido a replicagao viral e os sinais clinicos de
animais experimentalmente infectados, Bila et al. (1993) reportou que o
cidofovir foi letal a embrides de camundongos. O acido fosfonoférmico, tem
sido testado com efeito comprovado inibindo a replicagdo em cepas de BoHV-
1. Utilizado em concentragbes de 200 e 400 pg/mL este mostrou efeitos
satisfatérios sobre a inibicado de Unidade Formadora de Placa (UFP) do BoHV-
1. No entanto, apesar de sua eficacia comprovada para eliminagao viral, esta

substancia diminuiu o numero de embrides viaveis. Este fato foi comprovado
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pela diminuicdo do numero de blastocistos e a diminuicdo do numero de
células/blastocistos dos embrides tratados (Marley et al., 2006).

A lactoferrina, uma importante glicoproteina ligante ao ferro € produzida
pelas células da mucosa epitelial e tem efeito demonstrado in vitro contra
alguns agentes virais (Tanaka et al., 2003; Beaumont et al., 2003). Testes com
esta substancia adicionada aos meios de cultivo tém demonstrado efeitos
satisfatérios quanto a inibicdo do BoHV-1. Contudo, foi constatada uma
significante diminuigdo na taxa de desenvolvimento de blastocistos (Givens et
al., 2007).

O interferon tau desempenha fungdo de reconhecimento materno da
gestacédo e é produzido pelo trofoderma. Utilizado com anti-viral na PIV de
embrides bovinos, o interferon tau recombinate bovino parece inibir a
replicacdo do BVDV mas nao diminuiu a replicacdo do BoHV-1 em células
MDBK (Galik et al., 2006). Corroborando com essas informacdes, Peek et al.
(2004) também verificou a ineficiéncia do interferon no controle ao BoHV-1.
Deste modo, ainda nao foi descrito um efetivo tratamento antiviral preventivo

contra o BoHV-1 nos sistemas de cultivo de embrides.

2.4.3. Medidas alternativas de controle
Como ja descrito, a comprovagao da capacidade de transmisséo de

doencgas via SFB tem se tornado um problema significante (Erickson et al.,
1991). Alguns autores tém obtido alternativas para substituicdo desta
substancia. O uso de macromoléculas ndo protéicas, mais especificamente o
alcool polivinilico (PVA), tem sido discutido com intuito de se substituir os
produtos de origem animal nos sistemas de cultivo in vitro, diminuindo assim o
risco de transmissao dos patdégenos (Silva-Frade, 2009). Ainda segundo
Seidel et al. (1990) e Nowshari e Brem (2000), o PVA é uma alternativa
sintética que pode substituir o SFB nos procedimentos de PIV sem
comprometimento aparentes ao desenvolvimento embrionario.

Trabalhando com o virus BoHV 5 e comparando o efeito da substituicao
do SFB pelo PVA na taxa de fertilizagdo embrionaria, Silva-Frade et al. (2010a)
relatou que o efeito negativo da infecgdo viral foi observado apenas em
ovoécitos maturados em meio contendo SFB. Todavia, ovdcitos infectados
maturados em meio com PVA tiveram taxa de fertilizacdo semelhante ao grupo
controle n&o infectado. O fato da viabilidade viral em meio com PVA ser

reduzida pode ser explicada por esta substancia ser constituida de moléculas
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nao protéicas, dificultando a adsorcao viral. Além disso, o PVA pode fornecer
maior estabilidade a membrana do ovdcito favorecendo a fecundagao (Merten
et al., 1999).

Além disso, tem sido estudado o efeito de analogos da BSA oriundo de
espécies heterdlogas na tentativa de substituicio do SFB e do BSA na
producao de embrides in vitro. Apesar de nao ter apresentados resultados
muitos satisfatorios, Tetzner (2007) avaliou o uso da ovalbumina (OVA) na PIV
de embrides bovinos. Por ser proveniente de uma espécie heterdloga (de
aves), esta alternativa tem a vantagem de representar um menor risco de

transmissao de patdégenos aos embrides bovinos.

2.5 Potencial de interferéncia do BoVH 1 em gametas e embrides bovinos

Estudos recentes sobre causas de alteragcbes reprodutivas no rebanho
bovino tém focado o BoHV-1, por ser este ser considerado o agente viral mais
conhecido na esfera reprodutiva (Brock, 1998). Fato que se deve
principalmente pelo impacto econémico deste virus (Wrathall et al., 2006).

A infeccdo viral em células embrionarias € uma possibilidade muito
importante a ser considerada. Uma das possiveis formas dessa infecgao é por
meio dos gametas, podendo comprometer o embrido, o feto ou,
subsequentemente, o animal recém-nascido. Nesse tipo de infeccdo, o
patdgeno pode estar associado ao ovoécito, no momento da fecundacgao, ou ser
carreado para o seu interior por meio da fusdo com o espermatozoide
contaminado. Desse modo, a infeccdo pode ocorrer antes ou durante a
fecundagdo (Wrathall & Sutmdller, 1998). O BoHV1 ja demonstrou a
capacidade de se ligar a espermatozoides e ovdcitos e ser transmitido por
animais clinicamente sadios (Wrenzycky et al., 2007). Entretanto, a natureza
destas ligagcdes e o potencial de interferéncia do virus nestas células ainda

necessitam ser profundamente entendidos.

