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RESUMO

A producdo de in vitro de embriGes (PIVE) bovinos é uma técnica largamente utilizada para aceleracdo
do melhoramento genético dos rebanhos. O Brasil é o principal produtor mundial de embrides através
dessa tecnologia. Com a implementacdo de ferramentas de criopreservagao e transporte, os embries
podem ser deslocados por toda parte do mundo, impulsionando o comércio internacional de genética
bovina. Frente a isso, autoridades sanitdrias dos paises importadores exigem certificado veterindrio
internacional, que garanta embriGes livres de patdgenos. Um dos virus de grande preocupag¢do em
barreiras sanitarias é o virus da Leucose Bovina (VLB), causador da Leucose Enzoética Bovina (LEB). A
Sociedade Internacional de Tecnologia de EmbriGes e a Organizagdo Mundial de Saude Animal
preconizam medidas sanitarias a fim de mitigar o risco de patdgenos estarem presentes no processo
e assim ndo transmitir a infeccdo. Este trabalho tem por objetivo avaliar os possiveis efeitos do agente
VLB na PIVE e elaborar um protocolo sanitario para certificar embrides bovinos produzidos in vitro
como livres deste agente. O experimento foi realizado com 9 grupos, sendo que 8 tiveram o meio de
maturagdo de odcitos contaminado com diferentes concentracdes do VLB e o grupo controle ndo foi
experimentalmente contaminado. Os insumos utilizados na PIVE, bem como o sémen, foram
previamente certificados como negativos para LEB. A técnica de escolha para detecg¢ao do agente foi
a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa, utilizando o sistema SYBR Green. O exame foi eficaz
para detecc¢do do virus tanto em odcitos, na etapa de maturagdo, quanto em blastocistos, na ultima
etapa da PIVE. Nao houve diferenca estatistica entre as taxas de clivagem e de blastocistos viaveis. O
presente trabalho conseguiu elaborar um método eficaz e pratico para deteccdo do virus da LEB em
matriz de PIVE e podera ser uma ferramenta utilizada em protocolos de comercializagdo internacional

de embrides bovinos.

Palavras-chave: FIV, VLB, LEB, gPCR, infec¢do experimental.



viii

SANTOS, Vinicius Scenegaglia Potasio. Impact of Enzootic Bovine Leukosis on the in vitro production of
bovine embryos. 2018. Dissertation (Master's Degree in Health, Food and Environmental Security in
Agribusiness) - Biological Institute, Agribusiness Technology Paulista, Agriculture and Supply
Secretariat of the State of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

ABSTRACT

The in vitro production of bovine embryos (IVPBE) is a technique widely used to accelerate the genetic
improvement of the herds. Brazil is the main producer of embryos worldwide through this method.
With the advancement of preservation and transport techniques, embryos can be displaced
throughout all over the world, boosting the international trade in bovine genetics. In front of this, the
health authorities of the importing countries require an international veterinary certificate, which
guarantees embryos free of pathogens. One of the viruses of great concern is the Bovine Leukosis Virus
(BLV), causing of Enzootic Bovine Leukosis (EBL). The International Society of Embryo Technology and
the World Organization for Animal Health recommend measures sanitary to mitigate the risk of
pathogens present in the process and, this way, not infected. The objective of this study is to evaluate
the possible effects of the agent in PIVE and to elaborate a protocol to certify BLV free bovine embryos
produced in vitro. Were made 9 groups, where 8 were experimentally contaminated with oocyte
maturation media, with different concentrations of VLB, and one group without contamination. The
inputs used in IVPBE, as well as the semen, were previously certified as negative for EBL. The technique
of choice for detecting of agent was the chain reaction from quantitative polymerase using the SYBR
Green system. The test was effective for detecting of the virus in both oocytes at the maturation stage
and in blastocysts at the last stage of IVPBE. There was not statistical difference between cleavage
rates and viable blastocysts. The present work was able to elaborate an effective and practical method
for the detection of EBL virus in IVPBE matrix and can be a tool used in international embryo marketing

protocols.

Key words: FIV, VLB, LEB, qPCR, experimental infection
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INTRODUGAO

O Brasil ocupa um lugar de destaque no cendrio mundial da criacdo de bovinos,
possuindo o maior rebanho comercial com 218,2 milhGes de cabegas em 2016 (IBGE, 2018).
Em relacdo a producdo de carne bovina é o segundo maior produtor, ficando atras dos Estados
Unidos em 2017 e, no mesmo ano, foi o terceiro maior consumidor (7750 ton), ficando atras
da China (8227 ton) e dos americanos (12046) (USDA, 2018). A exportacdo de carne bovina até
outubro de 2017, cresceu 5% em quantidade e 10% em valor, em relacdo ao mesmo periodo
do ano passado, totalizando 4,1 bilhdes de dodlares, Hong Kong, Egito e China foram os
principais destinos. A projecdo para 2025 é de o consumo doméstico aumentar e o volume de
exportagoes quase duplicar (ABIEC, 2017).

Em relagdo a bovinocultura de leite, em 2016, o Brasil era o quarto maior produtor
mundial, atrds de Estados Unidos, india e China. A produtividade animal, apesar de estar
aquém do desejado, de 2014 para 2015 cresceu 7,4% e 4,3% no ano seguinte, chegando a 1709
kg/cabega/ano (CARVALHO; CARNEIRO, 2018).

Atender e superar as expectativas nas atividades pecuaria deve ser o foco para o setor
(CARVALHO; CARNEIRO, 2018). Para tanto, a reproducdo e sanidade animal devem estar bem
alinhadas, garantindo oferta de produtos seguros para o consumo.

As biotecnologias da reproducdo podem ser utilizadas como ferramentas de
multiplicacdo de animais de interesse econdmico, em maior escala por periodo de tempo. Uma
das técnicas de uso crescente é a PIVE, a qual permite obter maior nimero de filhos por fémea
por ano; maior aproveitamento de partidas de sémen; possibilidade de utilizagdo de sémen e
odcitos de bovinos em qualquer parte do mundo, entre outros (GONCALVES et al., 2014). O
Brasil é o pais que mais utiliza a PIVE em bovinos no mundo, produzindo, em 2016, 346,8 mil
embrides, o que representa 52,7% da producdo mundial, seguido pelos Estados Unidos
(PERRY, 2017). Outro dado que mostra o expressivo avanco da técnica é a proporc¢do de
embrides congelados transferidos no mundo em torno de 74% em 2016 (PERRY, 2017).

A PIVE também diminui a possibilidade de agentes patogénicos infectarem o embrido,
embora o risco seja relevante (BIELANSKI, 1999). Dentre os principais agentes infeccuisis
envolvidos com a reprodugdo esta o virus causador da LEB, VLB (BUTEL, 2012). A doenga, de
carater cronico, apresenta principalmente queda na producdo e neoplasias (D’Angelino, 1991).
O virus é endémico no Brasil, sendo encontrado em todas as regides do pais, diferentemente
da Europa, onde muitos paises ja erradicaram a doenga (D"Angelino, 1991). O VLB pode estar

presente nos insumos utilizados na PIVE e no sémen (Narumoto, 2013).



Devido a estes riscos, hd uma preocupac¢do mundial quanto a sanidade dos embrides
e a eventual transmissdo destes patdgenos. A Organizacdo Mundial de Saude Animal,
conhecida pela sigla OIE (Organizacdo Internacional das Epizootias) preconiza algumas
medidas sanitdrias para prevenir a transmissao de patégenos para as fémeas receptoras e para
o futuro bezerro (OIE, 2017). Tais decisbes tém como base o Manual da Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (1999), onde sdo descritos procedimentos
sanitarios adotados na PIVE.

Apesar das recomendagbes serem bem estabelecidas, exames adicionais sao
necessarios para certificar cada procedimento de producdao de embrides como seguro. Assim
a PIVE pode ser uma das mais importantes ferramentas comercializacdo internacional de

material genético bovino.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producao in vitro de embrides

Em 1981, nos Estados Unidos, nasceu o primeiro bezerro saudavel oriundo de fertilizacdo in
vitro (FIV) (BRACKETT et al., 1982). Professores da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da
Universidade Estadual Paulista “Julio, de Mesquita Filho" — UNESP Jaboticabal-SP, em 1993
conseguiram obter o primeiro bezerro produto de FIV nacional (WATANABE, 1993). A técnica vem
sendo aprimorada a fim de se obter maior nimero de embrides vidveis por PIVE, buscando mimetizar
a situacdo que ocorre in vivo (WRENZYCKI, 2016). A PIVE destaca-se por possibilitar algumas vantagens:
melhoramento genético, podendo ser utilizado tanto o macho como a fémea de elevados valor
genético; melhor aproveitamento da quantidade de gametas destes animais; utilizacdo de fémeas em
todas as categorias, podendo ser utilizadas bezerras na obteng¢do do odcito, diminuindo o intervalo
entre geracGes; animais que perderam a capacidade reprodutiva por algum problema adquirido ao
longo do tempo, entre outros (GALLI et al., 2003; RUMPF, 2007). A técnica também serve de respaldo
para outras, como a clonagem por transferéncia nuclear, a transgenia, a sexagem de espermatozoides
e embrides e manipulacdo e preservacdo de germoplasma.

