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“Onde vocé coloca o sal?

O velho pediu a um jovem triste que colocasse uma mao
cheia de sal em um copo d'agua e bebesse.

-Qual é o gosto? Perguntou o velho. -Ruim, disse o
jovem.

O velho sorriu e pediu ao jovem que pegasse outra mao
cheia de sal e levasse a um lago.Os dois caminharam em
siléncio e o jovem jogou o sal no lago.

Entdo o velho disse:-Beba um pouco dessa agua.

Enquanto a agua escorria do queixo do jovem o velho
perguntou: -Qual é o gosto? -Bom!, disse o rapaz.-Vocé
sente o gosto do sal?, perguntou o velho.-Ndo..., disse o
jovem.O velho, entdo, sentou ao lado do jovem, pegou
em suas maos e disse:

-A dor na vida de uma pessoa nao muda. Mas o sabor da
dor depende de onde a colocamos. Quando vocé sentir
dor, a Unica coisa que vocé deve fazer é aumentar o
sentido de tudo o que estd a sua volta. E dar mais valor
ao que vocé tem, do que ao que vocé perdeu. Em outras
palavras: E deixar de ser copo para tornar-se um lago.

Somos o que fazemos, mas somos principalmente, o
que fazemos para mudar o que somos...”

(Autor desconhecido)



RESUMO

PALAZZI, E. G. Efetividade da tripsina sobre embrides murinos infectados
experimentalmente com BoHV-1. 2010. 77 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo
Paulo, 2010.

Atualmente, o Brasil possui destaque como um dos maiores exportadores de carne
bovina do mundo. O motivo do grande sucesso provém de condicbes favoraveis
como o clima, extenséo territorial, adaptabilidade do gado Nelore, além de técnicas
bem sucedidas como a criopreservacdao de embrides que impulsionou a
comercializacdo da transferéncia de embrides (TE) e da fertilizagao in vitro (FIV).
Com a possibilidade da propagacao de embrides, desenvolveu-se preocupagao com
a transmisséo de doencgas infecciosas. Visando assegurar o controle da transmisséo
de patdgenos através da producgao e transferéncia de embrides in vitro, a Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS) sugere uso de técnicas, como,
por exemplo, a lavagem sequencial (LS) e o tratamento com tripsina (TT). O objetivo
desse trabalho foi avaliar a efetividade do tratamento com tripsina na eliminagao do
herpersvirus bovino tipo 1, estirpe Colorado (BoHV-1 Colorado), causador da
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (RIB) em embrides murinos. Utilizamos como
parametros para essa avaliagdo n-PCR, cultura de zigotos em células MDBK,
alteragdes morfolégicas e taxa de clivagem observada por microscopia optica, além
do teste y? (p<0,05). Camundongos fémeas Swiss, com idade entre 6 e 8 semanas,
foram superovuladas com 0,2mL a 5Ul de hormdnio eCG e, apds 48h com hCG e
acasaladas com machos inteiros da mesma linhagem e idade. Apés 18 h, as fémeas
foram eutanasiadas em camara de CO, e, através de abertura no peritbnio, os
zigotos foram coletados e lavados com solugéo de pronase 0,5% a 37 °C, para total
remogao de células do cumulus. Foram separados zigotos para cinco ensaios. No
primeiro ensaio, os zigotos (n=664) foram divididos em grupo controle, ‘grupo C’, e
grupo exposto, ‘grupo E’, a 30uL de BoHV-1 Colorado (106’5 TCIDso/mL), mantidos
em meio TCM199, levados a estufa a 38 °C, 5% de CO, e 95% de umidade. Apds 24
horas, por microscopia Optica, apenas no ‘grupo E’ foram verificadas alteragbes
morfologicas, como, por exemplo, embrides com citoplasma granuloso, aspecto

degenerativo e falha na divisdo. A taxa de clivagem no grupo C foi de 54% (190/351)



e a do ‘grupo E’ foi de 44% (139/313). Verificou-se diferenca significativa com
relacdo a taxa de clivagem entre esses dois grupos (P<0). Os provaveis danos que o
TT poderia ocasionar foram avaliados no segundo ensaio. Zigotos (n=162) né&o
expostos ao virus foram separados em dois grupos: submetidos a LS, ‘grupo C.s’, €
ao TT, ‘grupo Crv, Apds 96h, os embrides ndo apresentaram diferengas
morfologicas. A taxa de clivagem do ‘grupo C.s’ foi de 21,2% (18/85) e a do ‘grupo
C+1’ foi de 18,2% (14/77). Nao houve diferenga significativa com relagcéo a taxa de
clivagem entre esses dois grupos (P>0). No terceiro ensaio, os zigotos (n=165)
foram divididos em 2 grupos: o grupo exposto ao virus e submetido a LS, ‘grupo
E.s’, e 0 grupo exposto ao virus e submetido ao TT, ‘grupo Erp. Os embrides do
‘grupo E_s’ apresentaram alteragées morfolégicas, como citoplasma com granulagao
e aspecto degenerativo e blastbmeros assimétricos Os embrides do ‘grupo Er7’, ndo
apresentaram alteragdes morfologicas apos 96 h. A taxa de clivagem no ‘grupo E.s’,
foi de 13,8% (11/80), e a encontrada no ‘grupo Er7’ foi de 17,5% (17/97). Verificou-se
que nao houve diferenga significativa com relagdo a taxa de clivagem entre esses
dois grupos (P>0). No quarto ensaio, os embrides e as ultimas gotas dos ‘grupos
C.s’, ‘ELs’ e ‘E1r’ foram mantidos em gotas de 100uL de TCM199 suplementado com
10% de SFB e 0,2% de piruvato de sddio, sob éleo mineral estéril, levados a estufa
a 38 °C, 5% de CO; e 95% de umidade e, apos 96h, separados para o teste de n-
PCR. Exceto para o ‘grupo C.s’, foram encontrados resultados positivos, tanto para
embrides quanto para as ultimas gotas dos ‘grupos E s’ e ‘Ery’. Para verificar a
viabilidade dos virus, no quinto ensaio, os embrides e ultimas gotas dos ‘grupos C.s’,
‘ELs’ e ‘Er7’ foram inoculados em células MDBK. Apds 48h, s6 nao foi encontrado
efeito citopatico (ECP) nas células MDBK que foram inoculadas pelo ‘grupo C.s’.
Estes resultados demonstram que o TT nao foi efetivo para eliminar o BoHV-1
Colorado, porém em alguns ensaios o TT demonstrou eficiéncia na inativagdo do

virus o que torna-o um importante método de controle.

Palavras-chave: Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR). Tratamento com tripsina
(TT). Embrides murinos. Nested-PCR. Método de controle. MDBK.



ABSTRACT

PALAZZI, E. G. Effectiveness of trypsin on murine embryos experimentally
infected with BoHV-1. 2010. 77 f. Master thesis (Biotechnology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Currently, Brazil has highlighted as a major exporter of beef in the world. The reason
for the success comes from favorable conditions as climate, territorial, adaptability of
Nelore cattle, and successful techniques such as embryo cryopreservation, which
boosted the sale of embryo (ET) and in vitro fertilization (IVF). With the possibility of
the spread of embryos the concern about the transmission of infectious diseases
arose. Aiming to ensure the control of transmission of pathogens through the
production and transfer of embryos in vitro, the International Embryo Transfer Society
(IETS) suggests using techniques such as, for example, sequential washing (LS) and
treatment with trypsin (TT). The aim of this study was to evaluate the effectiveness of
treatment with trypsin in the elimination of herpersvirus bovine type 1, strain Colorado
(Colorado BoHV-1), which causes Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) in murine
embryos. As parameters for this n-PCR evaluation, culture of zygotes in Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK) morphological changes and cleavage rate have been
observed by optical microscopy, besides the y* test (p <0.05). Female Swiss mice
aged between 6 and 8 weeks, were superovulated with 0.2 mL 5Ul hormone eCG
and 48h after whit hCG and mated with males of the same lineage and age. After 18
h, the female were euthanized in CO, chamber and through an opening in the
peritoneum, the zygotes were collected and washed with 0.5% pronase solution at
37°C for the complete removal of cumulus cells. Zygotes for five tests were
separated. In the first experiment, zygotes (n = 664) were divided into control group,
‘group C’, and exposed group, 'group E’, 30uL of the BoHV-1 Colorado (106'5
TCIDso/mL) kept in TCM199 and taken to incubator at 38 °C, 5% CO, and 95%
humidity. After 24 h, by optical microscopy, only in ‘group E’ morphological changes
were observed, for example, embryos with granular cytoplasm, degenerative
appearance and fails in the division. The cleavage rate in ‘group C' was 54%
(190/351) and in ‘group E’ was 44% (139/313). There was significant difference
regarding the rate of cleavage between these two groups (P <0). The likely injuries

that TT could lead were assessed in the second test. Zygotes (n = 162) not exposed



to the virus were separated into two groups: undergone LS, ‘C.s group’; and
undergone TT, ‘Cyr group’. After 96h, the embryos showed no morphological
differences. The rate of cleavage of the ‘C s group’ was 21.2% (18/85) and the ‘Ctr
group’ was 18.2% (14/77). No significant difference regarding the rate of cleavage
between these two groups (P> 0). In the third test, the zygotes (n = 165) were divided
into two groups: the group exposed to the virus and undergone LS, ‘E s group’; and
the group exposed to the virus and undergone to the TT, ‘Ett group’. The embryos of
‘ELs group’ showed morphological changes such as granulation in the cytoplasm with
degenerative appearance and asymmetrical blastomeres. ‘Ett group’ Embryos
showed no morphological changes after 96 h. The cleavage rate in the ‘group E.gs,
was 13.8% (11/80), and the one in the Etr group was 17.5% (17/97). There was no
significant difference regarding the rate of cleavage between these two groups (P>
0). In the fourth test, embryos and the last drops of ‘groups C.s’, ‘E.s’ and ‘Ett’ were
kept in drops of 100 ul of TCM199 supplemented with 10% FCS and 0.2% sodium
pyruvate, under sterile mineral oil, taken to incubator at 38 °C, 5% CO2 and 95%
humidity and after 96 hours, separated into the n-PCR test. Except for the ‘Cis
group’, positive results for both zygotes/embryos and for the last drops of ‘E s’ and
‘Err’ groups were detected. To check the viability of virus in the fifth test, the
zygotes/embryos and last drops of ‘groups C.s’, ‘Eis’ and ‘Ett’ were inoculated in
MDBK. After 48 h, cytopathic effect (CPE) was not found only in MDBK cells, which
were inoculated by the ‘C s Group’. These results demonstrate that the TT, was not
effective to eliminate the BoHV-1 Colorado, but some tests showed the TT efficiency

in inactivating the virus which makes it an important method of control.

Keywords: Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR). Trypsin treatment (TT). Murine
embryos. Nested-PCR. Method of control. MDBK.



LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

I microlitro

BOEC: Células epiteliais de oviduto bovino

BoHV-1 Colorado: Herpesvirus Bovino tipo 1 estirpe Colorado

C: Grupo nao exposto ao BoHV-1 Colorado

Cis: Grupo nao exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido a LS

Cis.e: Embrides do grupo ndo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido a LS
Cisz: Zigotos do grupo néo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido a LS
C+1: Grupo nao exposto ao BoHV-1 Colorado e submetidoao TT

Cr76: Embrides do grupo ndo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido ao TT
C+72: Zigotos do grupo néo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetidoao TT
Crrug: Ultima gota do grupo n&do exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido ao TT
°C: Graus Célsius

CO,: Gas Carbbnico

CPE : Efeito Citopatico

DNA: Acido desoxiribonucléico

eCG: gonadotrofina coridnica equina

FIV: Fecundacao in vitro

h: horas

hCG: gonadotrofina coribnica humana

IBR: Rinotraqueite Infecciosa Bovina

E: Grupo exposto ao BoHV-1 Colorado

E Ls: Grupo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido a LS

E Lse: Embrides do grupo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido a LS

E Lsz Zigotos do grupo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido a LS

E Ls.ug: Ultima gota do grupo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido a LS
E t1: Grupo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido ao TT

E t1.e: Embrides do grupo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido ao TT

E 171.2: Zigotos do grupo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido ao TT

E 1149 Ultima gota do grupo exposto ao BoHV-1 Colorado e submetido ao TT
IETS: Sociedade Internacional de Transferéncias de Embrido

Kpb: Kilo pares de bases

LS: Lavagem Sequencial

MDBK: Madin Darby Bovine Kidney - Linhagem estabelecida de rim bovino



MEM: Meio Minimo Essencial (Eagle)

ml: Mililitros

NaCl: Cloreto de sédio

n-PCR: nested PCR

OIE: Organizagdo Mundial de Saude Animal
PBS: Solugéo Salina Fosfatada Tamponada
PCR: Reagao em polimerase em cadeia pela Polimerase
ph: Potencial hidrogenionico

PIV: Producao in vitro

rpm: rotacdes por minutos

SFB: Soro Fetal Bovino

TCID: Dose Infectante 50% em cultura de tecido
TCM 199: Meio de Cultivo celular 199

TE: Transferéncia de Embrides

TT: Tratamento com tripsina

Ul: Unidade Internacional

ZP: Zona Pelucida

Observagao: Visto terem seu uso consagrado na literatura técnica algumas abreviaturas

e siglas seguem as iniciais de sua grafia no idioma inglés.
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1 INTRODUGAO

O Brasil € o maior exportador de carne bovina do mundo. Sdo mais de 2
milhdes de toneladas ao ano, atingindo em 2007 uma quantia de quase 5 bilhdes de
dolares. Detentor do maior rebanho comercial do mundo, com 202 milhdes de
cabecgas (IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2007). O motivo do
grande sucesso no Brasil provém de condigdes favoraveis como o clima, extenséo
territorial, adaptabilidade do gado Nelore, além de técnicas bem sucedidas como a
criopreservagao de embrides que impulsionou a comercializagao da transferéncia de
embrides (TE) e da fertilizagao in vitro (FIV).

A possibilidade da propagacdo de embrides trouxe a preocupagao com a
transmissdao de doencgas infecciosas. Para que uma doenga infecciosa seja
transmitida por TE ou FIV, o agente deve estar presente no embrido em associagéo
a zona pelucida (ZP) ou nos liquidos nos quais o embrido é transferido (SINGH,
1987; BOLIN et al., 1983).

Portanto fica evidente a necessidade do desenvolvimento de métodos
eficientes de baixo custo através do estudo das interagbes de embrides-patdgenos,
para auxiliar no controle da transmissdo de doencas, como a Rinotraqueite

Infecciosa Bovina (IBR), via técnicas conceptivas artificiais.

1.1 Doenga

O nome herpes, do Latim herpes, tem origem na palavra grega herpein que
significa arrastar-se, referindo-se a natureza de disseminagao das lesbes na pele
causadas por muitos tipos de herpesvirus. O BoHV-1 pertencem a familia
Herpesviridae e subfamilia Alphaherpesvirinae. Sao considerados uns dos principais
agentes causadores de doengas virais em humanos e animais (HUNT, 2005).

Outra propriedade muito importante apresentada por, virtualmente, todos os
herpersvirus é a capacidade de causarem infeccdes inaparentes ou latentes. A
laténcia é caracterizada pela auséncia de replicacao viral e de sinais clinico, e dura
toda a vida do hospedeiro (FLORES, 2007). O herpesvirus bovino (BoHV) é um
importante patégeno de bovinos, podendo causar a doenga respiratoria, conhecida

como rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), além de conjuntivite, vulvovaginite
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pustular infecciosa (IPV), balanopostite pustular infecciosa (IPB), reabsorgao
embrionaria, aborto, infertilidade temporaria, nascimento de animais fracos e
infeccdes sistémicas que podem resultar em meningoencefalite (CERQUEIRA et al.,
2000; VIEIRA et al., 2003).

O BoHV-1 tém distribuigdo mundial e é descrito como um problema sanitario
que causa perdas produtivas (COLODEL et al., 2002; KUNRATH et al., 2004). Foi
isolado pela primeira vez em 1950, nos Estados Unidos (EUA), mas somente na
década de 60, os aspectos respiratérios graves da infeccdo por esse agente
tornaram-se proeminentes naquele pais.

Na Europa, a forma de IBR mais grave foi relatada em principios de 1972
(EDWARDS, 1988; ACKERMANN et al., 1990). No Brasil, o primeiro isolamento
desse patdgeno ocorreu em 1978, no estado da Bahia, a partir de pustulas vaginais
(ALICE, 1978). Nesse mesmo ano, em Sao Paulo, o BoHV-1 foi isolado de um rim
de feto bovino proveniente de matadouro (MUELLER et al., 1978) e, mais tarde, de
casos de aborto (NOGUEIRA et al., 1986). O BoHV-1 esta disseminado por todas as
regides do Brasil, atingindo elevados indices de infecgao nos rebanhos (PITUCO et
al., 1999). Dados do Laboratério de Viroses de Bovideos do Instituto Bioldgico,
referentes ao periodo de janeiro de 2001 a dezembro de 2002, mostram que de 398
fetos recebidos de varios Estados, de rebanhos com problemas reprodutivos, 1,51%
(6/398) foram positivos ao BoHV-1 e que de 11.892 amostras de soro recebida, 48%

(5694/11892) foram sororeagentes.

1.2 Etiologia

Seu genoma apresenta uma fita dupla de DNA de aproximadamente 137-139
kpb (FIELDS e KNIPE,1992). Estudos de restrigdo enzimatica possibilitaram a
divisdo do BoHV-1 em trés subtipos: BoHV-1.1, BoHV-1.2a e BoHV-1.2b . A
importancia biolégica desta classificagcdo ndo esta bem definida, porém uma menor
viruléncia tem sido indicada para o subtipo 2b, o qual parece nao causar aborto,
enquanto os subtipos BoHV1.1 e BoHV1.2a tém sido isolados de fetos bovinos
abortados (MILLER,1991).

Os herpesvirus partilham quatro propriedades bioldgicas principais:
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1. Todos os herpesvirus produzem enzimas envolvidas no metabolismo do acido
nucléico, na sintese de DNA e no processamento de proteinas;

2. A sintese do DNA viral e a montagem do capsideo ocorrem no nucleo;

3. A producgao da progénie viral € sempre acompanhada pela destrui¢ao irreversivel
da célula infectada;

4. Todos os herpesvirus sdo capazes de estabelecer laténcia em seus hospedeiros
naturais (FIELDS et al., 2001).

Como todos Alphaherpesvirinae, o BoHV-1 permanece em estado de laténcia,
alojando-se nos géanglios nervosos, principalmente no trigémeo e sacral, podendo
ser reativado em situacdes estressantes como parto, transporte, vacinagbes ou com
a administragao prolongada de corticoides (ACKERMANN et al., 1982).

O virus em estado de laténcia permanece como epissomo em varios tipos
celulares e nédo é detectado por procedimentos virolégicos convencionais e pode
apresentar subsequentes e intermitentes episédios de reexcregao viral, nao
acompanhados de sinais clinicos.

O estabelecimento de imunidade celular e humoral, pds-infeccdo ou mesmo
pos-vacinagao, nao elimina o estado de laténcia. Com isso, uma vez infectado por
BoHV-1, o animal sera sempre portador e potencial transmissor do virus por toda a
sua vida (FENNER, 1993).

1.3 Transmissao

As infecgcbes pelo BoHV-1 podem ser transmitidas pelo contato direto e
indireto entre animais, porque o virus €& disseminado através de secrecgdes
respiratorias, oculares e genitais, sendo excretado em grandes quantidades por
animais durante a infecgdo aguda. Nessa fase, os animais excretam o virus por até
15-16 dias em titulos de até 10’ TCIDso/ml sendo que a dose minima para infectar
uma fémea foi calculada em torno de 10? TCIDso/ml (FLORES, 2007).

Apo6s a infeccdo, ocorre a replicacdo do virus nas células epiteliais das
membranas mucosas e a disseminagdo do BoHV-1 pelo organismo por 3 vias:
célula-a-célula, nervosa e sanguinea. O mecanismo de transmisséo célula-a-célula é
caracteristica dos herpesvirus e ocorre sem fase extracelular, através de pontes

intercelulares, sendo por essa razdo que os o virus ficam inacessiveis a agao de
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anticorpos especificos (ENGELS, ACKERMANN, 1996; LEMAIRE, PASTORET,
THIRY, 1994; STRAUB, 1990).

A caracteristica mais importante da IBR € a capacidade de laténcia (quando o
virus permanece inativo nas células dos ganglios e tecido nervoso) ndo sendo
detectado pelos exames tradicionais e pode ser reativado a qualquer momento
quando o animal é submetido a alguma situagdo de estresse ou tratamento com
drogas imunossupressoras tornando-se novamente transmissor do virus ao meio
ambiente através das secre¢des corporais. Por isso o virus pode persistir por varios
anos em animais clinicamente curados sendo estes considerados como fonte de
infeccdo. Essa virose esta presente em plantéis bovinos de praticamente todo o
mundo.

A taxa de animais positivos varia muito de uma regido para outra,
dependendo também do tipo de exploragdo pecuaria realizado na propriedade
(confinamento, extensiva, leiteira, corte). Quanto maior o contato entre os animais
maior € o contagio (FERREIRA, 2003).

1.4 Transmissao da IBR pela Técnica de fertilizagao “in vitro”

Em 2000, o numero de transferéncias comunicadas foi de 69.400, o que
representa 13,13% do total de transferéncias do mundo. A partir deste ano,
observou-se um continuo e expressivo aumento, tanto da TE quanto da FIV,
atingindo, em 2006, o total de 196.663 embrides produzidos in vitro e 69.886
embrides produzidos in vivo (VIANA e CAMARGO, 2007). Segundo a Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS), em 2005 o Brasil ocupou a
segunda posigao na aplicagao desta técnica, perdendo apenas para os EUA.