2.5.1 Contaminacdo em ovocitos
Em relagdo a contaminagado dos ovadcitos, um dos principais pontos de

resisténcia a ser considerado € a Zona Pelucida (ZP). A ZP é uma matriz
extracelular unica que envolve o ovdcito e também o embrido em sua fase
inicial, e que confere especificidade na fertilizagao, bloqueio a polispermia e
protecdo durante os estadios iniciais do desenvolvimento embrionario.

Betteridge (1995) verificou que a ZP de bovinos e ovinos possui entre 10 e
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15um de espessura. A partir deste dado, conclui-se que a maioria dos
patdgenos € incapaz de migrar passivamente através da ZP intacta e infectar
as células dos embrides coletados (Stringfellow & Givens, 2000), visto que
particulas com o didmetro de 40-100 um permanecem retidas na ZP (Vanroose
et al., 1999). No entanto, discordancias a cerca do tamanho dos poros da ZP,
tem feito com que autores revisem suas perspectivas de protecdo desta
membrana. Segundo Vanroose et al. (2000) e Makarevichet al. (2007) os poros
externos da ZP séao suficientemente grandes para permitir a transposi¢ao do
virus BoHV 1.

Guerin et al. (1990) estudaram o efeito do BoHV-1 em grupos de
ovocitos que foram expostos ao virus durante a maturacdo e fecundagao. O
virus parece nao ter efeito na maturacdo dos ovécitos, porém reduziu
significativamente a taxa de fecundacdo. Estes achados foram mais tarde
comprovados por Bielanski e Dubuc (1994) que demonstraram que a infecg&o
de ovécitos com BoHV1 reduziu a taxa de formacéo de blastocistos. Os autores
concluiram que o BoHV-1 ndo somente foi adsorvido ao gameta como também
prejudicou sua habilidade de fecundar, possivelmente devido ao fato de alterar
a penetragao espermatica ou afetar o mecanismo de interacdo intracelular de
fusao.

Entretanto, apesar do efeito prejudicial comprovado, o carreamento do
virus através da zona pelucida para o interior dos ovocitos, no momento da
fecundagdo in vitro, nunca foi descrito na espécie bovina (Wrathall et al., 2006).
Segundo a IETS (1998) s&o necessarias mais pesquisas sobre a interagéo de
patdgenos com odcitos fecundados in vitro.

Finalmente, enquanto esta claro o papel da ZP como barreira mecanica
contra a infecgao viral, esta estrutura parece atuar similarmente como veiculo
passivo da infecgdo de alguns virus, dentre eles o BoHV1 (Rufino et al., 2006).
Alguns patégenos virais, entre eles o BoHV1, tem a capacidade de se aderir a
ZP de embrides e ovdcitos e contaminar o animal quando este, receber o
embrido juntamente com o virus aderido ou até mesmo o proprio embrido

durante sua ecloséao.

2.5.2 Contaminacdo em espermatozoides
Nos machos, o virus parece se associar ao sémen apos reativacao viral,

desencadeada por alguns fatores estressantes (Van Wagtendonk-de Leeuw et
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al., 2000). Dentre estes fatores incluem o transporte e vacinagdo dos animais,
variagdes bruscas de temperatura, entre outros. O virus replica inicialmente na
mucosa do prepucio, pénis e uretra. Posteriormente, o virus presente nas
mucosas infectadas contamina o sémen no momento da ejaculagcdo (Muylkens
et al., 2007; Wrenzycki et al., 2007; Givens e Marley 2008b). Acredita-se que
existe uma maior possibilidade do plasma seminal de conter o virus comparado
ao espermatozoide (Vogel et al., 2004). Estudos indicam que uma vez
infectados, os bovinos podem eliminar o virus pelo sémen durante toda sua
vida (Van Oirschot, 1995). Por outro lado, existem indicadores que o sémen de
animais soropositivos para BoHV1 pode ser livre de virus por prolongados
intervalos, se os touros forem bem manejados em um ambiente de baixo
estresse (Eaglesome & Garcia, 1997).

Embora o BoHV1 nao afete a motilidade espermatica ou a integridade
acrossomal (Tanghe et al. 2005; Givens e Marley 2008b), tem sido descrito o
efeito da enfermidade na qualidade seminal. Entretanto, este fato parece estar
ligado mais ao efeito da doenga generalizada no animal do que o efeito direto
do virus no espermatozéide (Van Oirschot, 1995; Vogel et al., 2004). Diversos
autores tem detectado a presenca do BoHV-1 no sémen bovino empregando a
técnica de PCR (Silva-Frade, 2009). Surpreendentemente, autores relataram a
detecgdo do BoHV-1 também em amostras de sémen de touros soronegativos
(Parsonson & Snowdon, 1975; Kupferschmied et al., 1986).

A associagao do BoHV1 com o espermatozodide representa um caminho
potencial para infeccdo de um ovécito durante a fertilizacdo (Tanghe et al.,
2005). O efeito deletério da infecgao viral em espermatozoéides foi comprovado
quando estes foram expostos ao BoHV-1 durante a FIV. A infeccdo levou ao
comprometimento no desenvolvimento embrionario (Makarevich et al., 2007),
além de reduzir a taxa de clivagem e de formacgao de blastocistos (Vanroose et
al., 1999).