Apesar dos avancos das pesquisas, alguns aspectos que ocorrem in vivo ainda permanecem
desconhecidos, acarretando inconsisténcia dos resultados de produtividade de embrides. De modo
geral, a qualidade dos embrides produzidos in vitro ainda é considerada inferior aos produzidos in vivo.
Contudo, existem protocolos de PIVE bastante eficientes, com resultados satisfatérios que podem ser

utilizados em escala comercial (GONCALVES et. al., 2014; WRENZYCKI, 2016).

2.1.1. Obtencao dos odcitos

Para a realiza¢do da PIVE, hd a obtencdo do complexo cumulus odcito (CCO). A recuperagdo
pode ocorrer in vivo, sendo a aspiragao folicular transvaginal guiada por ultrassonografia (Ovum Pick
Up - OPU) a forma mais utilizada. Esta técnica se tornou vidvel desde o inicio da década de 90, sendo
que um dos pontos criticos do processo é a capacidade do profissional em executar o procedimento
com precisdo, obtendo todo o produto necessario (MERTON et al., 2009). As fémeas submetidas a OPU
devem estar clinicamente saudaveis e pertencentes a rebanhos livres de: febre aftosa, peste bovina,
tuberculose, brucelose, LEB em alguns paises, diarreia viral bovina e herpes virus bovino do tipo I. As
doadoras podem estar alojadas em fazendas particulares ou em Centros de Producdo in vitro de

Embrides (CPIVE) reconhecidos pelo Servico Veterinario Oficial (SVO). Estes estabelecimentos,



regulamentados pela Instrugdo Normativa Ne 57 de 2006 do MAPA, devem estar habilitados pelo SVO
correspondente, que controlara pelo menos a cada seis meses, o estado de saude e o bem-estar dos
animais, assim como os métodos utilizados para a coleta de odcitos, procedimentos adotados para a
PIVE e os registros efetuados por estes estabelecimentos.

Outra forma comumente utilizada de se obter o odcito, seria a puncado in vitro, onde se
recupera os oodcitos a partir de ovarios de fémeas recém-abatidas, podendo ser utilizado para
recuperacao dos ultimos odcitos disponiveis da vida da fémea. Para tanto as técnicas mais utilizadas
sdo a aspiracdo, por meio de uma agulha acoplada a uma seringa ou a uma bomba de vdacuo, ou
também fatiando-se o cértex do ovdrio e liberando o conteudo folicular (BERNAL et al., 2015). Alguns
trabalhos constataram diferencas entre os métodos, tendo maior praticidade e controle dos foliculos
coletados através da aspiracdo folicular in vivo. Em parametros quali-quantitativos, obtem-se maior
qguantidade através do fatiamento do ovario e maior qualidade morfoldgica através da puncdo in vitro

(SANTOS et al., 2016).

2.1.2. Maturacao dos odcitos

Aproximadamente 80-90% dos odcitos recuperados sdao submetidos a maturacdo in vitro
(MIV), a qual se inicia a partir do momento em que o odcito é retirado do foliculo e se estende até a
fecundacgdo, durando em torno de 24 horas (MELLO et al., 2016). Nesta etapa espera-se que ocorram
transformagbes nucleares no odcito, dentre as quais se destacam a passagem da meiose | para
metdfase da meiose Il e, sintese de proteinas e modificacdes das organelas citoplasmaticas,
preparando o odcito para a fecundagdo (SIRARD, 1998; HYTTEL, 2012). Estas modificagdes sdo
importantes inclusive para o desenvolvimento embriondrio inicial, contando com mitocondrias, acido
ribonucleico (RNA - Ribonucleic Acid) e proteina do odcito (GILBERT et al., 2015).

As células adjacentes ao odcito, pertencentes ao CCO, tem grande importancia para a MIV. Ha
artigos comprovando que as células do cumulus nutrem o odcito através de sintese de transcriptomas
de RNA e estes sdo seletivamente absorvidos pelo gameta (MACAULAY et al., 2014).

Para a maturagdo oocitaria, o meio de cultivo no qual os gametas sdo depositados e o ambiente
devem mimetizar o que ocorre in vivo. O fluido folicular sintético é muito utilizado para este fim,
contendo, entre outros componentes, piruvato, glutamina, SFB e albumina sérica bovina (BSA),
aminodcidos, sais minerais e antibidtico. Fatores de crescimento também podem ser adicionados e,
em toda a PIVE, a temperatura e atmosfera gasosa devem ser controladas (38,5°C e 5% CO, em ar e

umidade saturada) (VARAGO et al., 2008).



Pela preocupacdo em se avaliar a viabilidade do odcito, Leibfried e First (1979) elaboraram
uma metodologia para caracterizd-lo quanto a sua capacidade de ser fecundado e gerar um
blastocisto, onde consideraram caracteristicas do citoplasma do odcito e das células do cumulus, assim
como descrito posteriormente por Blondin (1995). Porém, mesmo avaliando estes critérios, podem
haver odcitos identificados como de baixa qualidade, més que sdo fecundados e se tornam embrides
vidveis. Portanto, na pratica comercial, por exemplo, quase todos os odcitos coletados sao submetidos
ao processo de PIVE independentemente de serem classificados como de ma qualidade (MELLO et al.,
2016).

A falta de elucidacdo de todos os fatores envolvidos na maturacdao dos odcitos, bem como a
heterogeneidade entre eles faz com que a etapa seja incompleta para alguns consequentemente, a

taxa de producdo de blastocisto é inferior a produzida in vivo (Gongalves, 2014).

2.1.3. Selegao e capacitacdo espermatica

O termo selecdo na PIVE se refere a separacdo dos espermatozoides vidveis a serem
capacitados, fendbmeno que o possibilita fecundar o odcito. In vivo, os espermatozoides bovinos, uma
vez no trato reprodutivo da fémea, iniciam a selecdo e a capacitacdo na regido da vagina e terminam
estes processos no oviduto, onde os gametas se encontram (ELLINGTON, 1991). Os espermatozoides,
guando da monta natural, sdo depositados na vagina, onde aqueles que apresentarem baixa
retrégrada motilidade s3ao expelidos ou fagocitados. Na cérvix, devido a sua anatomia, os
espermatozoides que apresentarem alguma anomalia e diminui¢cdo da motilidade, sado retidos e ndo
progridem. No Utero, tanto na presenga de fluidos como pelo contato com o endométrio, os
espermatozoides comegam a sofrer alteragdes na membrana celular em torno do acrossoma, o que
chamamos de reag¢do acrossoma. Aqueles que chegam ao oviduto finalizam sua capacitacdo com a
perda de componentes que recobrem o flagelo, obtendo a hipermotilidade, essencial para a proxima
etapa (SINOWATZ, 2012)

Os espermatozoides vidveis, os quais possuem a membrana integra, sdo selecionados em
processos de PIVE, principalmente a partir dos métodos de migracdo ascendente (swim-up) ou de
gradiente de densidade, como é o caso do método Percoll (LIU et al., 2013), atualmente o mais
utilizado. O processo de swim-up elimina debris celulares, plasma e espermatozoides inviaveis,
selecionando apenas os que possuem alta motilidade progressiva, obtendo concentragao proporcional
a qualidade do sémen inicial. Pelo gradiente de Percoll, a sele¢do consiste em um gradiente de

densidades, por onde os espermatozoides vidveis atravessam formando um “pellet” ao final da



centrifugacdo (ZUCCARI et al., 2008), tendo muitas varidveis este método de acordo com o laboratério
que o realiza.

A capacitacao in vitro ocorre no meio onde ha fertilizacdo, o qual possui elementos que
induzem as modificacdes metabdlicas e biofisicas citadas acima, com destaque para o componente
heparina (FUKUI et al., 1990). Ela se liga reversivelmente aos espermatozoides e induz a reagdo
acrossomal, bem como a hipermotilidade flagelar (BORGES et al., 2011).

Os touros utilizados como doadores de sémen na PIVE devem estar alojados em Centros de
Coleta e Processamento de Sémen (CCPS), os quais a Instrucdo Normativa Ne 53 de 2006 estabelece
medidas para o funcionamento. Entende-se por CCPS, os estabelecimentos que possuem animais
doadores de sémen, alojados em forma permanente ou transitéria e que executam os procedimentos
de coleta, processamento e armazenamento do sémen coletado. O estabelecimento deve ser
reconhecido pelo SVO correspondente, o qual a cada seis meses, o avalia o estado de saude e o bem-
estar dos animais, assim como os métodos utilizados para a coleta do sémen e os registros efetuados

pelo CCPS.

2.1.4. Fertilizagao in vitro

Este processo envolve modificacdes no metabolismo e nas propriedades biofisicas da
membrana celular do espermatozoide, o que vai culminar com o aumento da motilidade flagelar,
importante para a penetragdo da zona peltcida (ZP) do odcito e proporcionar a capacidade em fundir-
se ao oocito (SINOWATZ, 2012).