O sucesso dessas novas tecnologias representa um desafio para o controle
da transmissao de doencas, pois produzem novos ambientes e manipulagao
excessiva do material, possibilitando maior chance de contaminagao e disseminagao
de patégenos (STRINGFELLOW, GIVENS, WALDROP, 2004).

A produgdo de embrides in vitro (PIV) e a transmissao ou controle de
patdgenos tem sido estudado através de varias abordagens. Na abordagem “in vivo

- in vivo”, os embrides sdo colhidos de doadoras infectadas e transferidos para
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receptoras livres da infecgdo, que sdo monitoradas quanto a soroconversdo e ao
desenvolvimento da doenca. Na abordagem “in vivo -in vitro” os embrides s&o
coletados de doadoras infectadas e entdo o agente € estudado in vitro. Outra
abordagem é a “in vitro - in vivo”, na qual embrides de doadoras saudaveis s&o
expostos ao agente in vitro e entdo transferidos para receptoras sadias, que séo
monitoradas para evidenciar a ocorréncia de infeccdo subsequente a TE. Por fim,
temos a abordagem “in vitro - in vitro’, onde embrides de doadoras saudaveis sao
expostos ao agente in vitro e entdo testados in vitro (STRINGFELLOW et al., 2004).
Nesse trabalho, utilizamos a abordagem in vitro-in vitro, que permite um

maior controle do sistema experimental, possibilitando uma analise mais detalhada
das interagbes de embrides-patdogenos. Mesmo considerando que todas as
abordagens experimentais mencionadas acima sejam importantes teoricamente
aquelas que usam embrides derivados de doadoras infectadas se assemelham ao
que acontece em condi¢cdes naturais. Contudo, o numero de embrides usados nos
experimentos in vivo é frequentemente muito baixo o que nao permite extrair
conclusdes significativas sobre as possibilidades de transmisséo da doenga, o que
torna o estudo in vitro de extrema importancia (WRATHALL, SUTMOLLER, 1998).

Aproximadamente 80-90% dos embrides bovinos transferidos mundialmente
nos ultimos anos foram obtidos por meio da TE. A cada ano e com maior frequéncia
a TE tem se tornado uma ferramenta basica em programas de reprodugdo de
bovinos. Como consequéncia natural desse desenvolvimento, observa-se o
crescente interesse na relagao entre a TE e a transmissdo de doencgas infecciosas,
bem como o estudo da interacdo entre os embribes e 0s microrganismos
patogénicos. Os agentes infecciosos presentes no trato reprodutivo dos bovinos
podem reduzir o numero e a qualidade dos embrides produzidos, resultando em
doencas nas receptoras e nos animais nascidos, além de poderem alterar
significativamente resultados de experimentos e pesquisas relacionados ao
desempenho de novas tecnologias da reprodugdo animal (STRINGFELLOW e
GIVENS, 2000).

A FIV tem sido objeto de estudo na transmissdo ou controle de patégenos
sob diversos aspectos. Tem sido objeto de estudo, o potencial para exposigdo dos
embrides a patdgenos especificos, a natureza das interagdes embrido-patdégeno e
os efeitos das lavagens e do tratamento com tripsina sobre as interagdes embrido-

patdogeno (SIGNH et al., 1982; SIGNH et al., 1983; STRINGFELLOW et al., 1989;
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BIELANSKI et al., 1996a; BIELANSKI et al., 1996b; SAKKAS,1992; VANROOSE et
al., 1996).

A PIV utilizando ovarios e ovidutos bovinos colhidos em abatedouros é um
procedimento viavel e ja estabelecido, porém, ao ndo se conhecer o estado da
doadora, ndo podemos assegurar a qualidade dos odcitos, além da possibilidade da
presenga de patégenos como o BoHV-1, causador da Rinitraqueite Infecciosa
Bovina (IBR). Essa doenga pode causar infertilidade e seu agente, o BoHV-1, pode
estar presente nos ovarios, ovidutos, e liquidos foliculares de animais aparentemente
sadios, 0 que pode aumentar o risco de sua transmissdo (BIELANSKI e DUBUC,
1994; GUERIN et al., 1989).

Guérin et al. (1989) realizaram infecgdo experimental com estirpe
Colorado em vacas doadoras e encontraram na fase aguda da enfermidade odcitos
associados aos virus. Ferreira (2003) encontrou alteragbes morfoldégicas mais
acentuadas com a estirpe Colorado em comparagdo com a estirpe Los Angeles

devido a adaptabilidade da segunda em relagao a primeira.

1.5 HIPOTESE

O Tratamento com Tripsina sugerido pela IETS (Internacional Embryo

transfer Society) pode ndo ser efetivo na eliminagdo do herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1).
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2 OBJETIVOS

Foram destacados os seguintes objetivos neste estudo:

2.1 Avaliar in vitro a sensibilidade em embrides murinos frente ao virus BoHV-1

(Colorado) e fornecer subsidios para o estudo das interagbes embrides-patdogenos;

2.2 Verificar se o tratamento com tripsina padronizado pela IETS é efetivo para

eliminar o BoHV-1(Colorado).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Linhagem estabelecida de rim bovino (MDBK)

Linhagem estabelecida de rim bovino, Madin Darby Bovine Kidney (MDBK),
mantidas em meio Eagle MEM suplementado com 10% de SFB, bicarbonato e 100
ng/ml de gentamicina, em estufa de CO, a 5%, 95% de umidade a 38 °C.
Procedéncia das células: Laboratério de Viroses de Bovideos do Centro de

Sanidade Animal do Instituto Bioldgico.
3.2 Virus

Virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina, amostra Colorado, com titulo de
10%° TCIDso /ml, mantida em meio Eagle MEM sem soro & — 80 °C. A amostra foi
cedida pela Fundagao Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO) e Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude - Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICBS-
UFRGS).

3.3 Métodos de deteccdao do BoHV-1 em cultivo de células através do efeito
citopatico

As amostras foram inoculadas em monoestratos de células MDBK e, apés 48h
de incubacéo a 38 °C em estufa com 5% de CO, e 95% de umidade, foi verificada a
presengca ou nao de efeito citopatico (CPE). O BoHV-1 Colorado induz um CPE

focal, com arredondamento das células e subsequente lise.
3.3.1 Titulagédo do virus

Volumes de 0,1ml contendo 3x10* (30.000) células foram distribuidos em cada
cavidade de placas de microtitulagdo. As placas foram incubadas a 37-38 °C em
estufa com 5% de CO; e, apds 24 horas, lavadas com solugéo salina de Hanks. Os
monoestratos foram inoculados com 0,1ml de diluicdes de base 10 variando de 10
a 10® das amostras dos sobrenadantes das culturas infectadas. As placas foram
novamente incubadas nas condi¢des ja descritas e examinadas apos 24 e 48 horas
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para a verificagdo da ocorréncia de CPE. Os titulos foram calculados em dose
infectante por cultura de tecido 50% (TCIDso/ml) expressa em logaritmo decimal
(REED e MUENCH, 1938).

3.4 Animais

Foram utilizados 60 camundongos Swiss da colénia do biotério da ANILAB -

Animais de Laboratério Criacdo e comércio LTDA- Paulinia-SP.

3.4.1 Camundongos Swiss

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno contendo cama de
maravalha de pinho branco autoclavada (121 °C/30 minutos) e recebendo dieta
peletizada. As condigdes ambientais obedeceram aos seguintes padrdes: ar com 15
renovagdes por hora a temperatura de 22 + 2 °C, umidade de 50% e foto periodo de
12h de claro por 12h de escuro (BRAGGIO, MARTINS, VALERO, 2003). Foram
utilizadas fémeas puberes, nuliparas, entre 6 a 8 semanas de idade, acasaladas
com machos inteiros da mesma linhagem e idade, apds superestimulagao ovariana.
Foram mantidos 6 animais por caixa até o momento do acasalamento, quando foram

colocadas 2 fémeas para cada macho.

3.4.2 Superestimulagdo Ovariana

Os hormoénios utilizados para superestimulagdo ovariana foram a
gonadotrofina coriénica eqiiina (eCG/PMSG) (Folligon® 5000 Ul- International
B.V.Boxmeer-Holanda) e a gonadotrofina coriénica humana (hCG) (CHORULON®
5000- International B.V.Boxmeer-Holanda). Os hormonios liofilizados foram
ressuspendidos em solucdo estéril de 0,9% de NaCl na concentracédo de 25Ul/mL e
mantidos, protegidos da luz, fracionados e congelados (-20 °C) até o momento do
uso. Foram injetados, com agulha de 16x0,5mm, intraperitonealmente, por animal,
0,2ml (5Ul) de cada hormoénio. Inicialmente, as fémeas receberam 0,2mL de

eCG/PMSG e apos 46-48 horas receberam 0,2mL de hCG. Para a injegdo foi
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utilizada agulha de 16x0,5mm . Apds a aplicagdo do hCG foram colocadas 2 fémeas
para cada macho para acasalamento e depois de 18h foi realizada a coleta dos
zigotos (Quadro 1) (HOGAN, CONSTANTINI, LACY, 1986).

Adminiseaes Verificagdo de
Administragdo 46-48h Al 16-18h Plug vaginal

do eCG do hCG (manha) e coleta dos
¢ acasalamento i :
zigotos a tarde

Quadro 1: Etapas do processo de superovulagao.

3.4.3 Coleta dos zigotos

Os animais foram anestesiados em uma camara de CO;, (Figuras 1A e 1B) e,
logo apos, submetidos a eutanasia por deslocamento cervical (Figura 2A) (PASSOS
et al., 2002). O ventre do animal foi higienizado com uma solu¢do de alcool a 70%
antes da incisédo (Figura 2B). Foi feita uma abertura na pele e periténio para a coleta
dos ovidutos (Figuras 2C a 2F). Os ovidutos foram mantidos aos pares, em gotas de
200u! de meio de lavagem tamponado (Cultilab®-Campinas, SP) até que todos os
animais fossem sacrificados (Figura 3A).

Com o auxilio de uma lupa (Coleman) e duas agulhas 16x0,5mm, os ovidutos
foram abertos (40X) (Figuras 3B e 3C), os zigotos foram coletados e rapidamente
transportados para uma nova gota de meio de lavagem (200uL) (Figura 3D). Os
zigotos foram lavados por 30 segundos em solug¢ao de pronase a 0,5% a 37 °C, para
total remogao das células do cumulos. Em seguida, foram lavados em 3 gotas de
meio de lavagem acrescido de 1% de soro fetal bovino (SFB) para inativacado da
enzima (HOGAN, CONSTANTINI, LACY, 1986).