2.5.3. Contaminacao de embrides
Como dito, a ZP tem importancia fundamental na protecdo dos embrides

(Bowen, 1979). Apesar da demonstragdo que migragdes passivas do virus
através da ZP sao muito improvaveis de acontecer, acredita-se que particulas
virais aderidas poderiam dificultar o processo de penetragcdo do
espermatozoide no ovocito pela ZP (Vanroose et al., 1999). Bowen (1979)

sugere que o virus aderido na ZP ou no espermatozoide poderia penetrar no
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ovécito no momento da fertilizagdo. Ja Wratall & Sutmoller (1998) sugerem ser
extremamente improvavel que isso ocorra, pois 0s canais da zona pelucida
deixados pelas expansdes das células da corona radiata ou pela passagem do
espermatozoide se fecham muito rapidamente. Contradigdes verificadas em
pesquisas comprovam que este assunto ainda parece bastante obscuro.

Descartando a possibilidade de migracédo através da ZP dos ovocitos e
embrides, sobrariam algumas possibilidades para creditar o insucesso do
desenvolvimento embrionario de embrides contaminados.

Primeiramente devemos considerar a possibilidade de infeccdo de um
embrido durante a fertilizacdo. Alguns pesquisadores acreditam na capacidade
de contaminacdo do embrido durante sua fusdo com a célula espermatica
(Wrathall & Sutmoller, 1998; Vanroose et al., 2000), visto que, durante este
processo sao formadas fissuras e escavagdes capazes de proporcionar a
entrada do virus. Além disso, a formacgao destas fissuras poderia contribuir
para proteger o virus de medidas sanitarias de controle, como tratamentos com
tripsina (Kubovicova, 2008).

Outra possibilidade, proposta por Archbald et al. (1979) seria que a
simples presenga do virus, mesmo aderido externamente a ZP do embrido,
poderia contribuir para falhas no desenvolvimento embrionario. Apesar de
terem trabalhado com BVDV, estes autores, observaram que mesmo a ZP se
mostrando normal e integra, particulas virais seriam responsaveis pela criagao
de um ambiente desfavoravel ao cultivo e desenvolvimento embrionario,
contribuindo para inibicdo do desenvolvimento deste. Este ambiente prejudicial
ao cultivo embrionario possivelmente esta ligado a liberagdo de toxinas e
metabdlitos pelas particulas virais. Tal fato foi comprovado com BoHV1 mais
tarde por Vanroose et al. (1999), que obtiveram taxas de clivagem e de
formagao de blastocistos significativamente reduzidas, apdés a exposi¢ao ao
virus durante a etapa de FIV.

N&o menos importante, seria a possibilidade de interferéncia do virus no
processo de fusdo espermatozéide/ovécito. Varios estudos tém sido
conduzidos a fim de se mostrar a real interagdo do virus com o processo de
fertilizagdo (Tanghe et al., 2005). Trabalhos demonstram que o BoHV-1 nao é
somente adsorvido aos gametas, como também prejudica a fertilizag&o in vitro,
possivelmente devido a efeito sobre a penetracido espermatica ou interacao

com mecanismos intracelulares de fusao (Guerin et al., 1990). Foi demonstrado
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uma redugao de até 60% no numero de espermatozoéides aderidos a ZP devido
ao efeito da incubacado prévia com o BoHV 1 (Vanroose et al., 2000). Esta
diminuicdo é influenciada principalmente pelo titulo viral, visto que, foi
comprovada a existéncia de uma relagdo inversamente proporcional entre a
ligacao do espermatozoéide a zona pelucida com o titulo do BoHV-1 (Tanghe et
al., 2005; Makaverich et al., 2007). De acordo com Choi et al. (2008) o BoHV-1
pode ser responsabilizado por modificar as propriedades elétricas da
membrana plasmatica por alteragbes nos gradientes de catidnicos ou
interagcdes com as proteinas da membrana que modulam os canais idnicos. Ja
Tanghe et al. (2005) relatam a presenca do virus na regido equatorial da
cabeca de espermatozodides contaminados. Isto sugere que o BoHV1, além de
interferir na ligagdo espermatozoéide/ovécito, podera também comprometer
outras etapas subseqlentes da fertilizagdo, que incluem a ligagédo
espermatozoide/oolema e fusdo espermatozéide/ovécito. Adicionalmente, estes
autores afirmam que o efeito inibitério do BoHV1 sobre a ligagcédo
espermatozoide/ovocito se da, sobretudo, pela ocupagdo de receptores
especificos responsaveis por promover a ligagcao entre os gametas masculino e
feminino.

Inimeros trabalhos mostram o efeito prejudicial da contaminagdo com
BoHV1 sobre a taxa de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario. Bielanski e
Dubuc (1994) relataram que a proporcédo de blastocistos morfologicamente
normais foi reduzida quando esses foram produzidos no sistema de PIV,
infectado com BoHV-1. Além disso, Makarevich et al. (2007) observou
comprometimento no desenvolvimento embrionario pré-implantacao apos
exposicao ao BoHV-1, concluindo que a consequéncia da infeccédo viral na
viabilidade dos embrides pode depender do titulo viral. O comprovado efeito do
virus sobre as células embrionarias foi demonstrado por Vanroose et al. (1996).
Neste estudo, os embrides com zona pelucida intacta foram protegidos contra a
exposig¢ao. Contudo, os blastocistos expandidos, quando expostos ao BoHV-1,
apresentaram antigenos virais em aproximadamente 13% de suas células e
degeneraram.

A remocgao das células do cumulus durante o processo de produgao do
embrido in vitro, que pode ser considerada uma medida de controle por evitar a
introducéo e amplificacdo de patégenos nédo detectados segundo Bielasnki et

al. (1993) e Perry (2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacéo e periodo experimental

O experimento foi realizado em trés fases, como a seguir: a coleta do
material, os testes sorologicos e os testes biomoleculares.