Os odcitos maturados e os espermatozoides sdao depositados no mesmo meio para que ocorra
a FIV (GARCIA et al.,, 2004). Nesta etapa, assim como ocorre in vivo, os espermatozoides com
hipermotilidade conseguem atravessar as células do cumulus e chegam a ZP. Os receptores da regido
de ligacdo da posicdo equatorial da cabeca do espermatozoide, que ird fecundar o odcito se ligam as
glicoproteinas ZP3, presentes na ZP. Esta ligacdo fixa o espermatozoide a zona. Outro receptor,
presente na regido promotora da reacdo acrossdmica se liga a ZP3 desencadeando a fusdo da
superficie externa da ZP com a membrana do acrossoma. A enzima mais abundante que é liberada
neste momento é a hialuronidase, a qual degrada a ZP e auxilia a penetra¢gdo do espermatozoide
através da mesma. Apds atravessar a ZP o espermatozoide chega ao espaco perivitelino, adere-se ao
oodcito e se funde ao citoplasma, formando o zigoto. Neste momento, ocorre o bloqueio da
fertilizacdo polispérmica, a retomada da meiose e a formagao dos pré-nucleos, o que culmina com a

primeira clivagem (SINOWATZ, 2012).



2.1.5. Cultivo dos embrides

O zigoto recém formado é transferido para um novo meio de cultivo no qual se desenvolvera.
Apds a primeira mitose, o zigoto passa a ser chamado embrido, sofrendo diversas mitoses
subsequentes, processo chamado clivagem. Cerca de 48 horas apds a fertilizacdo e apds vdrias mitoses,
da-se a formacdo da mérula, quando o jovem embrido atinge cerca de 50-80 células. Conforme o
embrido se desenvolve, ao redor de 4 e 5 dias apds a FIV, inicia-se a formacdo da blastocele, uma
cavidade formada de liquidos que aumenta com o passar das horas até a expansao do embrido,
formando o blastocisto. Ao sétimo dia apds a FIV, o blastdcito expandido estd pronto para ser

transferido para a receptora, onde dara origem ao feto (VEJLSTED, 2012).

2.1.6. Diretrizes sanitarias na PIVE

As diretrizes recomendadas pela OIE e Sociedade Internacional de Tecnologia de EmbriGes
(IETS - International Embryo Technology Society) abordam desde as instalacGes, equipamentos e a
equipe técnica que ird realizar a aspiracao folicular e a manipulacao, transporte e armazenamento dos
odcitos e embrides, até as condi¢Oes sanitarias dos animais doadores.

Em relacdo ao embrido, o manual da IETS recomenda procedimentos para eliminar ou inativar
possiveis patdgenos aderidos a ZP, e a forma de maior reducdo dessa possibilidade é com o uso da
tripsina. O método deve ser realizado apenas em embrides que tiverem a ZP intacta, com o uso de
ponteiras estéreis e individuais para cada lavagem. Deve-se lavar dez ou menos embrides por vez e no
minimo dez lavagens, com o fator de dilui¢do requerido de 1:100. O procedimento é realizado da
seguinte forma: os embriGes sdo lavados em cinco banhos com solucgdo salina fosfatada tamponada
contendo antibidticos e 0,4% de BSA e, entdo passar por duas lavagens utilizando solu¢do com tripsina
0,25%, permanecendo os embrides em cada lavagem de 30 a 45 segundos em exposi¢do a enzima e,
em seguida, os embrides devem passar por mais cinco banhos de salina fosfatada tamponada
contendo antibidtico e 2% de soro ou 0,4% de BSA, para remocdo da atividade enzimatica restante

(STRINGFELLOW; SEIDEL, 1999).
2.1.7. Acordos de comercializagdo internacional de embriGes produzidos in vitro.
No Brasil, o MAPA é o 6rgdo responsavel por regulamentar os acordos com o SVO de outros

paises, tanto a exportagdo quanto a importacdo de embrides bovinos. O Sistema de Informacdo de

Requisitos e Certificados da Area Animal do MAPA possui os acordos realizados com diversos paises



para comercializagdo dos embrides, os quais todos preconizam as medidas presentes no Cédigo
Sanitdrio para Animais Terrestres da OIE e do Manual da IETS (disponivel em:

http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sisrec/manterDocumento.action). Ha acordos bilaterais para o

comércio de embrides produzidos in vitro com a Argentina, Bolivia e Coldmbia, por exemplo, onde as
doadoras devem estar alojadas nos CPIVE e ndo necessariamente mencionam sobre a necessidade de
estarem certificadas como livres do VLB. J4 no acordo com Mogambique existe a necessidade de as

doadoras de odcitos e embrides serem livres do virus da LEB.

2.2. Leucose enzodtica bovina

2.2.1. Etiologia

A LEB é causada pelo VLB, com seu genoma em RNA virus com duas fitas simples, da familia
Retroviridae, da subfamilia Orthoretrovirinae e do género Deltaretrovirus. Possui a enzima
transcriptase reversa que transcreve seu RNA em acido desoxirribonucleico (DNA - deoxyribonucleic

acid), penetrando no nucleo das células e integrando-se ao genoma do hospedeiro (BUTEL, 2012).

2.2.2. Epidemiologia

A doenga j3a foi relatada em todos os continentes e atualmente alguns paises tem adotado
programas para erradica-la de seu territério, sendo que alguns paises da Unido Europeia sdo
considerados livres da doencga (EFSA, 2015). O critério utilizado por esta organizacdo é um elevado
indice de rebanhos selecionados como livres do VLB, em no minimo 99,8%.

No Brasil, em todas as regifes, estudos ja relataram a ocorréncia de animais soropositivos para
anticorpos anti o VLB (TOSTES, 2005), com destaque para a prevaléncia levantada no estado do Par3,
49,8% (MOLNAR et al., 1998) e S3o Paulo, 52,0% (MEGID et al., 2003). Vale citar que em muitos dos
trabalhos mencionados, havia ocorréncia de animais infectados em praticamente todos os rebanhos
avaliados.

Devido a forma de transmissdo da doencga, por meio de material (seringas, agulhas, luvas de
palpacdo retal, material cirargico) contaminado com sangue de animais infectados, quanto mais
tecnificado e intensivo for o sistema de producdo da propriedade, maior a probabilidade de
disseminagdo do virus devido a contaminagdo iatrogénica (DEL FAVA; PITUCO, 2004). A

susceptibilidade genética também contribui, sendo de maior risco de sofrer infecgdo os animais com


http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sisrec/manterDocumento.action

maior aptiddao em producao leiteira (DA et al., 1993). D"Angelino (1991) em sua pesquisa verificou que
a taxa de prevaléncia aumentava a medida em que a faixa etdria dos animais se elevava, encontrando
taxa de 26,2% em bezerros de até 6 meses e 70,6% em animais acima de 60 meses, o que evidencia
gue o risco de doencgas cronicas aumenta com o avancar da idade em vista ao maior tempo de
exposicao ao virus.

Heidman e colaboradores (2015) sugerem que instalacdes onde os animais ficam aglomerados
e com temperaturas baixas, aumentam a sobrevida do virus no ambiente e induz o maior contato entre

os animais, elevando a morbidade do VLB na propriedade.

2.2.3. Cadeia epidemioldgica

A fonte de infeccdo do VLB sdo os bovinos (Bos indicus e Bos taurus) principalmente,
portadores sintomaticos ou assintomaticos. Além dos bovinos e os demais animais susceptiveis a
infeccdo em condicGes naturais sdo capivaras e bufalos (RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

O agente penetra no bovino pelas vias intrauterina, oronasal, intraretal, e através de qualquer
ferimento hemorragico causado por material contaminado com o virus, como em casos de cirurgias,
coleta de sangue, vacinagdo, entre outros (KOBAYASHI et al., 2014). Como o agente se encontra no
plasma sanguineo e nas células mononucleares, principalmente nos linfécitos B, o virus é eliminado
por toda excre¢do e secrecdo, como colostro, leite, saliva e sémen (NARUMOTO, 2013; YUAN et al.,
2015).

A transmissdo horizontal é o principal meio de infec¢dao dos animais, destacam-se o meio
iatrogénico (palpacgdo retal, cirurgias e coletas de sangue com reutilizacdo de materiais entre os
animais) e contato intenso entre animais infectados e sadios devido a (EVERMANN, 2014). O risco de
transmissdo vetorial através de moscas hematdfagas foi evidenciado por Kobayashi e colaboradores
(2014). Ha também transmissdo vertical, relacionando-se diretamente a carga viral da mde com a

infeccdo do feto (MEKATA et al., 2014).

2.2.4. Patogenia

O agente tem como células-alvo primdria os linfocitos B e de acordo com a sensibilidade
genética do animal, o VLB se replica nas células de defesa, integrando-se ao genoma do hospedeiro e
reduzindo a eficacia das mesmas (OLIVER-ESPINOSA et al., 1994; MIRSKY et al., 1996). Ha proliferacdo
exacerbada de células mononucleares em 6rgdos do sistema linfatico e em outros tecidos deste

sistema, gerando leucocitose, linfocitose persistente, formas celulares atipicas e neoplasias (BIRGEL,
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1982).

2.2.5. Sinais clinicos

Cerca de 33% dos bovinos infectados desenvolvem leucose persistente e de 1 a 5%
desenvolvem linfomas decorrentes de uma exacerbada infiltragdo monocitica (OIE, 2017). Os sinais
ocorrem de acordo com o local da neoplasia. Os linfonodos superficiais aparecem aumentados, porem
pode ocorrer que apenas os viscerais se alterem. Obstruges no trato gastrintestinal podem ocorrer,
causando timpanismo, inapeténcia e perda de peso. Neoplasias no sistema nervoso, como na medula
espinhal, podem acarretar disturbios neuroldgicos e paralisias. Outros sistemas podem ser

acometidos, como o circulatério, respiratério, reprodutor e urinario (LEUZZI JUNIOR et al., 2001).

