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INTRODUCAO

O Brasil possui atualmente o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com
um efetivo animal de 218,2 milhdes de cabecas no ano de 2016, (IBGE, 2017).
Esses expressivos numeros sdo respaldados pela crescente difusdo do uso das
biotécnicas reprodutivas como a Inseminagdo Artificial e a Transferéncia de
Embrides (produzidos in vivo ou in vitro). As chamadas biotécnicas da reproducéao
animal possibilitaram a multiplicacdo da genética de animais de alto valor zootécnico
por meio da inseminacéao artificial, da transferéncia de embrides e da fertilizac&o in
vitro (FIGUEIREDO et al., 2007). A maturacdo nuclear ovocitaria € um processo
fundamental para que os ovOcitos se tornem competentes e esta inclusa em uma
das etapas da fertilizacdo in vitro. Desta forma, fatores que possam vir a interferir
nas taxas de maturacdo sdo de extrema relevancia, ja que afetara diretamente os
resultados obtidos. O uso das biotecnologias, no contexto geral, tém contribuido
para a reducdo na transmissdo de patdgenos, no entanto, ressalta-se que nao se
deve desconsiderar os riscos de transmissédo (THIBIER e WRATHALL, 2012). O
bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) € um virus cosmopolita, de grande importancia
econdmica, facil disseminacgéo e dificil controle, estando amplamente disseminada
nos rebanhos bovinos de corte e de leite, tanto no Brasil quanto na maioria dos
paises onde a pecuéria bovina é uma importante atividade econémica (MEDICI et
al., 2000; TAKIUCHI et al., 2001). Tendo em vista a elevada frequéncia da infeccao,
esta doenca causa perdas econémicas significativas a pecuaria bovina, interferindo
nos desempenhos produtivos e reprodutivos. Deste modo, a infeccdo provocada
pelo BoHV-1 é motivo de preocupacao de técnicos e principalmente de pecuaristas
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com relaco ao seu impacto negativo na reproducdo (HOUE, 1999;
STRINGFELLOW e GIVENS, 2000; TAKIUCHI et al., 2005).

A transmissdo do BoHV-1 pode ocorrer por inalacdo de aerossois contaminados ou
por contato direto com secrec¢des nasais de animais infectados. Ambas as formas de
transmissdo sao consideradas importantes na disseminagcdo do virus em rebanhos
criados sob condi¢cées confinadas (VAN DONKERSGOED e BABIUK, 1991). A
transmissdo indireta ocorre principalmente pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados e pelo uso, nas coletas de sémen, de vaginas artificiais contaminadas
(ENGELS e ACKERMANN, 1996). Outra forma de transmissédo € a venérea, pela
monta natural e/ou IA a que, nesta ultima, o sémen desempenha papel fundamental
na cadeia epidemiolégica (PHILPOT, 1993). O sémen pode se contaminar durante a
ejaculacdo, quando o liquido seminal entra em contato com a mucosa contaminada
ou ainda pela Transferéncia de Embriées, em que o patégeno pode estar associado
a zona pelicida ou estar presente nos liquidos, onde o embrido é transferido
(D’ANGELO, 1998). Estudos recentes comprovaram que a presenca do BoHV-1
afetou negativamente o processo de maturacdo nuclear de ovdcitos infectados in
vitro e provenientes de animais naturalmente infectados (ALVES et al., 2018;
MENDES et al., 2018). Ademais, Queiroz-Castro et al. (2018, 2019) demonstram que
as células do cumulus de vacas infectadas naturalmente e assintomaticas podem
apresentar o BoHV-1. Desta forma, o objetivo deste presente estudo € avaliar a
interferéncia do BoHV-1 na taxa de maturacdo ovocitaria comparando ovOcitos
provenientes de vacas naturalmente infectadas e ovocitos oriundos de vacas
soronegativas, os quais serdo infectados com diferentes titulacbes do BoHV-1 in
vitro.