A coleta do material foi realizada no Frigorifico Sabor de Minas,
localizado no municipio de Muriaé, Minas Gerais, coordenadas 21° 08’ Sul e
42° 22’ Oeste. Os testes soroldgicos foram realizados no Laboratério de
Virologia Animal. No Laboratério de Biologia Molecular (Biomol), foram
realizados todos os testes moleculares. O acondicionamento e processamento
do material coletado no frigorifico, antes de ser testado, foi realizado no
Laboratério de Reprodugdo Animal (LRA). Estes trés laboratérios estao
localizados no Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de
Vigosa (UFV).

O experimento teve inicio no més de abril do ano de 2010, quando as
amostras a serem testadas comecaram a ser coletadas e o trabalho se
estendeu até o més de janeiro de 2011. O projeto foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica do Departamento de Medicina Veterinaria, tendo o

registro confirmado na data de 29 de margo de 2009.

3.2. Selecao dos animais e coleta das amostras

Anteriormente a coleta das amostras, foram rastreadas todas as
propriedades onde nao se praticava a vacinacdo do rebanho contra o BoHV1.
Todas as amostras coletadas foram oriundas de animais destas propriedades.
Os animais aparentemente ndo apresentavam sinais clinicos para a doenga. As
amostras coletadas de sangue e ovarios foram coletadas durante a sangria e a
evisceracdo dos animais, respectivamente. As amostras sanguineas foram
coletadas com tubos a vacuo com e sem anticoagulante, e dos mesmos
animais foram coletados os ovarios, armazenados em recipientes plasticos
estéreis individuais. Ao fim da coleta, os ovarios e o sangue com
anticoagulante foram acondicionados em uma caixa térmica a temperatura de
aproximadamente 4 °C e transportados até o laboratério por um periodo
maximo de duas horas, a excegdo do sangue sem anticoagulante que era

transportado a temperatura ambiente.
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3.3. Manipulacéo dos ovéarios e processamento das amostras

No LRA, os ovarios de cada animal foram puncionados com agulhas
descartaveis de 25 x 7 gauge. Primeiramente, o fluido folicular do foliculo
dominante foi aspirado, quando presente, para obtencao da aliquota do liquido
folicular. Este liquido, contendo também células, foi centrifugado a 600 G por
20 minutos para a separacdo completa do liquido folicular. As aliquotas de
ovocitos foram provenientes da aspiracdo de todos os outros foliculos do
ovario. Estes ovdcitos, apds a aspiragao, foram lavados por trés passagens
sucessivas em microgotas de agua ultrapura autoclavada e posteriormente
congelados na agua em microtubos estéreis. Apds a aspiragao, para obtencao
das amostras de tecido ovariano, foram utilizadas |aminas de bisturi para
realizacao de cortes transversais no ovario que se aprofundavam, na maioria
das vezes, até a regido vasculosa. As amostras sanguineas sem
anticoagulante foram mantidas em banho-maria a 37 °C por 15 minutos e
posteriormente centrifugadas a 860 G por cinco minutos para facilitar a
separacao do soro que, posteriormente, foi transferido para microtubos.

Apds o processamento, os fragmentos de tecido ovariano, o liquido
folicular, os complexos cumulus-ovécitos e as amostra de sangue de cada
animal foram identificadas e acondicionadas a -20 °C até serem encaminhadas
para analise no Biomol, onde foram realizadas a detecgdo do DNA viral pela
PCR. As amostras de soro foram inativadas a 56 °C por 30 minutos antes de
serem congeladas e remetidas ao Laboratério de Virologia Animal — DVT, para

realizacao da sorologia em microplacas.
3.4. Teste sorolégico

3.4.1. Manutenc¢éao de culturas celulares
Foi utilizada a linhagem celular Madin & Darby Bovine Kidney (MDBK)

para a reagao de soroneutralizagdo e para a multiplicagdo das estirpes virais
em garrafas de poliestireno descartaveis para cultivo celular TPP®, com area
de 75 cm?. As culturas de células foram cultivadas em monocamadas. Como
meio de manutengao, utilizou-se o “Minimum Essential Medium” Cultilab®,
fitrado em filtro Millipore de 0,22 pm, pH 7, com adicdo de antibibtico,
acrescido de 0,2% de bicarbonato de sodio e de 5% de soro fetal bovino (SFB)

Cultilab® livre de Pestivirus e de anticorpos contra o BVDV. As garrafas com
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culturas celulares foram mantidas em estufa de CO, a temperatura de 37 'C

por um periodo de 72 horas.

3.4.2. Multiplicagéao viral
A amostra do BoHV-1 cepa "Los Angeles" (BoHV1-LA) foi multiplicada

em células MDBK cultivadas em monocamada, como descrito no item 3.4.1.

Para a multiplicacéo do virus padréao, foi inoculado 200uL da suspenséao
do BoHV-1 nas garrafas com monocamada de células, formada apds 24 horas
a partir do sub-cultivo inicial, logo apds a remogédo do meio de manutengao. O
sistema foi incubado em estufa de CO, a temperatura de 37 °C por um periodo
de 60 minutos, para a adsorc¢ao do virus as células.

Transcorrido esse tempo, foram adicionados 5mL do meio de
manutencdo. Novamente a garrafa foi submetida a incubacdo em estufa a
temperatura de 37 °C até que as células em confluéncia apresentassem
aproximadamente 80% de efeito citopatico (ECP).

Assim que a monocamada apresentou o ECP desejavel, o indculo foi
submetido a trés eventos de congelamento e descongelamento compreendidos
na retirada e colocagao da garrafa de cultivo no freezer a —20 ‘C. Em seguida o

conteudo foi aliquotado em criotubos e armazenados a -80°C.