2.2.6. Diagnéstico

A deteccdo precoce do agente pode ser realizada por meio da PCR, sendo este método
vantajoso em relagdo ao imunodiagnéstico (IDGA e ELISA), pois identifica o animal infectado antes da
soroconversdo que pode ocorrer em até 16 semanas (DEL FAVA; PITUCO, 2004; JIMBA et al., 2010;
DIAS et al., 2012; ). Entre 3 a 16 semanas apds a infeccdo, os anticorpos mais comumente encontrados
sdo contra as glicoproteinas p24 e gp51, sendo esta ultima mais utilizada por produzir anticorpos mais
precoces (OIE, 2012). A forma de diagndstico direta é a mais oportuna em materiais utilizados para

PIVE, e a PCR é o Unico teste direto recomendado pela OIE, para detec¢do do VLB (OIE, 2012).

2.2.7. Prevengao e controle

Para o controle da LEB em uma propriedade, é primordial o conhecimento de quais animais
sdo soropositivos e soronegativos, sendo aconselhdvel apartar um grupo do outro. Materiais
possivelmente contaminados, como agulhas, laminas de bisturi, seringas e luvas de palpacdo retal, ndo
devem ser reutilizadas. Bezerros recém nascidos de vacas sabidamente portadoras do VLB ndo devem
receber diretamente o colostro, que deve passar por um processo prévio de congelamento ou
pasteuriza¢do, ou ainda provir de uma vaca sa. Bovinos devem ser certificados como livres do VLB
antes de serem introduzidos no rebanho de doadores de material genético (OIE, 2012). A erradicagdo
de casos de LEB em uma propriedade pode ser feita eliminando os animais soropositivos de forma

gradual, para que nao ocorra diminui¢cdo brusca do plantel e cause impacto econ6mico na atividade
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(DEL FAVA; PITUCO, 2004).

2.2.8. Importancia da LEB

A principal importancia da LEB é o prejuizo econdmico que causa na cadeia produtiva.
(D*Angelino, 1991) comparou 196 animais soronegativos para VLB com 351 soropositivos e constatou
gue a producdo dos animais infectados era 11% menor. Erskine e colaboradores (2012) também
associaram a infeccdo com a diminuicdo da producao leiteira e, consequentemente, da rentabilidade.
Outros pesquisadores, além de verificarem que animais portadores do virus possuem uma redugdo
significativa na producdo de leite, este ainda tem menor teor de gordura (Da et al., 1993). Devido a
reducdo de quantidade e qualidade do leite, o periodo de producdo da fémea é reduzido e a taxa de
descarte se eleva (D'Angelino, 1991). Pode ainda perdas econOGmicas em abatedouros, por
comprometimento parcial ou total da carcaca, devido aos linfomas desenvolvidos.

Além das perdas econOmicas diretas, causadas pela diminuicdo do rendimento dos animais,
ha perdas pelo risco de disseminacdo da doenca através dos produtos bioldgicos oriundos de tais
animais, como sémen e embrides, impactando na comercializagdo internacional (OIE, 2017).

Muitos produtores, em paises sem programas oficiais de controle, praticam voluntariamente
medidas para obter rebanho livre da doenca, bem como paises que possuem programa de controle e
erradicacdo da LEB acatam as orientagGes recomendadas pela OIE e ndo importam germoplasmas com

riscos de estarem contaminados (EFSA, 2015).

2.2.9. VLB naPIVE

Para algum patdgeno infectar o embrido, alguns eventos devem acontecer: o agente precisa
alcancar a membrana celular, do odcito ou do embrido, atravessando a zona peltcida ou aproveitando
o rompimento da mesma. Apds o alcance, deve haver receptores especificos nas membranas celular,
principalmente para virus, os quais irdo permitir a interacdo e consequentemente a penetracdo do
agente na célula. E este ponto é um dos principais fatores de resisténcia, sendo que a auséncia de um
ou mais receptores ja pode impedir a infec¢do. Finalmente, no interior da célula, o agente deve possuir
um mecanismo celular ativo que possibilite sua replicacdo gendmica e produgdo de proteinas. Caso o
agente ndo consiga penetrar na célula, pode ocorrer de estar aderido a ZP e assim ser carreado pelo
embrido na implanta¢do e possivelmente infectar a receptora e o futuro bezerro (STRINGFELLOW;

SEIDEL, 1999).
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O VLB ja foi encontrado em sémen e SFB (FUSUMA et al., 2013; NARUMOTO, 2013). Ja no
interior de odcitos e embrides ndo foi encontrando (STRINGFELLOW; SEIDEL, 1999).

Uma revisao detalhada indica que os riscos de infeccdo do embrido durante a PIVE utilizando
sémen contendo VLB é quase desprezivel (WRATHALL et al., 2006). Bielanski e colaboradores (2000)
ndo relataram influéncia negativa da presenca do VLB adicionado experimentalmente sobre o
desempenho da PIVE. Apesar destes indicios, o VLB estd entre os quatros virus que possuem significado
especial para o comércio internacional de gametas ou embrides (os demais: Herpes virus bovino tipo
|, virus da Diarreia Viral Bovina e virus da Lingua Azul).

As autoridades veterindrias estdao especialmente preocupadas com a validade da certificacao
utilizada para garantir que os embrides estejam livres de determinadas doencas de dificil diagnéstico
(STRINGFELLOW; SEIDEL, 1999).

Considerando a importancia do VLB, pelo seu impacto econémico elevada prevaléncia no Brasil
e pela sua importancia no cenario do comércio internacional, é importante a realizacdo de estudos
que corroborem com a literatura e que detectem a presenca do agente a fim de que sirvam a eventuais

legislagbes que possam regulamentar o transporte de gametas e embrides.

2.3. Reag¢ao em Cadeia pela Polimerase Quantitativa (qPCR)

A metodologia da qPCR consiste em uma amplificacdo convencional de DNA, porém a deteccao
e monitoramento dos produtos de amplificagdo sdo feitos ao longo dos ciclos em tempo real, baseado
na emissao e quantificagdo de um sinal fluorescente feito pelo fluoréforo, em nosso caso o SYBR®
Green PCR Master Mix (Roche®). Este reagente capta e emite luz em um determinado comprimento
de onda, o qual é captado por um sistema dptico que é convertido em dados no software ligado a um
equipamento, foi usado o Light Cycler 480 (Roche®), disponivel no LVB/IB (MACKAY, 2004).

O interessante do SYBR® Green é que emite luz a partir do momento em que se liga a fitas
duplas de nucleotideos e deixa de emitir quando ndo esta ligado mais. Tende, portanto, a elevar a
emissdo de luz a cada ciclo no qual o alvo é copiado. Um parametro utilizado neste sistema é o crossing
point, determinado pelo momento onde a fluorescéncia se eleva ao ponto de se considerada
significativa e, assim, torna-se um dos indicadores para determinar se a amostra possui ou nao a
sequéncia alvo. Também ha como se estabelecer a curva de melting, que consiste em avaliar a
diminuicdo da emissdo de fluorescéncia na reag¢do. Obtém-se a curva apés o ultimo ciclo de
amplificacdo, a partir da elevagao gradual da temperatura do termociclador, acarretando a ruptura
das ligacGes de fita dupla dos nucleotideos e o desligamento do SYBR® Green. O programa gera um

grafico da quantidade de emissdo de luz e, quando 50% da fluorescéncia acaba, é neste momento que
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é gerado o pico da curva de melting ou temperatura de melting (Tm), apontando a temperatura na o
evento ocorreu. Este parametro é utilizado para dar especificidade ao teste, devido este ponto estar

associado especificamente ao alvo a ser amplificado da PCR (MACKAY, 2004).
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3. OBIJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar os possiveis efeitos do VLB no desenvolvimento e viabilidade de embrides produzidos

in vitro.

3.2. Especificos

Estabelecer protocolos de PCR quantitativa (QPCR) para identificacdo do patégeno em

sistema de PIVE.

Avaliar se ha efeito do VLB na taxa de clivagem.

Avaliar se ha efeito do VLB na taxa de embrides viaveis.

e Propor protocolo sanitdrio para certificacdo de embrides livres do virus da LEB produzidos in

vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Producdo in vitro de embrides e exposi¢do ao virus da LEB

4.1.1. Insumos de origem animal utilizados no processo

SFB, BSA, tripsina, sémen, odcitos e fluido folicular foram testados por métodos moleculares,
antes da PIVE, para certificacdo de material livre do virus da LEB.

Testes para deteccdo do VLB foram realizados nos meios de cultivo e estruturas (odcitos ndo
clivados, embrides degenerados e vidveis) de cada etapa do processo, conforme apresentado nos
quadros 1 e 2 (06 etapas da PIVE - DO a D7), para investigar apods infeccdo experimental dos odcitos a

eficiéncia dos procedimentos de lavagem dos odcitos e embrides, na elimina¢do do VLB.