Em todos os experimentos desse trabalho, somente serdo utilizados embrides

com zona pelucida integra.
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Figura 1: Camara de Eutanasia: A- Campéanula de vidro, mangueira de borracha, regulador
de pressao e cilindro especial para CO,; B- Camundongo anestesiado pelo CO,,

Figura 2: Procedimento de coleta dos ovidutos. A- Deslocamento cervical; B-Higienizagdo do abdémen do
animal; C e D- Abertura da pele; E- Abertura do periténio; F-Visualizagdo do oviduto (indicado
pela tesoura)

Figura 3: Coleta dos zigotos. A-Ovidutos logo apds a coleta em meio de lavagem; B-Ovidutos visualizados sob lupa

(40X); C-Utilizagado de agulhas para abertura dos ovidutos; D-Zigotos observados sob lupa (40X)
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3.5 Avaliagao da morfologia e taxa de clivagem de zigotos expostos ao BoHV-1
apos 24h de contaminagao- Experimento 1

Os zigotos coletados, mantidos em gotas de 100uL de meio TCM 199
suplementado com 10% de SFB livre do virus da diarréia viral bovina (BVDV) e 0,2%
de piruvato de sddio, sob éleo mineral estéril, foram divididos em 2 grupos: o grupo
controle (C), ndo exposto ao virus e o grupo exposto ao virus (E). As culturas foram
mantidas em estufa a 5% de CO», 90% de umidade e 37 °C. A contaminacéo foi feita
com 30uL da suspensao de virus na diluicdo de 10%° virus/mL. Para padronizagao
do experimento foi adicionado as gotas do grupo controle 30uL de solugéo salina
estéril, para equilibrio das condi¢gdes de diluigdo do meio. Apos 24h de
contaminagdo os zigotos foram separados em subgrupos para avaliagdo da

morfologia e taxa de clivagem (Quadro 2).

A CONTROLE (C) B EXPOSTO AOS VIRUS (E)

0 horas 0 horas

30uL solugao
salina estéril para
padronizagao

30uL da suspensao .
de virus
BoHV1-Colorado

Zigoto
) Oleo
——> Oleo mineral

mineral

Gota com 100uL de meio TCM199 acrescido de 10% de
SFB, penicilina (100Ul/mL) e estreptomicina (10 pg/ml),

sob 6leo mineral estéril

Gota com 100uL de meio TCM199 acrescido de 10% de
SFB, penicilina (100Ul/mL) e estreptomicina (10 pg/ml),

sob 6leo mineral estéril

24 horas

Avaliacdo da morfologia e taxa de clivagem

24 horas

Avaliagcdo da morfologia e taxa de clivagem

Quadro 2 — Quadro mostrando zigotos. A- do grupo controle (C), ndo exposto ao virus;
B-grupo Contaminado (E), exposto ao virus.
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3.6 Avaliagao de alteragoes morfofisiologicas em embrides submetidos ao
tratamento com tripsina e nao expostos aos virus- Experimento 2

Os embrides coletados, ndo expostos ao virus (grupo C), foram mantidos em
estufa a 5% de CO3, 90% de umidade e 37 °C em gotas de 100uL de meio TCM 199

suplementado com 10% de SFB e 0,2% de piruvato de soédio, sob 6leo mineral

estéril (Quadro 3A). Foram divididos em 2 grupos, apds 24h da coleta: o grupo
controle submetido a lavagem sequencial (LS) e o grupo teste, submetido ao
tratamento com tripsina (TT) padronizado pela Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS) (Quadro 3B).

A lavagem sequencial (LS) consiste na passagem dos zigotos por 10 gotas de
200pL de meio TCM199 (Cultilab®-Campinas, SP) acrescido de 10% de SFB
penicilina (100Ul/mL) e estreptomicina (10ug/mL) (Quadro 3B1). Os zigotos foram
lavados em grupos de pelo menos 5, com troca de ponteiras a cada passagem de
gota, e transferindo apenas 10uL de meio de uma gota para outra. O tratamento com
tripsina (TT) consiste na troca das duas gotas centrais de meio de cultura da
sequéncia de lavagem, por duas gotas de solugéo de tripsina a 0,25% em citrato de
sédio, pH 7,6 (Quadro 3B2).

Apods 96h, os embrides (¢) do grupo C, ndo expostos aos virus, e submetidos
a LS (Cise) e os embrides submetidos ao TT (C+1¢) foram separados para avaliagdo
da morfologia e da taxa de clivagem.
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ZIGOTOS NAO EXPOSTOS AOS VIRUS

(C)

0 horas

il Zigoto
u
s
Gota com 100uL de meio TCM199 acrescido de 10% de SFB,

penicilina (100Ul/mL) e estreptomicina (10 ug/ml), sob 6leo mineral

estéril

24 horas

———

Zigotos divididos para LS e TT.

Quadro 3A: Embrides que serdo divididos em dois
grupos apos 24h de incubagao

EMBRIOES NAO EXPOSTOS AOS VIRUS

@
10 yl e troca de ponteira J
@)

- B1
@,
@)
® I

S~ N NS

v 4

LAVAGEM TRATAMENTO COM
SEQUENCIAL (Cys) TRIPSINA (Crr)
200 pl 200 pl
(199+SFB+antibotico) (199+SFB+antibotico)

@ 200 ul de
tripsina por
@ odall 4
200l de  y
. tripsina por I
45s

Y

|

J

Quadro 3B: B1- Embrides submetidos a Lavagem

Sequencial

(Cise);

B2- Embrides

submetidos ao Tratamento com Tripsina

(CTT.e)-




3.7 Avaliagdao dos embrides expostos aos virus e submetidos ao tratamento
com tripsina apos 96h- Experimento 3

Os zigotos foram coletados, mantidos em gotas de 100uL de meio TCM 199
suplementado com 10% de SFB e 0,2% de piruvato de sédio, sob 6leo mineral
estéril apds 24 horas de incubagao na estufa com 5% de CO», 90% de umidade a 38
°C (Quadro 4A) e divididos em 2 grupos: o grupo exposto ao virus (30ul da
suspensao viral) e submetido a lavagem sequencial (E.s; Quadro 4B1) e o grupo
exposto ao virus (30ul da suspenséao viral) submetido ao tratamento com tripsina
(EtT; Quadro 4B2). Os grupos foram mantidos conforme condigbes descritas acima

e separados para avaliagdo da morfologia e da taxa de clivagem apds 96h.

ZIGOTOS EXPOSTOS AOS VIRUS

0 horas

L Zigoto

Gota com 100puL de meio TCM199 acrescido de 10% de SFB,
penicilina (100Ul/mL) e estreptomicina (10 ug/ml), sob éleo mineral

estéril

24 horas

Zigotos divididos para LS e TT.

Quadro 4A: Zigotos expostos ao virus
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EMBRIOES NAQ EXPOSTOS EMBRIOES EXPOSTOS AOS
AOS VIRUS(C) VIRUS (E)
LAVAGEM LAVAGEM TRATAMENTO COM
SEQUENCIAL (LS) SEQUENCIAL (LS) TRIPSINA (TT)
(Gotas com 200 ul) (Gotas com 200 ul) (Gotas com 200 ul)
(199+SFB+antibético) (199+SFB+antibético) (199+SFB+antibético)
10 ul e troca de ponteira _ @pl e troca de ponteira y @pl e troca de ponteira ’ I
@@o B2 @@o 53
@ @ . 200 pl de
tripsina por
@ @ 45s
. 200 pl de
tripsina por
@ ) @ C 45s
Cis / Eis / Err
— ¥ 7 | =¥
=

Quadro 4B: B1-Embrides nédo expostos ao virus e submetidos a Lavagem Sequencial
(Cise); B2- Embrides expostos aos virus e submetidos a Lavagem
Seqliencial (E_se); B3-Embrides expostos ao virus e submetidos ao
Tratamento com Tripsina (Ett.e).
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3.8 Avaliagao do tratamento com tripsina na eliminagao do virus BoHV-1 pela
técnica de Reagcao em Cadeia pela Polimerase- Experimento 4

Os embrides dos grupos Cis, Eis ¢ Err (Quadro 5- B1, B2 e B3),
respectivamente Cise, Eise © Etre, foram mantidos em gotas de 100uL de meio
TCM 199 suplementado com 10% de SFB e 0,2% de piruvato de sédio, sob dleo
mineral em estufa com 5% de CO,, 90% de umidade a 38 °C e, apds 96h, separados
para o teste de nested-PCR.
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EMBRIOES NAO EXPOSTOS

AOS VIRUS (C)

EMBRIOES EXPOSTOS
AOS VIRUS (E)

(LS)

(TT)

Embrides
(CLS.e)
para

n-PCR

B2

Ultima Gota Embrides
(Cis.ug) (Eise)
para para
n-PCR n-PCR

A

Ultima Gota
(ELS.ug)
para

n-PCR

Embrides Ultima Gota
(Etre) (Evr.ug)
para para

n-PCR n-PCR

Quadro 5: B1- Embrides ndo expostos ao virus e submetidos a Lavagem Sequencial (Cs.) € Ultima gota
(CLs.ug) para nested-PCR; B2- Embrides contaminados pelos virus e submetidos & Lavagem
Sequencial (Ese) € ultima gota (E s.g) para nested-PCR; B3- Embribes contaminados pelos
virus e submetidos ao Tratamento com Tripsina (Err.e) € Ultima gota (Etr.ug) para nested-PCR.
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3.8.1 Detecgédo do BoHV-1-Colorado nas amostras pela nested-PCR.

Os protocolos utilizados para detecg¢ao dos virus pela nested-PCR, extracao e
amplificacdo do DNA das amostras e protocolo utilizado para realizacdo da
eletroforese seguiram a metodologia preconizada no Manual de Padrdes para
Testes Diagnosticos e Vacinas da Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE,
2008).

3.8.1.1 Identificacdo viral do BoHV-1 Colorado

O protocolo para a identificagdo do BoHV-1 seguiu a seguintes etapas:
Extracdo do DNA, Iniciadores (primers especificos) e Reagdes de PCR.

3.8.1.2 Extracdo do DNA

As amostras de lavado de embrido foram submetidas a extragao do DNA viral
com o Trizol® LS Reagent (Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Para cada 75 pl de amostra de lavado de embrido, foram adicionados 225 pl
de Trizol LS Reagent® (Invitrogen), e apds agitagdo em vortex por 15 segundos,
incubados a 30 °C durante 5 minutos sob agitagao constante (850 rpm). Em seguida
foram adicionados 60l de cloroférmio (Merck®), homogeneizados e novamente
incubadas a temperatura de 30 °C por 5 minutos. A mistura foi centrifugada a
12.000xg a 4 °C, por 15 minutos.

Apbs esta etapa, com o auxilio de uma micropipeta, descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 90ul de etanol 100% (ETOH 100%), deixando incubar
por 3 minutos. E em seguida os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 5.000 xg.
Foi aspirado o sobrenadante cuidadosamente com o auxilio de uma micropipeta e
em seguida o pellet passou pela etapa de lavagem adicionando 300uL citrato de
sédio em 10% de etanol e incubando por 15 minutos sob agitagdo constante (850
rom) em temperatura ambiente. Depois de transcorrido este tempo, os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 5.000 xg. O sobrenadante foi descartado

cuidadosamente e em seguida repetiu-se a etapa anterior.
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Com auxilio de uma micropipeta, o sobrenadante foi descartado e
acrescentou-se 300 pl de Etanol 75% e incubado por 10 minutos sob agitagcéo
constante (850 rpm) em temperatura ambiente. Transcorrido esse tempo, os tubos
foram novamente centrifugados por 5 minutos a 5.000 xg. Descartou-se o
sobrenadante e para secagem do pellet os tubos foram mantidos abertos em
temperatura ambiente por 10 minutos. Acrescentou-se 45 yl de NaOH. Os tubos
foram centrifugados por 5 minutos a 12.000xg a 4 °C. Transferiu-se para um novo
tubo 30 pl do sobrenadante e acrescentou-se 7,5 ul de uma solugdo tampao
(HEPES). As amostras de DNA extraidas foram estocadas a — 70 °C até a etapa de
amplificagéo.