3.4.3. Titulacao Viral
Uma das aliquotas (item 3.4.2) foi descongelada e submetida a titulagao

viral. A metodologia utilizada foi a preconizada pelo “Manual of Diagnostic
Tests and Vaccines of Terrestrial Animals” (OIE, 2005) denominada de “Tissue
Culture Infective Dose” (TCIDsp).

Para a titulacio viral foi utilizada placas de microtitulacdo descartaveis
de 96 cavidades. A aliquota de virus descongelada foi diluida em meio de
manutencdo, em escala logaritmica seriada de base 10 (10" a 10®), mantendo
sempre os microtubos em banho de gelo para evitar a queda do titulo viral. Em
cada uma das oito primeiras colunas da placa de microtitulagdo foi colocada a
respectiva diluicdo (a primeira coluna recebeu a diluigdo 10" e assim por
diante, até que a oitava coluna recebeu a diluicdo 10®).

Posteriormente, foi acrescentado em cada poco da placa, 50uL de
suspensido de células MDBK. As colunas de numero nove e 10 foram os
controles celulares e receberam 50uL de meio e a suspensao celular na

mesma quantidade do restante da placa. Terminado esse procedimento, a
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placa foi incubada em estufa a temperatura de 37 °C em atmosfera controlada
com 5% de CO,. Decorridas 72 horas, a placa foi observada em microscépio
invertido para pesquisa dos efeitos citopaticos caracteristicos do virus nas oito
diferentes diluigées. O titulo viral foi calculado segundo o método de Reed &
Muench (1938).

3.4.4. Pesquisa de anticorpos neutralizantes
O diagnéstico soroldgico das amostras foi realizado por meio das provas

de soroneutralizacdo em microplacas de acordo com a metodologia proposta
por "Manual of Standards for Diagnostic Tests and Vacines" (OIE, 2008) e o
protocolo seguido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) do Governo Brasileiro.

Os testes de soroneutralizacdo (SN) foram realizados em microplacas de
96 cavidades (CORNING COSTAR®). Entretanto, a fim de pesquisar uma maior
faixa de variagao soroldgica, optou-se por fazer a diluicao seriada nas linhas e
ndo nas colunas, como € utilizado convencionalmente. Desta forma, em cada
placa confeccionada, foi possivel avaliar oito amostras de soro. Contudo, como
foi realizada duplicata de cada amostra, foram testadas somente quatro
amostras por placa.

Seguindo a metodologia preconizada, na primeira linha foram
adicionados 100uL de meio MEM, nas demais linhas foram acrescentados
50uL do mesmo meio. Em seguida, foram adicionados 50uL da amostra
soroloégica na primeira e segunda linha. A diluicdo do soro se deu entre as
linhas 2 e 12 da microplaca e foram utilizadas diluigdes na base 2 crescentes
do soro, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024. Dessa
forma, cada diluicdo do soro ocupou uma linha da microplaca (12 cavidades)
em ordem decrescente de concentragdo. Posteriormente as dilui¢des, cada
cavidade recebeu uma dose constante de virus, contendo 100 TCIDso/50uL do
isolado BoHV1 LA, com excecdo a linha 1. Apds incubagédo da mistura soro-
virus por 1h a 37°C, em estufa com atmosfera a 5% de CO,, uma suspensao
de células MDBK de 50uL na concentragcdo de 300.000 células/mL foi
adicionada, seguida novamente de incubagdo em estufa de CO, a 37°C. A
leitura dos testes se procedeu apds 72h de incubagdo, por meio do
monitoramento do efeito citopatico. Foram utilizados em cada prova o controle

do virus, um controle de amostra e o controle de células MDBK. A
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interpretacédo do teste considerou positiva a amostra de soro que neutralizou o
virus a partir da diluicdo 1:2. Foram considerados como titulos de anticorpos
neutralizantes, o inverso das maiores diluicdes do soro capazes de inibir a
replicacao viral e consequente producado de efeito citopatico. Cada soro foi
testado em duplicata e a medida de anticorpos neutralizantes foi calculada pela

meédia aritmética das repetigdes.

3.5.Extracdo do DNA e Andlise das Amostras por Reacdo de Cadeia de
Polimerase (PCR)

As amostras de sangue com anticoagulante, tecido ovariano, liquido
folicular e ovdcitos, que foram analisadas por PCR, foram previamente
submetidas ao processo de extracdo de DNA total, de acordo com as
recomendagdes do fabricante do Kit de extracdo SV Wizard Genomic
(PROMEGA).

A reacdo de PCR e sequéncia de oligonucleotideos utilizada foi
realizada de acordo com o descrito por Takiuchi et al. (2005). Os
oligonucleotideos utilizados foram o} P3 (senso): 5
GCTGTGGGAAGCGGTACG 3 (nt 351-368) e P4 (anti-senso): &
GTCGACTATGGCCTTGTGTGC 3’ (NT 817-796), designado para amplificar
um fragmento de 468 pares de base. A reagao de PCR foi constituida por uma
solucao contendo 2,5uL de DNA a ser testado e 22,5 uL de mix-PCR contendo:
10pmol de cada primer, 1,5mM dNTP (Promega®), 1,5 unidades de Taq DNA
Polimerase Recombinante (phONEUTRIA®), Tampdo PCR 1x (100 mM Tris-
HCI pH 8,4; 500 mM KCI e 1% Triton X-100), 1,5mM MgCl, e agua ultrapura
autoclavada para completar o volume final de 25uL. Apds a confeccgao, a
solugédo foi transferida para o termociclador (MJC, Inc. PTC-100). O ciclo desta
reagdo foi constituido de uma parada de quatro minutos a 94 °C, seguido por
40 ciclos de um minuto a 94 °C, 1 minuto a 60 °C e um minuto a 72 °C. A etapa
final de extensao foi de sete minutos a 72 °C. As amostras amplificadas foram
armazenadas a -4°C ou analisadas imediatamente.