4.1.2. Delineamento experimental

Os odcitos foram divididos em 9 grupos, compostos em média por 84 odcitos cada, sendo 08
grupos infectados no dia zero, momento da transferéncia dos odcitos dos tubos para a placa (DO
maturacdo dos odcitos-MIV), com virus da LEB pertencente a coleg¢do viral do Laboratdrio de Viroses
de Bovideos / Instituto Bioldgico (LVB/IB), amostra identificada pelo niumero 1017/14, e um grupo
controle negativo (sem exposi¢do ao virus). Foram utilizadas as diluicdes 107 a 1072 do virus da LEB

para infec¢do experimental de cada grupo (Quadro 1).
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Quadro 1: Representacdo esquematica do protocolo de producdo in vitro de embrides e colheita de

amostras para testes.

MIV:

Odcitos
coletados de
fémeas no
abatedouro e
colocados em
meio de
maturagao;

Transferidos no
LVB/IB para
placa MIV, em
média 21
odcitos por
gota. Cada
diluicdo de BLV
foi testada em
04 gotas, total
84 odcitos.

FIV:

Lavagem
dos oécitos
com meio TL
eFIv;

Transferén-
cia para a
placa de
FIVe
fertilizacéo;

ClIv:

Desnuda-
mento e
lavagem
com
meio TL
e SOF;

Transfe-

réncia
paraa
placa de
Clv;

12 FEEDING:

Retiraram-se
50 pL do meio
SOF e
adicionaram-se
50 pL de novo
meio SOF na
placa de CIV

22 FEEDING:

Retiraram-se 50pL
do meio SOF e
adicionaram-se 50
uL do meio SOF 2°
feeding na placa de

TE:

Lavagem com meio
SOF e TRIPSINA;

Clv

Amostras para - Coletaram-se -
p Coletaram-se Coletaram-se ;) jotaram-se  Coletaram-se os

teste: 90 uL do 90 puL meio 0s 50 pL do ;
Pool flido  meto da FIVe 200 L meio SOF ‘r’j‘eios%-lzdo ‘:’gtf‘r'; ddoo meio SOF
folicular placa MIvV ~ dagotade retirado. retirado '
MIV de lavagem com '
transporte dos SOF
o0citos.
4.1.3. Obtencgao dos odcitos

Os odcitos utilizados no experimento foram obtidos de vacas de abatedouro, localizado no
interior do Estado de S3o Paulo, na cidade de Bariri. Os ovarios foram removidos cerca de 20 minutos
apdés a morte do animal, no momento da evisceracdo e depositados em frascos isotérmicos. Os
foliculos foram aspirados com seringa de 10 mL e agulha calibre 18G, contendo 0,5 mL de solu¢do
salina fosfatada. Os fluidos foliculares aspirados foram transferidos para tubo conico de polipropileno
de 50 mL e havendo homogeneizacdo dos conteudos aspirados entre os ovarios para ndo haver
interferéncia da fémea na distribuicdo dos odcitos entre os grupos experimentais. O fluido aspirado

ficou decantando por 15 min para a separacgdo dos odcitos.
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4.1.4. Selegdo e maturacao in vitro dos odcitos

Ainda no abatedouro, o sedimento foi transferido para placas de poliestireno de 90 mm de
diametro e visualizado em microscépio estereoscdpico, com aumento de 20 a 80 X para proceder a
procura dos odcitos.

Foram selecionados para a maturacdo 764 odcitos de cumulus compacto, com pelo menos trés
a quatro camadas de células do cumulus e ooplasma de granulagao uniforme.

Depois de selecionados, os odcitos foram encaminhados ao LVB/IB em tubos de ensaio
contendo meio de maturacao. No laboratdrio, foram obtidas amostras do meio de fluido folicular, bem
como dos demais insumos utilizados na PIVE para verificar-se a para presenca de agentes infecciosos.
Todos os resultados foram negativos.

Em média, 21 odcitos foram transferidos dos tubos para placas de maturacdo por gota, de
100puL de meio MIV contaminado com o VLB em suas respectivas diluicdes. Na montagem das placas,
as gotas eram cobertas com 4 mL de éleo mineral e aquecidas previamente em incubadora por 1 hora
em temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% de CO, em ar e umidade saturada (quadros 3 e 4). As

placas contendo os odcitos foram incubadas, nas mesmas condicdes anteriores durante 20 a 24h.

Quadro 2: Quantidade de odcitos por grupo.

Grupo Numero de odcitos
1 - Controle Negativo 84
2 - Infectado VLB 10™ 71
3 - Infectado VLB 1072 70
4 - Infectado VLB 103 76
5 - Infectado VLB 10™* 95
6 - Infectado VLB 10°° 90
7 - Infectado VLB 107¢ 93
8 - Infectado VLB 107 88
9 - Infectado VLB 1072 97
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Quadro 3: Esquema representando grupos controle e infectados, com respectivas diluicbes e
quantidade de odcitos.

T o=

CONTROLE -

4.1.5. Exposi¢ao dos odcitos ao VLB

Como mencionado anteriormente, a contaminag¢do experimental foi realizada adicionando o
virus na gota onde os odcitos foram maturados. O VLB utilizado faz parte da colegdo viral do LVB/IB,
identificada com ndmero 1017/14, oriundo de sangue bovino. O espectro de diluicio escolhido (10!
até 10%) compreende tanto concentracdes superiores ao que se encontra na natureza, quanto

concentragdes inferiores.

4.1.6. Fertilizagdo in vitro dos odcitos bovinos

A FIV (DO) foi realizada apds 20 — 24h de maturacdo dos odcitos, em gotas de 100uL de meio
TALP-FIV [meio TALP com 30ug/mL de heparina (Sigma H-3149), 18uM de penicilamina (Sigma P-4875),
10uM de hipotaurina (Sigma H-1384) e 1,8uM de epinefrina (Sigma E-4250)], contendo 0,2mM de
piruvato de sédio, 83,4pug/mL de amicacina e suplementado com 6mg/mL de BSA, cobertas com dleo

mineral.
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O sémen, congelado em palhetas de 0,5 mL, foi aquecido em dgua a 35°C por 30 segundos e
preparado por centrifugacdo em gradiente de Percoll (Sigma P-4937), de 45 e 90%, a 900 xg por 30min,
em meio TALP-sémen [meio TALP com 10mM de Hepes (J.T. Baker 4018-01)].

O sedimento contendo os espermatozoides foi avaliado quanto a concentracdo e motilidade
espermatica. A concentrac3o final foi ajustada para 25 x 10° espermatozoides mdveis/mL com meio
TALP-FIV. Posteriormente, cerca de 8L do sémen diluido foram adicionados as gotas de cada subgrupo
de odcitos, obtendo-se a concentracdo final de 2 x 10° espermatozoides vivos/gota (2 x 10%/mL),
resultando em 12-14 x 10 espermatozoides por odcito. O periodo de incubac¢do foi de 18 a 20h, em

incubadora a temperatura de 38,5°C, 5% de CO, em ar e umidade saturada.

4.1.7. Cultivo in vitro (D1 desnudamento e transferéncia para a placa CIV)

Apds o término da incubagdo com os espermatozoides (D1), as células do cumulus foram
removidas com suave aspira¢cdo. Os meios contendo restos de espermatozoides, células do cumulus e
as estruturas degeneradas foram recolhidos e armazenados a -20 °C até a realizacdo das analises de
PCR.

As estruturas clivadas foram lavadas em meio SOF e submetidos ao cultivo in vitro (CIV) de
desenvolvimento em placas de poliestireno contendo 100uL de meio SOF, suplementado com 2,5% de
SFB, 0,5% de BSA, 0,20 mM de piruvato de sddio (Biochemical 44094) e 83,4 pug/mL de amicacina
(Cristalia).

As gotas foram cobertas com 6leo mineral e o cultivo realizado em atmosfera com 5% de CO»
+ 5% de O, + 90% de N,, e umidade saturada, a temperatura de 38,5°C, durante 7 dias, até atingirem
o estadio de blastocisto. Apds 48 horas da fertilizagdo (D3), dia de contagem de clivados e do primeiro
“feeding, retirou-se 50% do meio de cultivo da gota e adicionou a mesma quantidade de meio fresco.
O meio removido foi armazenado a -20° C. E novamente, apds 48 horas (D5), foi realizado o segundo
“feeding”, feito da mesma forma que o primeiro “feeding”. Apds 48 horas (D7) os embrides foram
avaliados e separados em duas fragdes, uma contendo os embriGes invidveis e restos da placa de CIV
e outra fracdo com os embrides vidveis.

Os embrides vidveis e com a ZP intacta passaram pelo processo de lavagem recomendado pela

IETS, com utilizagdo de tripsina, a fim de eliminar possiveis VLB aderidos aos mesmos.
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4.1.8. Avaliagao da morfologia e viabilidade dos embrides bovinos produzidos in

vitro expostos ao VLB

A avaliacdo dos embrides foi deita em estereomicroscdpio (80X-50X), com objetivo de verificar
alteragcdes morfoldgicas nos embrides (quadro 4). O levantamento da viabilidade foi realizado pela
taxa de clivagem e de desenvolvimento em blastocisto, tanto nos grupos experimentais contaminados

com o patégeno como no grupo controle.

Quadro 4: Classificacdo dos embrides e estruturas em relacdo a qualidade, segundo
recomendagbes da IETS (1999).

= CLASSIFICACAO

- Excelente: embrides sem defeitos morfolégicos ou extrusées celulares. Maximo potencial
de desenvolvimento a fresco ou criopreservado.