3.8.1.3 Iniciadores

A identificacdo do BoHV-1 foi realizada utilizando primers especificos
desenhados a partir da regido da glicoproteina | (WHITBECK et al., 1988).

A tabela abaixo mostra os primers utilizados nas diferentes rea¢des de PCR e
nested-PCR para BoHV-1.

Tabela 1 — Primers das reacdes de PCR e nested PCR para BoHV-1 Colorado.

Primer Posicédo Sequéncia Produto (bp)
PCR (externos)
Primer 1 624-645 5-CACGGACCTGGTGGACAAGAAG-3’
468
1070-
Primer 2

1091 5'CTA CCG TCA CGT GAG TGG TAC G3
Nested-PCR (interno)

Primer 3 663-680 5-AGCCGAGTACCTGCGCAG-3
, 344

Primer 4 990-1007 5-TTCCGAAGAGCTGTTGTACA-3’

38



3.8.1.4 Reacoes de PCR

A reacado de PCR foi realizada seguindo as especificagdes preconizadas no
kit comercial PCR Master Mix (PROMEGA). A reacgéao foi realizada num volume total
de 25 pL, contendo PCR Master Mix 1X (50u/ml Tag DNA Polymerase; 400 uM de
cada DNTP e 3,0 mM MgCl,), 0,5 uM de cada primer e 5 pL de DNA.

Para a reacdo de nested-PCR (segunda amplificagdo), seguiu-se também o
protocolo preconizado para o kit comercial PCR Master Mix (PROMEGA) num
volume total de 25 yL contendo PCR Master mix (50u/ml Tag DNA Polymerase; 400
MM de cada DNTP e 3,0 mM MgCl; ), 0,5 uM de cada primer e 2 pyL de DNA ja
amplificado.

As condi¢des de temperatura e ciclos para as reagbes de amplificacdo do
DNA (PCR) e a nested-PCR foram:

Ciclo:

1. 94 °C — 5min
2. 94 °C - 50seg

3. 60 °C - 50seg 35 x

4. 72°C —1min
5. 72°C —5min
6. 10 °C - Hold

O produto de cada amplificagdo foi analisado em gel de agarose a 2%,
preparado em tampao TAE 1X e submetido a eletroforese com voltagem constante
de 100 V, por 1 hora. A presenca de amplicons foi evidenciada apds coloracido com
brometo de etidio (5ug/mL) e visualizagdo em luz ultravioleta. O tamanho dos
fragmentos de DNA foi comparado com um padréo de peso molecular apresentando
incrementos de 100 pb (DNA /adder de 100 pb — Fermentas ®). O tamanho esperado
do produto do PCR ¢é de 468 bp, porém a reacao de nested —PCR, pelo baixo limiar,
produz um produto de 344 bp.
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3.9 Avaliagao do tratamento com tripsina na eliminagao do virus BoHV-1 pela
observagao do efeito citopatico em célula MDBK- Experimento 5

Os embrides dos grupos Cis, Eis ¢ Err (Quadro 6-B1, B2 e B3) foram mantidos
em gotas de 100uL de meio TCM 199 suplementado com 10% de SFB e 0,2% de
piruvato de sodio, sob 6leo mineral em estufa com 5% de CO,, 90% de umidade a
38 °C. Ap6s 96h, foram inoculados em células MDBK para analise do ECP. A gota
da ultima lavagem (ug) de cada grupo também foi inoculada em células MDBK. A

analise foi feita apds 48h da inoculacéo.
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EMBRIOES NAO EXPOSTOS

AOS VIRUS (C)

EMBRIOES CONTAMINADOS
PELOS VIRUS (E)

(LS)

(LS)

(TT)

[p——ry]
Embrides (¢)
para

Cultura

Ultima Gota (yg)
para

Cultura

Embrides ()
para

Cultura

Ultima Gota

(ue)
para

Cultura

[ Y|
Embrides (¢)
para

Cultura

Ultima Gota

(ue)
para

Cultura

Quadro 6: B1- Embrides ndo expostos ao virus e submetidos a Lavagem Sequencial (C.s); B2- Embrides
contaminados pelos virus e submetidos a Lavagem Sequencial (E,s); B3- Embrides contaminados
pelos virus e submetidos ao Tratamento com Tripsina (E1t ).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao da morfologia e taxa de clivagem de zigotos expostos ao BoHV-1
apos 24h de contaminagao- Experimento 1

As analises morfoldgicas e estatisticas foram realizadas sob microscépio 6ptico

no aumento de 100x.

4.1.1 Analise morfologica

No grupo controle (grupo C) nao foram verificadas alteragdes morfoldgicas
apos 24h (Figuras 4 e 5).

Constatou-se CPE nos zigotos contaminados com BoHV-1 Colorado (grupo E).
Dentre as alteragdes morfoldgicas, foi possivel verificar citoplasma com granulagao e
aspecto degenerativo (Figuras 6 e 7), blastbmeros assimétricos (Figuras 6 e 8), falha
de divisdo (Figuras 7 e 9). Em ambos os grupos (C e E) ndo foram detectados
alteragcdes morfologicas na zona pelucida visiveis ao microscopio optico (Figuras 4,
5,6,7,8¢e9).
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Figura 4: Embrido do grupo controle
sem alteracdes
morfolégicas com 2 células
ap6s 24h de incubagdo
(100x, 15Xzoom)

Figura 6: Embrido apos 24h de

contaminagdo com BoHV-1
Colorado com blastomeros
assimétricos (100x,
15Xzoom)

Figura 8: Embrido apdés 24h de
contaminagdo com BoHV-1
Colorado com blastomeros
assimétricos (100x,
25Xzoom)

Figura 5:

Embrido do grupo controle
sem alteragdes
morfologicas com 2 células
ap6s 24h de incubagdo
(100x, 5Xzoom)

Figura 7:

Zigoto apo6s 24h de
contaminagdo com BoHV-1
Colorado  com falha de
divisdo (100x, 10Xzoom)

Figura 9:

Zigoto apos 24h de
contaminagdo com BoHV-1
Colorado  com  espago
periplasmico

acentuado(100x, 15Xzoom)
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4.1.2 Analise estatistica

Depois de 24 horas de contaminag&o dos zigotos murinos ao BoHV-1 Colorado
foi constatado que a taxa de clivagem no grupo controle (C) foi de 54% (190/351) e
a encontrada no grupo contaminado com o virus (E) foi de 44% (139/313).
Verificou-se diferenga significativa com relagdo a taxa de clivagem entre esses dois
grupos (x? de 6,256> y? critico=3,841 ; a=0,05) (Gréafico 1).

Avaliagao da morfologia e taxa de clivagem de zigotos
expostos ao BoHV-1 apés 24h de contaminagao
100%
90%
80%
70%
60% 54% 56%
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

M Clivado

H N3o Clivado

Grupo C Grupo E

Grafico 1 - Taxa de clivagem de zigotos murinos apos 24h. Grupo C: ndo exposto
ao virus; Grupo E: exposto ao virus
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4.2 Avaliacao de alteragdoes morfofisiologicas em embrides submetidos ao
tratamento com tripsina e nao expostos ao BoHV-1- Experimento 2

As analises morfoloégicas e estatisticas foram realizadas sob microscépio éptico

no aumento de 100x.

4.2.1 Analise morfolégica

Os embrides Cise € Crre apds 96h nao apresentaram alteragdes morfolégicas

significativas (Figuras 10 e 11).

Figura 10: Morula do grupo Figura 11: Morula do grupo teste
controle (Cps.) sem (Cr1.e) sem alteragdes
alteracdes apos 96h apos 96h do tratamento
do tratamento (100x, (100x, 10Xzoom)
10Xzoom)

4.2.2 Analise estatistica

Apds 96 horas de cultivo foi observado que a taxa de clivagem no grupo Cis foi
de 21,2% (18/85) e a encontrada no grupo C+t foi de 18,2% (14/77). Verificou-se que
nao houve diferenga significativa com relagdo a taxa de clivagem entre esses dois
grupos (x? de 0,229< y? critico=3,841 ; a=0,05) (Gréfico 2).
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Avaliagao de alteragoes morfofisiologicas em
embrides submetidos ao tratamento com tripsina e nao
expostos ao BoHV-1

100%
90%
80%
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

78,8%

M Clivado

B N3o Clivado

CLS CTT

Grafico 2 - Taxa de clivagem de embrides murinos apos 96h de submissao a LS (Grupo C.s) e
ao TT (Grupo Cqy).

4.3 Avaliacao dos embridoes expostos aos virus e submetidos ao tratamento
com tripsina apo6s 96h- Experimento 3

As analises morfoldgicas e estatisticas foram realizadas sob microscépio 6ptico

no aumento de 100x.

4.3.1 Analise morfolégica

Nos embrides do grupo E, submetidos ao TT, Etre, ndo foram verificadas
alteragcdes morfolégicas apds 96h (Figura 12). Enquanto que nos embrides
contaminados com BoHV-1 Colorado e submetidos a LS (E.s.c) apresentaram ECP.
Dentre as alteragdes morfoldgicas, foi possivel verificar citoplasma com granulagao e
aspecto degenerativo (Figura 13) e blastdmeros assimétricos (Figura 14). Em ambos
os grupos nao foram detectados alteragdes morfolégicas na zona pelucida visiveis

ao microscopio optico.
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Figura 12: Mérula do grupo Err apdés 96h do tratamento com blastdmeros
simétricos (100x, 10Xzoom)

Figura 13: Embrides do grupo controle (E . s) ap6s 96h do tratamento com
granulagdo, blastdbmeros assimétricos e aspecto degenerativo
(100x, 5X zoom)

Figura 14: Moérula do grupo controle (E | s) apds 96h do tratamento com
blastdbmeros assimétricos (100x, 15X zoom)
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4.3.2 Analise estatistica

Apds 96 horas de cultivo foi constatado que a taxa de clivagem no grupo Cis foi
de 21,2% (18/85), no grupo E.s, 13,8% (11/80), e a encontrada no grupo Err foi de
17,5% (17/97). Verificou-se que ndo houve diferenca significativa com relagédo a taxa
de clivagem entre esses dois grupos (x? de 1,57< y? critico=5,99; a=0,05)(Grafico 3).