Para observagao dos resultados das amplificagdes, aproximadamente 5SuL
das reacdes de amplificagdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel
de agarose a 1%, diluido em tampao TBE 0,5X (TRIS 1M pH 8,3 50mM, Acido
bérico 45mM, EDTA 0,5M pH8,0 0,5mM) sob uma voltagem constante de 90V

por aproximadamente 45 minutos. O gel foi posteriormente visualizado sob a
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luz Ultravioleta (UV) e registrados fotograficamente. Para a comparagdo dos
fragmentos amplificados foram utilizados marcadores padrdes de 100 pb
(Marcador DNA Leader).

3.6 Analise estatistica

As variaveis qualitativas foram comparadas em tabelas de contingéncia
e analisadas pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (Sampaio,
2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a realizagdo dos testes soroldgicos, observou-se que sete
amostras de soro apresentaram-se insuficientes ou téxicas ao cultivo celular,
por isso foram descartadas. Um total de 140 amostras foram avaliadas por
soroneutralizagdo. Os resultados referentes aos testes sorologicos encontram-

se expostos na Tabela 1 e Figura 2.

Tabela 1 — Detecgéo de anticorpos para BoHV-1 em amostras soroldgicas dos
animais de frigorifico (N=140)

a0 v Porceptsgen
Negativo Negativo (Titulo < 2) 23 16,4
Positivo Titulo Baixo (2 < X < 8) 14 10,0
Positivo Titulo Médio (8 < X < 64) 46 32,9
Positivo Titulo Alto (64 < X < 512) 57 40,7
TOTAL 140 100,0

Os titulos de anticorpos anti-BoHV1 foram divididos em 4 grupos. Negativos (titulo < 2);Titulo
baixo (2 < titulo < 8); Titulo médio (8 < titulo < 64) e Titulo alto (64 < titulo < 512).

O indice de 83,6% de animais soropositivos verificado no presente
trabalho se aproxima muito dos 81,7% observado por Ravazzolo et al. (1989) e
dos 83% registrados por Vieira et al. (2003). Entretanto, muitas vezes os
trabalhos descrevem avaliagdes soroldgicas realizadas em rebanhos que ja
apresentam problemas reprodutivos (Vidor et al., 1995; Médici et al., 2000;
Vieira et al., 2003). Nesta situagdo, a amostragem considerada viciada pode
acabar mascarando uma situacado real, diferente de quando os testes sao
realizados de forma aleatéria, como no presente trabalho. A alta frequéncia de
animais positivos no presente estudo pode demonstrar uma alta disseminacao
do virus na regido pesquisada. Este fato é justificavel fundamentalmente pela
dificuldade de controle e a facilidade de disseminacdo da doenca,
principalmente se considerarmos a transmiss&o a partir da re-excregao viral de
animais com infecgao latente (Médici et al., 2000).

Nota-se que os animais soropositivos foram divididos em subgrupos de
acordo com o titulo sorologico. Esta divisdo de acordo com intensidade do titulo
sorologico, apesar de nao ser descrita na literatura, facilita a avaliacdo da
condicdo infectante do virus no animal. Animais que apresentam titulos

32



soroldgicos altos, provavelmente encontram-se com alta carga viral circulante e
manifestando a forma ativa da doencga, justificando o elevado titulo de
anticorpos circulantes. Contrariamente, um animal com titulo sorolégico baixo
possivelmente apresenta uma baixa carga viral circulante ou estado de laténcia
da particula viral, logo, a resposta imune ndo é muito significativa. A laténcia de
animais infectados foi caracterizada por baixos niveis de anticorpos circulantes
apos a infeccdo com cepas de BoHV-1 por Gibbs e Rweyemamu (1977) e
Straub (1990) ou apds a vacinacéo (Pastoret et al. 1982). Estes baixos niveis
de anticorpos muitas vezes ndo sdo nem mesmo detectaveis por meio da
técnica de soroneutralizagao (Takiuchi et al., 2001).

A distribuigdo do numero de animais soropositivos de acordo com titulo
soroldgico de anticorpos para o BoHV-1 esta sumariada na Figura 2. E possivel
observar que os animais foram regularmente distribuidos nos diferentes titulos
sorologicos. Entretanto, o maior numero de animais foi observado com os
titulos 32 e 64.
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Figura 2. Distribuicdo dos animais de acordo com os titulos sorologicos de anticorpos anti-
BoHV1 entre os soropositivos.

A avaliagao por meio da Reagao de Cadeia de Polimerase (PCR) se deu
em amostras de tecido ovariano, sangue, liquido folicular e ovdcitos.
Entretanto, o numero de amostras avaliadas para cada grupo foi diferente,
dependendo da dificuldade especifica de coleta de cada tipo de amostra. A

reducao do numero de amostras de ovdcitos e liquido folicular é justificada pela
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impossibilidade de coleta destas amostras em alguns ovarios de animais que
possivelmente se encontravam em situagdo de anestro. Estes ovarios
apresentavam-se pequenos, duros e lisos, sem presenga de foliculos. A
reducado das amostras de sangue foi devido a quebra dos tubos no transporte
pos-coleta.