Bom: embrides com maior nimero de alteragdes morfoldgicas ou extrusdes celulares,
mas com pelo menos 50% da massa embrionaria integra e mostrando sinais de
desenvolvimento.

Regular: extrusdes ou fragmentagdao comprometendo mais que 50% da massa celular e
dificultando a classificagao das células vidveis. Potencial de desenvolvimento
significativamente reduzido.

Morto ou degenerado: odécitos ndo fecundados e embriGes com comprometimento
definitivo da massa celular, com blastomeros de tamanhos variados, apresentando sinais
de degeneracgao celular, fragmentagao e alteragao de cor.

4.2, Analise molecular do virus da LEB

4.2.1. Extragdo dos acidos nucléicos

Para obten¢3o do DNA viral, foi utilizado o reagente TRizo" (Ambion) e extra¢do por coluna
de silica, no equipamento QlAcube” HT (QIAGEN), o qual possui braco robético, seguindo as instrucdes
dos fabricantes. No sistema automatizado, foi necessario acrescentar meio essencial minimo (MEM)
de cultivo, as amostras dos grupos 1 ao 9 para obter 200 ulL final, também recomendado pelo

fabricante.

4.2.2. Quantificagao do virus

A tentativa de quantificagdo do material genético da amostra de VLB controle para calculo do

limite da deteccdo, foi feita de acordo com as seguintes técnicas:
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Espectrofotometria: o produto da gPCR do VLB foi purificado e quantificado por
espectrofotometria (DIAS et al., 2012). Sabendo-se que o alvo da gPCR possui 100pb, o
resultado obtido do DNA viral, pelo QuantiFluor’ Promega, em massa (ng/ul) foi transformado
em numero de cdOpias através da férmula descrita a seguir (disponivel online em:

http://www.scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr).

Férmula:

Numero de cépias / pL = 6.022 X 1023 (moléculas / mole) X DNA (g / pL)

Numero de pares de base X 660 daltons
Onde: 6.022X1023 (moléculas/mole) - nimero de Avogadro e 660 daltons - peso

médio de um par de bases.

PCR digital (dPCR): baseado na tecnologia de gotas de emulsdo de agua-6leo (HINDSON et al.,
2011), amostras de meios de maturacdo e de cultivo e embrides produzidos in vitro,
contaminados pelo VLB foram submetidas ao teste utilizando reagentes SYBR. Cada amostra
foi dividida pelo aparelho Droplet Digital ™ PCR em 20.000 goticulas e a amplificacdo por PCR
dos alvos de VLB ocorreram em cada goticula individualmente. Cada goticula, quando ha
reacao emite uma fluorescéncia a qual é captada e os dados sdo entdo analisados usando a
estatistica de Poisson para determinar a concentracdo do modelo de DNA alvo na amostra. A
técnica foi realizada no laboratério da empresa Bio-Rad, detentora dos equipamentos e

reagentes.

Clonagem do amplificado, introduzindo-o em E. coli e replicando-as. Para isso, previamente

purificamos o produto da qPCR utilizando Wizard® SV Gel.

4.2.3. Construcao da curva padrao para andlises da qPCR com a amostra padrao

VLB FLK - VR 1315

Para padronizacdo da curva padrdo do VLB utilizando o sistema SYBR Green (Roche®),

inicialmente foi realizado um gradiente de temperatura dos primers para determinar a temperatura

adequada para ocorrer a reacdo sem perda da sensibilidade e especificidade. Para tanto, determinou-

se temperaturas variando entre 55°C a 65°C.

Apds determinagcdo da melhor temperatura de anelamento dos primers, a partir da

quantificacdo do DNA pelo método QuantiFluor® Dyes, foram realizadas dilui¢des seriadas em base 10
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da estirpe do VLB FLK-VR 1315 (linhagem de células FLK contaminadas com o VLB e adquirida pelo

LVB/IB no American Type Culture Collection na década de 90).

4.3. Deteccao viral por meio da qPCR

4.3.1. Reacdo em Cadeia pela Polimerase Quantitativa (qPCR)

O alvo de amplificacdo da gPCR foi a glicoproteina p51 que codifica o gene do envelope viral

(env) a partir dos iniciadores senso AGCAAGGCCTGATAATCAGAATCG e antisenso

AATGCTTGACCTCTCGCCTTTT seguindo as condig¢des de ciclagem (quadro 5).

Quadro 5: Condig¢des de ciclagem (DIAS et. al., 2012).

Temperatura (2C) Periodo Ciclos
Pré-incubagao 95 00:05:00 1
95 00:00:20
Amplificacdo 60 00:00:45 45
72 00:00:05
95 00:00:05
Curva de melting 65 00:01:00 1
97 -
Resfriamento 40 00:00:10 1

4.3.2. Desenvolvimento e validagao da qPCR

Foram realizadas 33 reag¢Oes para desenvolvimento e validacdo do teste, totalizando 717
amostras submetidas a gPCR, tanto de amostras teste (contaminacdo experimental com VLB), quanto
controle negativo (CN) e controle padrdo positivo VLB FLK — VR 1315 (CP). Para comprovar o
desempenho do método foi utilizado o threshold (Ct) e a repetibilidade do experimento.

As sequéncias de iniciadores foram verificadas em relagdo ao GenBank utilizando o algoritmo
BLAST para assegurar que eram especificos para VLB (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), e
obtiveram 100% de identidade.

Foi feito um gradiente de primers utilizando amostra de VLB puro para verificar em qual

reacdo conseguiria os melhores resultados (quadros 6 a 11).
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Quadro 6: Quantidade de reagentes utilizados para amplificagdo com concentragdo final de primers

de 0,75 uM.
REAGENTES VOLUME PARA CONCENTRAGAO FINAL
UMA AMOSTRA (nm)

Agua livre de nucleasse 3ul -
Primer senso VLB 15pmol 1pul 0,75 uM
Primer anti senso VLB 15pmol 1uL 0,75 uM

Lightcycler 480 SYBR Green | Master 10 uL 1X
DNA 5uL -
Volume final de reagao 20 uL

Quadro 7: Quantidade de reagentes utilizados para amplificacdo com concentragao final de primers

de 0,48 uM.
REAGENTES VOLUME PARA CONCENTRAGAO FINAL
UMA AMOSTRA (uMm)

Agua livre de nucleasse 3,7 uL -
Primer senso VLB 15pmol 0,65 pL 0,48 uM
Primer anti senso VLB 15pmol 0,65 pL 0,48 uM

Lightcycler 480 SYBR Green | Master 10 uL 1X
DNA 5 plL -
Volume final de reagdo 20 uL

Quadro 8: Quantidade de reagentes utilizados para amplificacdo com concentragdo final de primers

de 0,37 uM.
REAGENTES VOLUME PARA CONCENTRACGAO FINAL
UMA AMOSTRA (uM)

Agua livre de nucleasse 4 ulL -
Primer senso VLB 15pmol 0,5 uL 0,37 uM
Primer anti senso VLB 15pmol 0,5 uL 0,37 uM

Lightcycler 480 SYBR Green | Master 10 uL 1X
DNA 5 plL -
Volume final de reagao 20 uL

Quadro 9: Quantidade de reagentes utilizados para amplificagdo com concentragao final de primers

de 0,26 uM.
REAGENTES VOLUME PARA CONCENTRAGAO FINAL
UMA AMOSTRA (1M)

Agua livre de nucleasse 4,3 uL -
Primer senso VLB 15pmol 0,35 uL 0,26 uM
Primer anti senso VLB 15pmol 0,35 L 0,26 uM

Lightcycler 480 SYBR Green | Master 10 uL 1X
DNA 5 ulL -
Volume final de reagdo 20 pL
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Quadro 10: Quantidade de reagentes utilizados para amplificagdo com concentracgao final de primers

de 0,25 uM.

VOLUME PARA CONCENTRAGAO FINAL

REAGENTES
UMA AMOSTRA (uM)

Agua livre de nucleasse 4,0 uL -
Primer senso VLB 10pmol 0,5 uL 0,25 uM
Primer anti senso VLB 10pmol 0,5 uL 0,25 uM

Lightcycler 480 SYBR Green | Master 10 uL 1X
DNA 5uL -
Volume final de reagao 20 uL

Quadro 11: Quantidade de reagentes utilizados para amplificagdo com concentracao final de primers

de 0,20 puM.

VOLUME PARA CONCENTRAGAO FINAL

REAGENTES
UMA AMOSTRA (LM)

Agua livre de nucleasse 4,2 uL -
Primer senso VLB 10pmol 0,4 uL 0,2 uM
Primer anti senso VLB 10pmol 0,4 uL 0,2 uM

Lightcycler 480 SYBR Green | Master 10 uL 1X
DNA 5 ulL -
Volume final de reagao 20 uL

O Ct, de cada amostra foi determinado quando o sistema comecou a detectar um aumento no
sinal de fluorescéncia associado com um crescimento exponencial do produto de PCR durante a
amplificagado.