Avaliacao dos embrides expostos aos

virus e submetidos ao tratamento com

100% tripsina apoés 96h

86Cy QN0,
90% — > 82%
80%
70%
60% Clivado
50% B N3o Clivado
40%
30% 21,2%
20% | 13.8% 17,5%
10% +———
0%
CLS ELS ETT
Gréfico 3: Taxa de clivagem de embrides murinos apés 96h de

tratamento. C,s: ndo exposto ao virus e submetido a LS ; E,s:
exposto ao virus e submetido a LS; Etr: exposto ao virus e
submetido ao TT.

4.4 Avaliagao da eficacia do tratamento com tripsina na eliminagao do BoHV-1
pela n-PCR- Experimento 4

Os grupos C.s, Eis e Err foram submetidos a detecgdo do virus pela n-PCR

enquanto os ensaios dos grupos E,s e Err foram comparados estatisticamente.

4.4.1 Detecgéo

Constatou-se que, apds 96h da contaminagdo, as amostras do grupo C.s (ndo
exposto ao virus e submetido a Lavagem Sequencial), quando analisadas por n-
PCR para verificacdo da presenca do BoHV-1 Colorado apresentaram-se,
evidentemente, negativas, tanto para as amostras contendo embrides (C.s) quanto
para a aliquota da Ultima gota (Cis.g) (Tabela 2; amostras n° 1 a 8; Figura 15). No
grupo E (grupo contaminado com o virus e submetido a Lavagem sequencial, E;s e
ao Tratamento com Tripsina, Etr) foram obtidos resultados positivos e negativos,

para as amostras contendo os embrides (E. s € Etre) € para a aliquota da ultima
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gota (Eisug € Errug) (Tabelas 3 e 4; amostras n° 9 a 24; Figuras 16 e 17). Foi
verificada a presenga de embrides e ultima gota de lavagem positivos para o BoHV-1
Colorado (Tabelas 3 e 4; amostras n° 9, 11, 13, 17 e 23; Figuras 16 e 17). Nas
amostras n° 10, 14 e 19 (Figuras 16 e 17) os embrides apresentaram-se livres do
BoHV-1 Colorado, mas estas foram detectados na aliquota da ultima gota de
lavagem. Apenas na amostras n° 12, 16 e 18 foram obtidos resultados negativos,
tanto para os embrides, quanto para a aliquota da ultima gota de lavagem (Tabelas
3 e 4) (Figura 16). Os resultados da n-PCR para o grupo Etr (grupo exposto ao virus
e submetido ao Tratamento com Tripsina) foram positivos para quase todas as
amostras (Tabela 4) (Figuras 16 e 17), contendo embrides ou apenas da aliquota da
Ultima gota de lavagem, com excegdo dos embrides da amostra n°18 que se
apresentaram negativos quanto a presenga do BoHV-1 Colorado (Tabela 4) (Figura
16). Em relagdo aos resultados da n-PCR para os grupos E.s (grupo exposto ao
virus e submetido a Lavagem Sequencial) foram positivos, também, para quase
todas as amostras (Tabela 3) (Figura 16), contendo embrides ou apenas da aliquota
da ultima gota de lavagem. Porém duas amostras apresentaram-se negativas quanto

a presenga do BoHV-1 Colorado (Tabela 3) (amostras n° 12 e 16) (Figura 16).

Tabela 2 - Resultados da n-PCR para as amostras nao expostas aos virus e submetidas apenas a
lavagem sequencial

Grupo n&o exposto aos virus (C)
Amostras submetidas a Lavagem Sequencial (LS)

n° Amostras contendo Aliquota da ultima gota de
embrides (Crse) lavagem (Cys.ug)
amostra
] = =
N = =
s = =
4 = =
5 = =
6 = =
N = =
8 = =

- Indicagao de resultado negativo na n-PCR; + Indicagdo de resultado positivo na n-PCR
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Tabela 3 - Resultados da n-PCR para as amostras expostas aos virus e submetidas apenas a
lavagem sequencial

Grupo exposto aos virus (E)

Amostras submetidas a Lavagem Sequencial (LS)

n° Amostras contendo Aliquota da ultima gota de
embrides (Epse) lavagem (ELs.ug)
amostra
+ +
9
- +
10
+ +
11
12 ) )
+ +
13
- +
14
+ -
15
16 ) )

- Indicagao de resultado negativo na n-PCR; + Indicagdo de resultado positivo na n-PCR

Tabela 4 - Resultados da n-PCR para amostras expostas aos virus e submetidas ao Tratamento com
Tripsina

Grupo exposto aos virus (E)

Amostras submetidas ao Tratamento com Tripsina(TT)

N° Amostras contendo Aliquota da ultima gota de
embrides (Erre) lavagem (Ett.yg)
amostra
+ +
17
18
- +
19
+ -
20
+ -
21
+ -
22
+ +
23
+ -
24

- Indicagao de resultado negativo na n-PCR; + Indicagao de resultado positivo na n-PCR
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M le lug 2e Zu‘g 3ze 3ug 4e 4ug Se Sug 6e 6ug 7Te Tug 8e 8ug @*

500pb
400pb
300pb

200pb

100pb

Legenda das canaletas:

+ M — Padrao de peso molecular - DNA /adder de 100 pp FERMENTAS (FERMENTAS Life
Sciences, Canada);
+

1e, 2e, 3e, 4e, 5e, 6e, 7e e 8e — Embrides nao contaminados submetidos a
Lavagem Sequencial das amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente;

+ 1ug, 2ug, 3ug, 4ug, 5ug, 6ug, 7ug e 8ug — Aliquotas da ultima gota de lavagem das
amostras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente;

+ (+) — Controle positivo;

+ (-) — Controle negativo.

&+

Figura 15: Detecgéo de produtos amplificados das amostras controle (C.s ). nested-PCR.

51



M 9e 9ug 10e 10ug 1le 11ug 12e12ug 13e 13ug 14e 14ug 15e 15ug 16e 16ug 17¢ 17ug 18e 18ug (+) (-)

344pb
-

Legenda das canaletas:

* M — Padrao de peso molecular - DNA Jadder de 100 pb FERMENTAS ;

+ 9e, 10e, 11e, 12e, 13e, 14e, 15e, 16e— Embrides contaminados submetidos a
Lavagem Sequencial das amostras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16, respectivamente;

+ 9ug, 10ug, 11ug, 12ug, 13ug, 14ug, 15ug e 16ug — Aliquotas da ultima gota de
lavagem das amostras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16, respectivamente;

* 17e e 18e —Embrides contaminados submetidos ao Tratamento com Tripsina das
amostras 17 e 18 respectivamente;

* 17ug e 18ug — Aliquotas da ultima gota de lavagem das amostras 17 e 18
respectivamente;

* (+) — Controle positivo;

* (-) — Controle negativo.

Figura 16: Deteccao de produtos amplificados das amostras contaminadas (E.s, € Ett ). nested-
PCR.
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M  19e 19ug 20e 20ug 2le 2lug 22e¢ 22ug 23e 23ug 24e 24ug (V) ()
|

344pb
o

Legenda das canaletas:

+ M — Padrao de peso molecular - DNA Jadder de 100 pb FERMENTAS ;
+ 19e, 20e, 21e, 22e, 23e e 24e— Embrides contaminados submetidos ao Tratamento
com Tripsina das amostras 19, 20, 21, 22, 23 e 24, respectivamente;

+ 19ug, 20ug, 21ug, 22ug, 23ug, 24ug e 25ug — Aliquotas da ultima gota de lavagem
das amostras 19, 20, 21, 22, 23, 24 e 25, respectivamente;

+ (+) — Controle positivo;

+ (- ) — Controle negativo.

Figura 17: Deteccao de produtos amplificados das amostras contaminadas (E.s, € Ett ). nested-
PCR.
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4.4.2 Analise estatistica

Os ensaios de n-PCR para os embrides submetidos a LS (grupo E.s) foram

negativos para 50% dos ensaios (4/8) e os embrides submetidos ao TT (grupo Er7)

foram negativos para 25% dos ensaios (2/8) das amostras. Verificou-se, segundo

Teste Qui-quadrado, com correcao de Yates, que nao houve diferencga significativa

entre esses dois tratamentos. (y* de 0.2667 < y? critico=3,841; a=0,05) (Grafico 4).
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eliminagao do BoHV-1 pela n-PCR
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4.5 Avaliagao do tratamento com tripsina na eliminagao do virus BoHV-1 pela
observacao do efeito citopatico em células MDBK- Experimento 5

As analises morfolégicas e estatisticas das células MDBK foram realizadas sob
microscopio optico no aumento de 100x.

4.5.1 Analise morfolégica

N&o foram observados CPE nas culturas MDBK inoculadas com embrides nao
contaminados com os virus e submetidos a LS (C.s.e) apos 24h. As culturas MDBK
inoculadas com a ultima gota (Cis..g ) também n&o apresentaram CPE (Figura 18 e
Tabela 5).

Figura 18: Cultura MDBK inoculadas com Cis. 4 (100X, 5Xzoom)

Os resultados apresentados nas tabelas 6 e 7 mostraram que, embrides
contaminados com BoHV-1 Colorado, tanto submetidos as LS (E.s. ; Figura 19A)
quanto ao TT (Err.; Figura 19B), provocaram CPE em células MDBK. Esse efeito foi
menos intenso nas células inoculadas com embrides tratados com tripsina (Figura
19B).
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Figura 19: A- Cultura MDBK inoculadas com E;s.; B- Cultura MDBK
inoculadas com E+7¢ (100x, 2Xzoom)

Amostras da ultima gota da lavagem de embrides submetidos a essas duas
técnicas (LS e TT) induziram CPE em células MDBK, porém em menor numero e
intensidade nas células inoculadas com dultima gota tratados com tripsina (Etr.ug)
(Tabelas 6 e 7).

Considerando o grupo exposto ao virus BoHV-1 Colorado, somente as

amostras 12 e 16 (Tabela 6) , submetidas a LS, ndo apresentaram ECP para
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embrides e ultima gota. Ja o grupo exposto ao virus BoHV-1, as amostras 18, 21, 23

e 24 (Tabela 7) ndo apresentaram ECP para os embrides e ultima gota.