Os resultados observados na PCR estdo sumariados na Tabela 2.

Tabela 2 — Deteccédo de DNA viral em estruturas ovarianas e sangue por meio
da PCR nos animais de frigorifico

PCR positivo  PCR positivo dos Total de

Tratamento dos animais animais animais
soropositivos soronegativos avaliados
Ovécitos 1/115 (0,9%) 0/29 (0,0%) 144
Liquido folicular 0/114 (0,0%) 0/29 (0,0%) 143
Tecido ovariano 5/117 (4,3%) 0/30 (0,0%) 147
Sangue 3/108 (2,8%) 0/27 (0,0%) 135

As diferengas nao foram significativas (P > 0,05) pelo teste do qui-quadrado.

Como esperado, nenhuma amostra de animais sorologicamente
negativos apresentou DNA do virus BoHV-1. Portanto, o DNA viral foi
detectado somente nos grupos de amostras soropositivas. Foi evidenciado o
DNA viral em todos os grupos amostrais, exceto no liquido folicular.
Comparando os resultados entre os grupos de amostras, as diferengas nao se
mostraram significativas (P > 0,05). A detecgdo do DNA do BoHV-1 pela PCR
no sangue e tecido ovariano pode ser visulizada nas figuras 3 e 4,

respectivamente.
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Figura 3. Analise em gel de agarose 1% dos produtos da PCR demonstrando a deteccao
do agente viral no sangue. [C+: Controle Positivo; C-: Controle Negativo; M: Marcador de
DNA Ladder 100 pb; Amostras 1, 2, 3 (Amostras Negativas); Amostras 4, 5 e 6:
visualizagédo do fragmento do genoma viral amplificado por PCR (Amostras Positivas)].

M 8 7 6 5 4 3 2 1 C- C+

Figura 4. Analise em gel de agarose 1% dos produtos da PCR demonstrando a deteccao
do agente viral no tecido ovariano. [C+: Controle Positivo; C-: Controle Negativo; M:
Marcador de DNA Ladder 100 pb; Amostras 3, 5, 7, 8 (Amostras Negativas); Amostras
1,2,4,6: visualizacdo do fragmento do genoma viral amplificado por PCR (Amostras
Positivas)].

Comparando a positividade da PCR para o BoHV-1, nas diferentes

estruturas ovarianas e sangue, com o titulo de anticorpos dos animais, obteve-

se o0s seguintes resultados: as cinco amostras de tecido ovariano positivas na

PCR foram oriundas de animais com os titulos virais 2 (3 amostras), 4 (uma

amostra) e 8 (uma amostra), pertencentes ao grupo de titulos baixo. A

variabilidade dos resultados ndo permite estabelecer uma correlagdo precisa
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entre o titulo sorolégico e a deteccdo do DNA viral pela PCR no tecido
ovariano, demonstrando que o aumento do titulo soroldgico n&do esta ligado
necessariamente ao aumento da presenca do DNA neste tecido. Em relacéo as
amostras de sangue, das trés positivas na PCR, uma amostra se enquadra no
grupo de titulo médio (titulo 16), as outras duas se enquadram no grupo de
titulo alto (titulo 128 e 192). Tal fato demonstra que a detecgdo do DNA viral no
sangue esta associada concentragdes mais elevadas de anticorpos no soro do
animal. Ja a amostra de ovdcito positiva para BoHV-1 no teste de PCR foi
procedente de um animal com titulo sorolégico considerado médio (titulo 64).
Por ter sido detectada apenas uma amostra, ndao nos permite fazer
comparagdes em relagéo ao titulo sorologico.

Os testes moleculares, especialmente a técnica da PCR, séao
considerados técnicas sensiveis, rapidas e praticas. A técnica de PCR é capaz
de detectar amostras de sémen positivo com uma freqiiéncia cinco vezes maior
que o isolamento viral em cultura de células (Xia et al., 1995). Ja foram
descritos testes de PCR em amostras de ovécitos (Bielanski et al., 1997),
liquido folicular (Marley et al., 2008b; D’Angelo et al., 2009), sangue (Fuchs et
al., 1999) e tecido ovariano (Van Engelenburg et al., 1995; Mweene et al.,
1996) de bovinos, buscando-se detectar o BoHV1. Entretanto, na maioria das
vezes estes testes sdo realizados com animais experimentalmente infectados
ou amostras infectadas in vitro. Deste modo, tem-se a certeza que a carga viral
nas amostras analisadas sera elevado e mais facilmente detectado por testes
diagnosticos.

Atualmente, alguns testes tem se mostrado mais sensiveis, precisos e
praticos que o PCR convencional na deteccdo de particulas virais, dentre eles
se pode destacar o nested PCR (Takiuchi et al., 2005), real-time PCR (Wang et
al., 2008; Marley et al., 2008b). Apesar de nao ter sido identificado a presenca
do DNA viral no liquido folicular, esta pratica tem sido estudada com intuito de
implementa-la como método de avaliagao do risco de transmissédo de doencgas
a partir de ovarios de matadouro (Avery et al.,, 1993). Adicionalmente, a
identificacdo do DNA viral no fluido folicular pode indicar que o grupo de
ovoécitos coletados deste animal foi obtido a partir de um ambiente folicular
contaminado (Marley et al., 2008b).