Avaliou-se os resultados obtidos no gPCR com a eletroforese, onde os amplicons da gPCR
foram corados com mistura do tampao de carregamento 6x (ThermoScientific’) e Gel Red (Biotium®)
diluido 1:150 em agua Nuclease-free, transferido para gel de agarose a 1,5% em tampao TBE 1X e
submetido a voltagem constante de 100V, 400mA por 1 hora. Apds a corrida eletroforética, os
produtos foram visualizados no transiluminador sob luz ultravioleta (302nm). Os tamanhos dos
fragmentos de DNA eram comparados com um padrdo de peso molecular de 100 pb (DNA ladder de

100 pb — ThermoScientific®).

4.3.3. Deteccao viral por meio da qPCR de insumos de PIVE contaminados

experimentalmente com VLB.

Para avaliagdao de possiveis inibidores de PCR nos insumos utilizados na PIVE, contaminou-se
experimentalmente meios de maturacdo e de FIV (dez e oito amostras respectivamente), liquido

folicular (oito amostras) e meio com debris celulares do ultimo dia (D7) de PIVE (dez amostras). Os
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reagentes utilizados foram os mostrados no quadro 3, iguais aos utilizados por Dias e colaboradores

(2012).

4.3.4. Detecgao viral por meio da qPCR de PIVE contaminados experimentalmente

com VLB

Foram provadas amostras em triplicata do sobrenadante dos tubos utilizados para maturar os
odcitos durante o transporte; o meio de cultivo dos odcitos contaminados com o virus e os embrides

vidveis lavados com ZP intacta. Foram utilizados os reagentes do quadro 7.

4.4, Analise estatistica

As taxas de clivagem e de blastocistos (baseadas no numero inicial de oécitos) foram analisadas

usando método de variancia ANOVA e programa estatistico SAS (Statistical Analysis System, NEW

YORK, NY). As diluigdes virais foram utilizadas como uma varidvel fixa e foram feitas multiplas

comparacoes pelo teste de Duncan. Os dados serdo considerados significativos com P<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1.

Maturagdo dos odcitos e fertilizagdo in vitro.

A maior parte dos oécitos foram fertilizados e clivados (tabela 1).

Tabela 1: quantidade de oécitos selecionados para MIV e quantos foram clivados.

Grupos N2 Odcitos Selecionados N2 de Odcitos Clivados
CN 84 72

VLB 10! 71 60

VLB 102 70 56

VLB 1072 76 70

VLB 10 95 82

VLB 1073 90 82

VLB 107° 93 79

VLB 1077 88 71

VLB 1078 97 88

5.2

26

Avaliagdo da morfologia e viabilidade dos embrides bovinos produzidos in vitro

expostos ao VLB

Os embrides em sua maioria ou apresentaram qualidade regular (Grau 3) ou ndo foram

fecundados e estavam mortos ou degenerados (Grau 4) (tabela 2).

Tabela 2: quantidade de embrides clivados e estagio e qualidade dos embrides no D7. SEPARAR

Grupo CLIV Mo Bi Bl Bx Bn Be| Graul Grau2 Grau3 Graud

CN 72 16 0 22 2 1 O 0 12 29 43
VLB 10! 60 2 0 26 0 0 O 0 6 22 43
VLB 1072 56 0O 0 27 1 0 O 1 6 21 42
VLB 1073 70 0O 0 37 0 0 O 0 10 27 39
VLB 1074 82 1 0 45 1 2 0 0 10 39 46
VLB 1075 82 0 1 40 1 0 O 1 12 29 48
VLB 10°¢ 79 5 4 46 1 0 O 1 12 43 37
VLB 1077 71 4 1 41 4 0 O 1 16 33 38
VLB 1078 88 15 1 39 1 0 o0 0 17 39 41

CLIV: clivados, Mo: moérula; Bi: blastocisto inicial; Bl: blastocisto; Bx: blastocisto expandido; Bn:

blastocisto eclodindo; Be: blastocisto eclodido.
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5.3. Analise estatistica

A grande maioria dos odcitos foram fecundados e a maioria dos embrides ndao se tornaram
vidveis, em todos os grupos, sendo que a de menor taxa foi a do grupo do VLB 1078 e maior a do grupo
VLB 107" (tabela 3). N3o houve diferenca entre as taxas de clivagem e de blastocistos vidveis (valor de

P pela ANOVA P=0,6911 e 0,2834, respectivamente).

Tabela 3: quantidade e taxas de zigotos clivados e embrides viaveis.

Grupo N2 de odcitos Taxa de((;l)ivagem Blasto-lt-:ai‘sxtao:l 3iéveis

(%)

CN 84 876%% 1?%
VLB 10~ 71 82(;, 8;
VLB 102 70 8%6% 15%
VLB 1073 76 97224, 1%%24
VLB 10~ 95 886;, 11124)
VLB 10- 50 9?1%%, 15%
VLB 107 93 8759% 15%
VLB 107 88 871}%, 1197%
VLB 1078 97 ;18% 1137%

CLIV: clivados. Taxas ndo se diferem com P>0,05.

5.4. Deteccao viral por meio da qPCR

5.4.1. Extrag¢ao dos acidos nucléicos

O DNA viral foi detectado em amostras com os acidos nucléicos extraidos pelos 2 métodos,

reagente TRizol’ (Ambion) e sistema automatizado de extra¢gdo QlAcube’ HT (QIAGEN), usando o kit
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de extracdo Cador Pathogen por coluna de silica, mesmo sendo diluido no MEM. O sistema
automatizado destacou-se pelo desempenho, com menor tempo para realizacdo desta etapa quando
comparado com extracdo pelo TRizol". Outra vantagem do equipamento é a obtencdo simultanea do
RNA e DNA, quando se pretende certificar os embrides para varios agentes, evitando procedimentos

separados. O método também apresentou menor risco de contaminagao entre as amostras.

5.4.2. Quantificagcdao do virus

Utilizando o Droplet Digital PCR (ddPCR™), das 17 amostras oriundas de meios de PIVE
contaminados pelo VLB, a carga viral foi de 8 a 31,55 cdpias/pL. Quando utilizado o QuantiFluor® Dyes,
a partir do VLB-FLK padrdo, obteve-se 2,6 x 10" cépias/uL. A clonagem do amplificado ndo foi
concluida pois ndo houve a replicagcdo do alvo na E. coli, devido ou a ndo penetragdo do alvo na bactéria
ou a falta de replicagdo do mesmo.

Como parametro foi utilizado o resultado obtido pelo QuantiFluor® Dyes, por ser o Unico
método consolidado no LVB/IB. O resultado obtido pelo PCR digital ndo foi considerado pois a reacdo

ndo estava padronizada, podendo os dados ndo estarem corretos.
5.4.3. Construgao da curva padrao para analise da qPCR
A amostra padrdo FLK-VLB foi diluida 2,6 x 10" para 2,6 x 10'° e a partir desta foram feitas
dilui¢bes seriadas até chegarmos a uma concentragio de 0,26 cépias/uL (10°). Obtivemos uma reacgio

com erro de 0.354, eficiéncia de 2.038, slope de 3.235 e interceptagdo de 32.12 (Figura 1 a 3). Foi

determinado o limite de deteccdo de 13 cdpias/5 pl da reagéo.
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Figura 1: curva de amplificagdo de cada diluicdo do VLB em triplicata.
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Figura 3: curva padrdo estabelecida para gPCR de VLB usando o sistema SYBR Green.

5.4.4. Desenvolvimento e valida¢dao da qPCR

Validou-se a qPCR realizando 04 repeticOes, para avaliar a repetibilidade e reprodutibilidade
da prova com a estirpe de VLB padrao.

A andlise das dilui¢Ges foi feita em triplicata no mesmo dia e em trés dias diferentes para
avaliar a repetibilidade e reprodutibilidade do teste. O melhor desempenho na gqPCR foi obtido
utilizando os primers a concentracdo de 0,37 UM e temperatura de anelamento dos primers a 62°C.
Esta conclusdo foi baseada nos resultados do teste de gradiente de temperatura, variando entre 55°C

a 65°C, no termociclador convencional.

5.4.5. Deteccdo viral por meio da gPCR de insumos de PIVE contaminados

experimentalmente com VLB

O Cp das amostras ficou entre os ciclos 11,01 e 38,23 e Tm de 78,85°C a 80,87°C, conforme a
tabela 4.
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Tabela 4: resultados de gPCR de amostras de insumos de PIVE contaminados com o VLB.