4.5.2 Analise estatistica

Foram observados nas culturas MDBK inoculadas com embridoes submetidos a LS

(grupo E_s)) ECP negativo igual a 62,5% (5/8 amostras; Tabela 6) e nas culturas MDBK

inoculadas com embrides submetidos ao TT (grupo E+t), ECP negativo para 62,5% (5/8

amostras; Tabela 7). Devido a igualdade nas porcentagens, ndo se constata,

evidentemente, diferenca estatistica (Grafico 5).
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Tabela 5 - Resultados da analise do ECP em células MDBK para as amostras ndo expostas aos virus
e submetidas a lavagem sequencial

Grupo né&o exposto aos virus (C)
Amostras submetidas a Lavagem Sequencial

N° Amostras contendo Aliquota da ultima gota de
embrides (Cise) lavagem (Cys.yg)
amostra ECP ECP
] = =
N = =
s = =
4 = =
5 = =
. = =
; = =
8 = =

= Sem ECP; + Com ECP

Tabela 6 - Resultados da analise do ECP em células MDBK para as amostras expostas aos virus e
submetidas a lavagem sequencial

Grupo exposto ao virus (E)

Amostras submetidas a Lavagem Sequencial

N° Amostras contendo Aliquota da ultima gota de
embrides (Eise) lavagem (Es )
amostra ECP ECP
- +
9
- +
10
+ +
11
12 ) )
+ +
13
- +
14
+ -
15
16 ) )

= Sem ECP; + Com ECP

58



Tabela 7- Resultados da analise do ECP em células MDBK para amostras expostas aos virus e
submetidas ao tratamento com tripsina

Grupo exposto ao virus (E)

Amostras submetidas ao Tratamento com Tripsina

N° Amostras contendo Aliquota da ultima gota de
embrides(Erre) lavagem (Ett.g)
amostra ECP ECP
+ +
17
18 3 )
- +
19
+ -
20
21 - )
+ -

22
23
24

= Sem ECP; + Com ECP

Conforme tabela 9, foi encontrado efeito positivo simultdneo entre nested-PCR e
co-cultura nas amostras dos embrides 11, 13 e 15 que foram submetidos a LS. Nas
amostras submetidas ao TT, foi encontrado efeito positivo simultaneo entre n-PCR e
co-cultura nas amostras dos embrides 17, 20 e 22 (Tabela 10). Constatamos maior
numero de negatividade entre os embrides submetidos a LS (Tabela 9; amostras 10,
12, 14 e 16) do que os embrides submetidos ao TT (Tabela 10; amostras 18 e 19)

Nas aliquotas das ultimas gotas de lavagem foi encontrado efeito positivo
simultaneo entre n-PCR e co-cultura nas amostras 9, 10, 11, 13 e 14 (Tabela 9) que
foram submetidas a LS. Nas aliquotas das ultimas gotas de lavagem submetidas ao
TT, foi encontrado efeito positivo simultdneo entre n-PCR e co-cultura apenas nas
amostras 17 e 19. Temos maior numero de negatividade simultadneo entre n-PCR e co-
cultura das aliquotas das ultimas gotas submetidas ao TT (Tabela 10; amostras 18, 20,
21, 22 e 24) do que as submetidas a LS (Tabela 9; amostras 12, 15 e 16).
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4.6 Relagao entre co-cultura e n-PCR

As tabelas 8, 9 e 10 relacionam a detecgao pela nested-PCR e a viabilidade
do virus através do ECP entre amostras contendo embrides e aliquota das ultimas

gotas.

4.6.1 Taxa referente a eficiéncia do tratamento com tripsina em relagdo ao numero de
embribes

Ao realizarmos o confronto entre nested-PCR e o ECP do grupo exposto ao
virus e submetidos ao TT das amostras contendo embrides e ultimas gotas (Tabela
10) para classificar cada ensaio como eficiente, eficaz ou nao satisfatorio,
encontramos taxa de eficiéncia igual a 39,17% (38/97 embrides; soma dos embrides
das amostras 21, 23 e 24) (Quadro 7). Se somarmos a eficiéncia a eficacia
(encontrada na amostra 18) do TT teremos uma taxa de 48,45% (47/97 embrides;
soma dos embrides das amostras 18, 21, 23 e 24) (Quadro 7). O tratamento nao foi
satisfatorio em 51,55% (50/97 embrides) (Quadro 7).

Tabela 8 - Resultados da anélise do ECP em células MDBK comparado ao resultado de n-PCR para
as amostras nao expostas aos virus e submetidas apenas a lavagem sequencial

Grupo néao exposto aos virus (C)
Amostras submetidas a Lavagem Sequencial

N° Amostras contendo Aliquota da ultima gota de
embrides (C se) lavagem (Cys.yg)
amostra n-PCR ECP n-PCR ECP
] - = - =
N - = - =
s - = - =
4 - = - =
5 - = - =
. - = - =
; - = - =
8 - = - =

- Indicagéo de resultado negativo na n-PCR; + Indicagao de resultado positivo na n-PCR;
- Sem ECP; + Com ECP
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Tabela 9 - Resultados da anélise do ECP em células MDBK comparado ao resultado de n-PCR para
as amostras expostas aos virus e submetidas apenas a lavagem sequencial

Grupo exposto aos virus (E)

Amostras submetidas a Lavagem Sequencial

N° Amostras contendo Aliquota da ultima gota de
embrides (E se) lavagem (Es )
amostra n-PCR ECP n-PCR ECP
+ - + +
9
- - + +
10
+ + + +
11
12 ) ) ) )
+ + + +
13
- - + +
14
+ + - -
15
16 ) ) ) )

- Indicacgao de resultado negativo na n-PCR; + Indicagéo de resultado positivo na n-PCR,;
- Sem ECP; + Com ECP

Tabela 10 - Resultados da n-PCR para amostras expostas aos virus e submetidas ao Tratamento
com Tripsina

Grupo exposto ao virus (E)

Amostras submetidas ao Tratamento com Tripsina

N° Amostras contendo Aliquota da ultima gota de

zigotos (Err.e) lavagem (Et.yg)

amostra n-PCR ECP n-PCR ECP

+ + + +
17
18

- - + +
19

+ + - -
20

+ - - =
21

+ + - -
22

+ - + -
23

+ - - =
24

- Indicagao de resultado negativo na n-PCR; + Indicagéo de resultado positivo na n-PCR
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Grupo de 97 embrides expostos aos virus (E) e
submetidos ao Tratamento com Tripsina (TT)

Tratamento foi

n° das amostras

n° de embrides

Porcentagem

Eficiente

21,23e24 38 38/97=39,17%
Eficaz 18 9 9/97=9,27%

Eficiente e Eficaz 18, 21,23 e 24 47 47/97= 48,45%

Né&o satisfatorio 17,19, 20 € 22 47 50/97= 51,55%

Quadro 7: Analise do resultado do Tratamento com Tripsina (Eficiente, Eficaz ,
‘Eficiente+Eficaz’ e ndo satisfatorio) em relacdo ao nimero de embrides.
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5 DISCUSSAO

Existem evidéncias de que odcitos e ovidutos colhidos em abatedouros
comerciais para a producdo de embrides in vitro podem estar contaminados por
agentes patogénicos (D’ANGELO, 1998; FERREIRA, 2003). Entre estes o BoHV-1.
Sabe-se que animais aparentemente sadios podem conter o BoHV-1 em seus
ovarios, ovidutos e odcitos (VAN DER MAATEN et al., 1985; GUERIN et al., 1989).

Teoricamente, a infeccdo pode ocorrer antes mesmo da ovulagao, pelo
contato do virus com o tecido ovariano e no liquido folicular, ou durante a
fecundagdo, caso o virus esteja presente externamente em um ou ambos os
gametas (GUERIN et al., 1990; BIELANSKI et al., 1993). Embora a zona pelucida
(ZP) tenha sido destacada como uma barreira de protegao para muitos patégenos, a
contaminacgao de odcitos e embrides poderiam ocorrer em consequéncia da suposta
adsorgao de particulas virais a zona pelucida (VANROOSE et al., 2000).

Os envelopes dos alphaherpesvirus, incluindo HHV-1 e HHV-2 (Herpesvirus
humano1 e 2), SuHV-1 (Herpesvirus suino 1) e o BoHV-1 contém um numero de
glicoproteinas homdlogas em sua estrutura e fungéo que estdo envolvidas em varios
passos da multiplicagdo viral (ANDRADE, 2006). Estas proteinas s&o responsaveis
pela adesao inicial do virus aos receptores celulares e a subsequente penetracao
nas ceélulas hospedeiras, influenciando assim, o tropismo celular e tecidual
(BARANOWSKI et al., 1996; SCHWYZER e ACKERMANN, 1996; BRYANT et al.,
2003). A fim de avaliar a acédo da tripsina sobre embrides murinos contaminados
experimentalmente com BoHV-1 Colorado, o presente trabalho objetivou simular
situagdes in vitro , nas quais o BoHV-1 Colorado foi introduzido nos zigotos em
processo de clivagem in vitro e de seu co-cultivo com células MDBK, pois pesquisas
mostraram que o BoHV-1 produz efeito citopatico, ECP, bastante evidente em varios
tipos celulares como os encontrados nas figuras 6, 7 e 8 (FLORES, FRANCO,
ROEHE, 2007). Além disso, Ferreira (2003) ao comparar as estirpes Los Angeles
(BoHV-1 Los Angeles) a Colorado (BoHV-1 Colorado) em embrides bovinos verificou
maior viruléncia deste ultimo, justificando a preferéncia pelo BoHV-1 Colorado.

Um fator que deve ser considerado em relagcdo as inoculagdes experimentais
realizadas in vitro é a forma pela qual o virus interage com o embrido, pois essa

nunca sera igual ao ambiente in vivo. O meio no qual o embrido fica exposto ao virus
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pode conter diferentes concentragdes de enzimas, provenientes dos fluidos
oviductais e uterinos, alterando a interagc&o entre os dois (BOOTH et al., 1999).

A escolha do camundongo como modelo experimental foi baseada em
trabalhos previamente publicados (D’ANGELO et al., 2003; MALLEK et al., 1984,
GALUPPO, 2002). Mallek et al. (1984) e Galuppo (2002) utilizaram embrides de
camundongo como modelo para o estudo das consequéncias da contaminagao in
vitro desses embrides por B. abortus. Utilizaram embrides com ZP intacta no estadio
de morula, os quais foram expostos a concentragdes sucessivas de Brucella,
partindo de 10% até 10° brucellas/mL. Apds 24h de infecgdo, pode ser verificada a
ocorréncia de alteragbes no desenvolvimento dos embrides, sugerindo sua
sensibilidade a B. abortus (MALLEK et al., 1984). Além da suscetibilidade ao agente,
sabe-se que os embrides de camundongo sao sensiveis a diferentes patdgenos, séo
de facil acesso e baixo custo, o que os torna um excelente modelo para estudos de
interagdo embrido-patégeno (D’ANGELO et al., 2001; GALUPPO, D’ANGELDO,
1999).

O experimento 1 mostrou que, os zigotos (grupo E) expostos ao BoHV-1
Colorado apresentam CPE intenso (Figuras 6, 7, 8 e 9) e taxa de clivagem
significativamente menor (32 de 6,256> y2 critico=3,841; a=0,05) quando comparado
com o grupo controle (grupo C; Figura 4 e 5), grupo n&o exposto ao virus, o que esta
de acordo com o verificado por Palazzi et al. (2009). Investigagcbes dos efeitos do
BoHV-1 sobre o desenvolvimento de embrides produzidos por FIV, provenientes de
oocitos colhidos de vacas infectadas experimentalmente, mostraram que o virus foi
isolado dos embrides, liquidos foliculares, Células epiteliais de oviduto bovino
(BOEC) e fluidos uterinos. A taxa de clivagem e a porcentagem de blastocistos
desenvolvidos a partir de odcitos colhidos dos animais infectados foram inferiores
comparadas com as dos animais controles. Nao se sabe ainda, se a interferéncia no
desenvolvimento de embrides in vitro foi causada: a) pelo efeito citopatico do virus
nas células de oviduto e/ou dos embrides, b) pelo efeito da temperatura elevada
associada com o periodo febril durante o estagio de viremia logo apds a inoculagéao
dos animais e, c) pela conjuncao desses fatores. Ou seja, esses resultados indicam
que animais infectados pelo BoHV-1 podem produzir embrides até o estagio de
transferéncia. Sendo este o grande problema de disseminagdo da doencga, pois

existe a possibilidade de estarem associados com o virus de tal maneira, a ponto de
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provocarem um aumento no potencial de transmissdo da doenga por TE ou FIV
(BIELANSKI e DUBUC, 1994).