No presente trabalho, a baixa frequéncia de DNA viral nos ovécitos e

liquido folicular concorda com o estudo de Penido (2007), onde foi constatado
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que animais sorologicamente positivos para BoHV-1 produziram complexos
cumulus-oécito negativos. Deste modo, o autor concluiu que risco de
transmissao do BoHV-1 por meio de complexo cumulus-ovécito e liquidos
foliculares provenientes de animais soropositivos e sem sintomatologia clinica
da doenca pode ser considerado irrelevante. Entretanto, a deteccdo do DNA
viral em uma amostra de cumulus-ovocito em nossa pesquisa, nos permite
contestar esta afirmacao. Deste modo, podemos afirmar que a possibilidade da
transmissdo do patdégeno através complexo cumulus-ovdcito deve ser
considerada.

Nas avaliagdes pela técnica de PCR, extrema precaucdo deve ser
tomada com resultados falsos positivos e falsos negativos (Rocha et al., 1998;
Tiwari et al., 2000; Schynts et al., 2001). Alguns estudos demonstram que um
resultado negativo para determinado agente nao significa necessariamente que
a dose minima exigida para a transmissdo deste n&o esteja presente.
Contudo, o agente pode estar presente em concentragdes tao baixas que este
pode ser removido totalmente por meio das medidas de controle ou se
apresentar abaixo do limiar infectante (Bielanski, 1998).

O mecanismo de laténcia viral do BoHV1 pode ocorrer apés a primo
infeccdo com uma amostra de campo ou uma vacina. Durante a infecgao
clinica ou subclinica, o BoHV-1 dissemina ao longo dos nervos até o géanglio
trigémio, onde o DNA viral permanece em laténcia. Entretanto, o virus pode
ocasionalmente ser distribuido pelo corpo, acarretando uma infecg¢ao intranasal
e estabelecendo laténcia em um ganglio mais distante (Winkler et al., 2000). A
reativagao viral pode ser motivada por inumeros fatores como estresse (Nandi
et al., 2009). A sorologia ndo tem se mostrado eficaz na detecgédo de animais
com infeccao latente (Gibbs & Rweyemamu, 1977; Straub, 1990). O melhor
método descrito para deteccdo de laténcia em animais infetados é a
hipersensibilidade tardia, principalmente em bezerros com anticorpos maternos
(Nandi et al., 2009). O DNA viral pode ainda ser evidenciado por hibridizag&o in
situ no nucleo de ganglios sensoriais locais (Ackermann & Wyler, 1984). O
virus do BoHV-1 foi detectado em locais adicionais de laténcia como em
linfonodos e mucosa nasal pela PCR (Van Engelenburg et al., 1995).

Portanto, um motivo para explicar a baixa frequéncia de deteccdo do
DNA viral nos animais avaliados no presente trabalho, comparado a sorologia,

poderia ser devido ao mecanismo de laténcia do virus BoHV-1 ou a
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sensibilidade da PCR. Corroborando com tal fato, Cortez et al. (2006)
detectaram em macerados de pulmao e cérebro, DNA do BoHV-1 em apenas
2,4% das amostras analisadas. Mweene et al. (1996) foram capazes de
identificar os sitios de laténcia do virus em animais experimentalmente
infectados, sendo o DNA isolado e amplificado a partir do ganglio trigémio,
ovario, pulmdo, mucosas nasal e traqueal, baco, nddulos linfaticos pré-
escapular e pré-crural e de leucdcitos. Contudo, ndo existe nenhum relato de
deteccao do DNA viral em estruturas ovarianas em animais naturalmente
infectados que aparentemente estariam em estado latente de infecgdo. Diante
disto, sugere-se que alguns dos animais soropositivos analisados poderiam
estar em um estado de infecgdo latente.

Sao muito remotas as possibilidades de terem ocorrido falhas durante o
transporte das amostras do frigorifico para o laboratério (como variagées de
temperaturas), e assim interferirem nos resultados. Esta afirmacao pode ser
justificada pelo fato de que o virus € inativado a 56 °C somente apos 21
minutos; 37 °C dentro de 10 dias e a 22 °C em 30 dias. A temperatura ambiente
estima-se que o virus possa sobreviver por mais de 30 dias (Gibbs e
Rweyemamu,1977).

Portanto, foi detectada a presenca do virus BoHV-1 nas estruturas
ovarianas de vacas. A presenca do BoHV1 reafirma a hipbtese de infeccéo
deste virus nos 6rgao genitais femininos, mais especificamente nos ovarios.
Este fato pode confirmar a possibilidade de interferéncia deste virus na
reprodugdo animal, levando a problemas reprodutivos. Contrariamente,
Muylkens et al. (2007) reportaram a falta de bases moleculares que suportam
o tropismo do BoHV-1 por células do epitélio genital de fémeas bovinas.
Entretanto, esta hipotese pode ter sido fundamentada pelo fato deste virus
possuir um mecanismo de laténcia viral e por vezes nao ser capaz de ser
detectado em testes moleculares. Adicionalmente, a detecgdo do DNA viral em
estruturas ovarianas de fémeas bovinas, ratificada neste trabalho, contribui

para validacao da técnica de PCR utilizada.
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5. CONCLUSOES

o Os testes sorolégicos revelaram alta frequéncia de anticorpos
contra o BoHV-1 nas amostras de soro dos animais, demonstrando que a
infeccdo por este agente encontra-se altamente disseminada no rebanho
analisado.

o Adicionalmente, os testes moleculares demonstraram a presenca
do DNA do BoHV-1 nas amostras de tecido ovariano, ovécitos e sangue

analisadas pela técnica da PCR.
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