METODOLOGIA

As amostras experimentais estdo sendo coletadas em Matadouro-Frigorifico. Serédo
utilizadas amostras de sangue e ovarios de fémeas bovinas destinadas ao abate,
provenientes de rebanhos sabidamente ndo vacinados contra o BoHV-1, a fim de
evitar a interferéncia da vacinacdo nos resultados do teste sorolégico. No laborat6rio
de Reproducdo Animal da faculdade Univértix, as amostras de sangue serao
utilizadas para a realizacdo da soroneutralizacéo. Elas serdo colocadas em banho-
maria a 37 °C por 15 minutos e, em seguida, centrifugadas a 860 G por cinco
minutos para facilitar a separacdo do soro que, logo apoés, sera transferido para
microtubos. As amostras de soro serdo inativadas a 56°C por 30 minutos e
congeladas para a realizacdo da sorologia em microplacas. Os foliculos ovarianos
antrais presentes nos ovarios de cada animal serdo puncionados com agulhas
descartaveis de 25 x 7G. O liquido aspirado sera depositado em microtubos
identificados para sedimentacdo dos complexos cumulus ovocitos (COCs). Apés
cinco minutos de sedimentacdo, o sobrenadante serd descartado, no intuito de
separar os complexos. Os COCs recuperados serdo transferidos para placas de
cultivo contendo PBS acrescido de 10% de SFB a 37 °C e avaliados em microscopio
estereoscopio com aumento final de 50 x. Os ovaocitos serdo transferidos para outra
placa de Petri contendo meio Talp-Hepes e entdo classificados morfologicamente,
de acordo com Costa et al. (1997a). A avaliacdo sera realizada individualmente para
cada animal. ApoOs a classificacdo, serdo selecionados somente 0s ovicitos com a
presenca de cumulus compacto. Apos os resultados da soroneutralizacdo, os COCs
oriundos de animais soropositivos serdo avaliados quanto a sua capacidade de
desenvolvimento por meio da taxa de maturagéo nuclear.



RESULTADOS

Como controle, os resultados de taxa de maturacéo serdo comparados com aqueles
encontrados em ovaocitos oriundos de animais soronegativos. Ja os COCs oriundos
de fémeas soronegativas serdo incubados com o virus. O grupo controle seri
formado por ovécitos que serdo co-incubados com BoHV-1. Para a incubacao, parte
dos COCs serado transferidos para microgotas de 100uL de meio de maturacdo
(COSTA, 1994), contendo 10 pL do virus BoHV-1 no titulo de 10*3 TCIDso/mL
(SILVA-FRADE et al., 2010) e a outra parte contendo 10 pL do BoHV-1 no titulo de
10° TCIDso/mL.  As estruturas permanecerdo incubadas com o virus durante todo o
periodo de maturagdo por 24 horas a 38,5°C em 5% de CO,.Para a avaliacdo da
taxa de maturacdo nuclear dos ovaocitos, os COCs serdo hipotonizados, fixados e
corados com orceina a 2%, de acordo com Costa et al. (1997b). A leitura das
laminas sera realizada em microscépio 6ptico, com aumento de 1.000x em imersao.
A taxa de maturagdo nuclear sera expressa como sendo a percentagem de ovocitos
que apresentar configuracdo cromossémica em Metafase Il apés o periodo de 24
horas de incubagédo a 38,5 °C em atmosfera controlada a 5% de CO,. A variavel
qualitativa dicotdmica (presenca ou auséncia do BoHV-1) ser4d comparada em
tabelas de contingéncia e analisada pelo teste de qui-quadrado, a 5% de
probabilidade. Essa pesquisa encontrasse em andamento conforme o previsto. Essa
pesquisa foi aprovada pelo Programa de Incentivo Basico a Iniciagdo Cientifica
(PIBIC) da Faculdade Vértice- Univértix em parceria com a Fundacdo de Amparo a
Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG).
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