Com o intuito de se eliminar agentes patogénicos, a Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS) preparou um guia de procedimentos e
informagdes gerais para o uso da tecnologia de TE, enfatizando producdes
sanitarias, por parte da Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE), sobre o
manuseio asséptico de odcitos e embrides com os objetivos de descrever técnicas
necessarias para assegurar que a TE ndo resulte em transmissdo de agentes
patogénicos (STRINGFELLOW et al., 1998). Diversos autores testaram os
procedimentos estabelecidos pela IETS, questionando sua eficiéncia como
Stringfellow et al. (1990) que, testaram os tratamentos de lavagens com tripsina para
inativacdo do BoHV-1 e BoHV-4, em 24 e 29 embrides, respectivamente, e
verificaram que todos embrides portavam o patégeno apos tratamento. Singh et al.
(1982) encontraram eficiéncia de 64% para LS e 57% para TT para embrides
contaminados com BoHV-1, ou seja, nao houve diferenga significativa entre LS e o
TT.

Outras pesquisas foram e sao feitas tentando estabelecer a efetividade dos
tratamentos, porém pouco se comenta sobre os possiveis danos que um embridao
pode sofrer por ser submetido a esses tratamentos. Bondioli et al. (1988) e
Echternkamp et al. (1989) sao os unicos que fazem mencao a agao do tratamento
com tripsina sugerindo, e ndo afirmando, que a exposi¢cao a tripsina parece nao
danificar os embrides bovinos. Além da tripsina, sdo usados, também, antibidticos,
luz ultravioleta, agentes fotossensiveis e halaminas organicas na tentativa de
encontrar um "agente esterilizante” razoavel. A grande preocupacgao ao utilizar certas
estratégias esterilizantes nos embrides incide sobre provaveis danos que esses
podem sofrer ao serem submetidos aos diversos tratamentos. No entanto, ndo ha
relatos experimentais dos possiveis danos do tratamento com tripsina em embrides
murinos. Por isso, testamos os zigotos ndo contaminados com BoHV-1 Colorado e
submetidos a LS (C.s) e TT (Crr), tendo como base, aspectos morfoldgicos e taxa
de clivagem. Dados encontrados em nosso trabalho estdo de acordo com Bondioli et
al. (1988) e Echternkamp et al. (1989). Verificamos que o tratamento com tripsina
nao danificou os embrides, ou seja, ndo houve alteragdo morfoldgica (Figuras 10 e

11) e, também, n&o altera a taxa de clivagem quando comparamos os dois
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tratamentos citados (x? de 0,229< y? critico=3,841 ; a=0,05) (Grafico 2) (Figuras 10 e
11).

Diferentes patogenos foram testados quanto a eficiéncia do TT. Bielanski et al.
(1998) descreveram que em 71 embrides bovinos contaminados previamente com
Mycoplasma bovis, apds a LS, e em 40 embrides tratados com antibidticos, foi
isolado o agente em 100% das amostras; e mesmo apdés o TT, isolou o
microrganismo em todas as suas amostras. Bowen et al. (1982) constataram que o
virus da lingua azul e o virus da diarréia viral bovina foram eliminados com o TT.
D'Angelo et al. (2009) testaram o TT em embrides bovinos contaminados
experimentalmente com BoHV-1, onde a ultima gota submetida ao tratamento,
inoculada em células MDBK foram separadas para a n-PCR, tendo como negativo
para a presenga do patogeno. No entanto, os embrides, apos tratamento, portavam
o patégeno. Em nosso trabalho, também encontramos resultados que, a principio,
sugerem acgao esperada da tripsina ao observamos auséncia de alteragdes
morfologicas dos embrides murinos expostos ao virus e submetidos ao tratamento
(Figura 12; Tabela 10: amostra 21, 23 e 24). Porém, a positividade de algumas
amostras de embrides submetidas ao TT (Etre) € Ultima gota (Etr.ug), pela nested-
PCR, assim como a ‘diferenga ndo significativa’ em relagdo a taxa de clivagem (y?
de 1,57< 2 critico=5,99; a=0,05) (Grafico 3) e o efeito citopatico (ECP; Tabela 7)
demonstram resultado ndo satisfatério. Este resultado esta de acordo com D' Angelo
(1998) que detectou o virus pela nested-PCR , apés titulagdo do meio de cultura da
co-cultura, apesar da diminuicdo na concentragao de virus do meio de cultura que
passou pelo TT.

A penetracao de virus envelopados nas células hospedeiras envolve as etapas
de ligacao de proteinas virais de superficie a receptores celulares e, em seguida, a
penetracdo por fusdo do envelope com a membrana plasmatica. A penetragao por
fusdo pode ocorrer na superficie celular (processo independente de pH) ou no
interior de vesiculas, apés endocitose (processo pH dependente) (ROIZMAN e
PALESE, 1996). As fases iniciais de infecgdo - ligacdo aos receptores e
fusdo/penetracao - se constituem em etapas criticas na replicagdo de varios virus
(CHOU, 2007). O sucesso da replicagao do virus na célula requer uma extraordinaria
cascata de interagao entre o virus e a célula hospedeira. Muitos tem como parte de

seu arsenal a habilidade de modular as vias da apoptose no hospedeiro através da
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manipulagcdo de uma variedade de proteinas chaves para a apoptose (HAY e
KONNOURAKIS, 2002). A apoptose € um processo fisioldgico ativo da condensacgao
da cromatina, redugao do volume celular e formacdo de vesiculas na membrana
chamada corpos apoptéticos, resultando em fragmentos e eliminagdo de células
desnecessarias e danificadas (SCHWARTZMAN e CIDLOWSKI, 1993). Portanto, o
tratamento com tripsina s6 possui acao eficiente quando promove a inativagao
(inviabilizagao viral) de um numero relativo de glicoproteinas responsaveis pela
adsorcao do virus que, ao final do tratamento, poderia promover também, uma
diminuicdo na concentragéo do virus abaixo da dose infectante. Porém, observamos
nao existir diferenca significativa (x> de 0.2667 < %2 critico=3,841 ; a=0,05) (Grafico
4) entre os ensaios de nested-PCR para os embrides submetidos a LS e os
embrides submetidos ao TT (Tabelas 3 e 4). Foi possivel verificar, também, n&o sé
a presenca do virus em embrides (E.se € Er7.€; Tabelas 3 e 4) e nas ultimas gotas
(ELs.ug © Etrug) cOomo, também, sua viabilidade em células MDBK (Tabelas 6 e 7;
Figuras 19A e 19B) através de ECP caracteristico. Constatamos, também, que n&o
houve diferencga significativa relacionada ao ECP entre os embrides submetidos a LS
e ao TT que foram inoculados em células MDBK (ECP negativo: E se =62,5% e
E17.e=62,5%; Grafico 5).

Podemos fazer uma analise do TT segundo suas possibilidades em: Inativar e
Eliminar: 1) Quando detectamos o virus (no embrido e/ou ultima gota) pela n-PCR e,
em contrapartida, ha ECP negativo em células MDBK (inoculadas com embrides ou
ultima gota) podemos dizer que houve inativacdo e/ou a dose infectante nao foi
suficiente, portanto neste caso o tratamento foi eficiente, porém néao eficaz, pois nao
houve a eliminagao do virus (n-PCR positivo) (Tabela 10: amostra 21, 23 e 24); 2) Ja
a eliminagao, almejada em manuseio sanitario de embrides, ocorre quando a n-PCR
e o ECP (em MDBK) sao negativos para a amostra (Tabela 10: amostra 18). Nesse
ultimo quesito, tanto o TT quanto a LS tiveram, praticamente, mesmo éxito (Tabela
9: amostras 12 e 16) (Tabela 10: amostra 18). Além disso, a tabela 10 também
destaca que a agao da tripsina e o fator diluicdo (presente no TT), na maioria das
amostras, nao tiveram acéo eficaz para eliminagéo do virus, ou seja, considerando o
conjunto das amostras submetidas ao TT, verificamos que a agdo do TT n&o foi
efetiva, possibilitando, desta forma, risco de transmissdo no caso de transferéncia

destes embrides. Também constatamos maior numero de positividade nas amostras
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contendo embrido do que na aliquota da ultima gota das amostras submetidas ao TT
(Tabela 10: Resultados da analise do ECP em células MDBK comparado ao
resultado de n-PCR para as amostras expostas aos virus e submetidas apenas ao
Tratamento com tripsina) em comparagao a LS (Tabela 9: Resultados da analise do
ECP em células MDBK comparado ao resultado de n-PCR para as amostras
expostas aos virus e submetidas apenas a Lavagem Sequencial) o que pode se
reflexo do estresse causado pela tripsina na ZP e membrana do embrido.

No entanto, considerando o0 mesmo conjunto das amostras submetidas ao TT,
constatamos que o TT n&o é um tratamento que deve ser descartado, uma vez que
em nossos dados houve melhora na morfologia dos embriées (Figura 12), uma taxa
de eficiéncia de 39,17% (Quadro 7: amostras 21, 23 e 24) refletindo, principalmente,
o papel da inativacdo da tripsina. E, finalmente, ao considerarmos a taxa de
‘Eficiéncia +Eficacia’ igual a 48,45% (Quadro 7: amostras 18, 21, 23 e 24) podemos
dizer que o TT € um método de controle de extrema importancia no tratamento de
embrides in vitro visto que nenhum meétodo sanitario possui eficiéncia plena.Ha,
também, a necessidade de adicionar estes estudos a ensaios in vivo para que se
possa averiguar se a presenga dos virus apos tratamento é capaz de causar a
doenca no animal receptor uma vez que o trabalho realizado merece ressalva
fundamental quanto a possibilidade de extrapolar observacgdes feitas em sistemas in
vitro para sistemas in vivo. Entre outros fatores, a presenca do sistema imunoldégico,
a organizagao tecidual e os mecanismos de excregcdo de substancias, tornam o
sistema in vivo extremamente complexo, exigindo cautela para extrapolar
observacgoes feitas in vitro. (D’ANGELO, 1998).
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6 CONCLUSOES

6.1 Os zigotos murinos possuem sensibilidade ao BoHV-1 Colorado apés
exposic¢ao in vitro, uma vez que foram constatadas alteragcbes em sua morfologia e

desenvolvimento.
6.2 O Tratamento com Tripsina nado foi efetivo para eliminar o virus, no

entanto em alguns ensaios ocorreu inativagao viral, por este motivo destacamos que

se trata de um importante e indispensavel método de controle in vitro.
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