Amostras

Crossing Média

Temperatura de

Média

Resultado

point (Cp) melting (Tm)
Meio de maturagao in vitro 1 24,32 80,17
Meio de maturacgao in vitro 2 22,57 80,24
Meio de maturacgao in vitro 3 22,37 80,03
Meio de maturacgdo in vitro 4 22,86 80,12
Meio de maturacgdo in vitro 5 22,82 80,54 o
23,06 80,26 Positivo
Meio de maturacgao in vitro 6 22,83 80,2
Meio de maturacgao in vitro 7 23,83 80,28
Meio de maturacgdo in vitro 8 23,31 80,16
Meio de maturacdo in vitro 9 22,45 80,21
Meio de maturacdo in vitro 10 23,31 80,67
Liquido folicular 1 20,96 79,75
Liquido folicular 2 12,73 79,88
Liquido folicular 3 17,91 79,98
Liquido folicular 4 23,58 78,85 o
Liquido folicular 5 22,54 20,36 79,53 79,64 Positivo
Liquido folicular 6 11,01 80,11
Liquido folicular 7 38,23 79,15
Liquido folicular 8 15,99 79,92
Meio de fertilizacdo in vitro 1 22,88 80,34
Meio de fertilizacdo in vitro 2 22,51 80,37
Meio de fertilizagdo in vitro 3 22,47 80,33
Meio de fertilizagao in vitro 4 23,38 80,49 o
Meio de fertilizacio invitro5 2415 > 80,18 80,39 Positivo
Meio de fertilizacdo in vitro 6 24,09 80,32
Meio de fertilizagdo in vitro 7 23,92 80,87
Meio de fertilizacdo in vitro 8 23,83 80,27
Debris celulares (D7) 1 22,72 80,34
Debris celulares (D7) 2 22,75 80,28
Debris celulares (D7) 3 22,93 80,47
Debris celulares (D7) 4 23,38 80,48
Debris celulares (D7) 5 23,43 80,28 o
Debris celulares (D7) 6 2317 % 80,33 80,38 Positivo
Debris celulares (D7) 7 23,36 80,49
Debris celulares (D7) 8 24,69 80,16
Debris celulares (D7) 9 22,57 80,35
Debris celulares (D7) 10 23,91 80,7
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Foram consideradas amostras positivas com Cp 10 ao 35 e Tm de 80 a 83°C, devido as amostras

sabidamente positivas, terem apresentado estes resultados repetitivamente.

5.4.6. Deteccdo viral por meio da qPCR de PIVE contaminados experimentalmente

como VLB

O sémen utilizado para FIV foi previamente certificado livre de VLB. Uma das amostras do meio
de maturac3o contaminada com a diluicdo 10 apresentou resultado de Cp e Tm dentro do esperado,
34,8°C e 81,61°C respectivamente. Ja as amostras dos meios de cultivo contaminados com dilui¢cdo
108, amplificou, porém, a Tm foi de 76,3 e 52,54°C. O mesmo aconteceu com a amostra dos embrides
lavados, apresentando pico menor que 80°C. Em relagdo as amostras de sobrenadante do meio de
maturacdo de odcitos, tanto a do controle negativo quanto a de diluicdo 10*amplificaram, porém, a

curva de melting ficou abaixo de 80°C (tabela 5).

Tabela 5: Resultados da gPCR de amostras de PIVE.

Grupos Crossing point (Cp) Temperatura de melting (Tm) (°C) Resultado
SBMIV CN 32,87 78,92 Negativo
SBMIV VLB 107 22,88 77,12 Negativo
MIV VLB 10?01 34,80 81,61 Positivo
MIV VLB 10?02 32,46 80,35 Positivo
MIV VLB 10201 29,80 76,30 Negativo
MIV VLB 10202 22,99 52,54 Negativo
ELAV VLB 10 32,25 76,67 Negativo

SBMIV: sobrenadante do meio de maturagdo in vitro; CN: controle negativo; MIV: meio de maturagao in
vitro; ELAV: embries lavados.
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6. DISCUSSAO

O Brasil é lider mundial em producao in vitro de embrides bovinos o que proporciona rebanhos
de excelente genética, para as racas que se propde a produzir, especialmente as de origens zebuina.
Para potencializar o desfrute destes animais, a exportacao de embrides vem como uma alternativa
promissora e lucrativa. Paises tropicais e subtropicais, em sua maioria, possuem clima, sistema de
producdo e racas bovinas semelhantes ao brasileiro, sendo os clientes potenciais da genética nacional.

O VLB, por infectar principalmente leucécitos, pode estar presente na PIVE, via insumos, como
o SFB e o0 sémen. Nao ha estudos que comprovem se o VLB, uma vez presente no processo da PIVE, é
carreado do embrido a receptora, ou se faz com que o bezerro e/ou a receptora se tornem infectados.
Por isso, ha barreiras sanitarias para embrides, impostas por paises importadores livres desse virus,
para ndo terem o risco de introduzir material biolégico infectado ou com potencial transmissdo. Devido
a falta de dados cientificos que evidenciem o real risco de disseminagdo do VLB, quando embrides sdo
produzidos in vitro, a tendéncia dos paises é impedir a importacdo de material genético de paises onde
a doenca ocorre de forma endémica. Gard (2015) ressalta a importancia de pesquisa para avaliacdo de
eventuais patégenos carreados pelos embrides, e o impacto que a auséncia destes estudos causam na
comercializacdo internacional destes produtos. A falta de legislacdo especifica acarreta diminuicdo do
desfrute dos animais. Neste sentido torna-se fundamental a validacdao de protocolos de analise
molecular para certificacdo de embrides livres de VLB, que possam ajudar nas tomadas de decisoes.

O diagnéstico por gPCR foi o escolhido por possuir vantagens, quando comparado ao
convencional, como menor tempo gasto na execu¢do do ensaio; facil realizagdo, sendo necessaria
apenas uma reag¢ao, diminuindo a chance de contaminagao das amostras e maior sensibilidade em
relacdo ao PCR convencional. Heenemann e colaboradores (2012) também conseguiram amplificar o
VLB, porém utilizando outro sistema de emissdo de luz para detec¢do da amplificacdo, o de sonda e
com o gene alvo diferente para amplificagdo, o da polimerase. O sistema SYBR Green escolhido neste
trabalho, possui menor custo em relacdo ao de sonda (MACKAY; LANDT, 2007; YEH et al., 2009).

Reproduzindo o protocolo de Dias e colaboradores (2012), como validagao interlaboratorial
para detec¢do de VLB utilizando PCR em tempo real, os resultados foram inconsistentes. Os ensaios
realizados apresentaram inespecificidade, sem reprodutibilidade, nem repetibilidade. Provavelmente
devido a concentragdo de reagentes e equipamentos diferentes entre os ensaios realizados e pelo
presente ensaio n3o ter utilizado o sistema Plexor’, o qual modifica o primer. Para contribuir no
aprimoramento desse método, varios ensaios foram realizados em nosso experimento.

O melhor desempenho nas amplificacdes e maior especificidade da reagdo qPCR ocorreu apds

elevar em 2°C a temperatura de anelamento, em comparagdo com Dias e colaboradores (2012). Além
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disso, foi necessario diminuir a concentracdao de primers, dessa forma, obteve-se resultados mais
especificos, eliminando-se as inconsisténcias, como diluicdes com carga mais alta de virus com
resultados negativos e vice-versa. Fato derivado possivelmente do sistema SYBR Green, devido sua
ligacdo a fita dupla de acido nucleico, provavelmente estaria se ligando aos dimeros formados pelos
primers, uma vez que 0os Tm nao eram semelhantes aos resultados esperados.

O Tm considerado para amostras positivas (80 a 83°C), é diferente do qual Dias e colaboradores
obtiveram (81 a 82°C), possivelmente devido a diferenca entre equipamentos e insumos utilizados,
bem como alguma diferenca na sequéncia génica do VLB utilizado.

A técnica se apresentou eficaz em detectar a presenca de VLB em amostras oriundas do
processo de PIVE. Todas as amostras infectadas experimentalmente apresentaram os resultados
esperados, indicando auséncia de inibidores nas amostras. Diferentemente do que foi encontrado por
Pinto (2016), a qual contaminou o meio de maturagao de odcitos com o virus da Diarreia Viral Bovina,
e foi necessdrio diluir amostras de meio de maturagdo in vitro para conseguir realizar a qPCR. Dias e
colaboradores (2012), partindo de matriz sanguinea de bovinos, também n3o encontraram inibidores
de PCR para teste com VLB. Arruda (2007) também conseguiu obter resultados satisfatérios utilizando
gPCR pelo sistema SYBR Green na deteccdo de retrovirus de amostras de soro sanguineo. Portanto,
com algumas altera¢cdes na metodologia conseguimos reproduzir os resultados obtido por Dias e
colaboradores (2012).

Os resultados também indicaram que o processo de lavagem dos embrides recomendado pelo
Manual da IETS é eficaz para eliminagdo da presenca de particula viral de VLB na fase final da PIVE (D7),
onde ocorre a lavagem com tripsina. Bielanski e colaboradores (2000) também ndo encontraram
presenga em embrides com ZP intacta ou com ela jd rompida. Isso pode ocorrer devido a ZP e a
membrana celular do embrido ndo possuir receptores que se liguem as proteinas do envelope do VLB,
ou a tripsina foi eficaz de romper essa ligagcdo entre o VLV e a ZP.

Em relacdo ao desempenho da PIVE, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos
em relagdo as taxas de clivagem e blastocisto vidveis. Bielanski e colaboradores (2000) analisaram o
desenvolvimento de embriGes com a ZP intacta ou sem ela, expostos in vitro ao VLB, a partir de
contaminacdo do meio MIV e FIV durante a PIVE. Em ambos os casos ndo houve diferenca entre o
grupo CN e o grupo contaminado. Haviam 165 odcitos, obtidos de ovarios de fémeas bovinas recém
abatidas no grupo do meio MIV contaminado e 265 no grupo CN e as taxas de clivagem e de blastocisto
vidveis foram de 63% e de 28% respectivamente, iguais ao do grupo CN. Em nosso experimento
partimos de 680 odcitos em meios MIV contaminados e 84 no grupo CN, o qual pode corroborar com

os resultados obtidos anteriormente.
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Narumoto (2013) pesquisou a presenca de anticorpos para o VLB em soro sanguineo de touros
alojados em CCPS no Brasil; utilizando os testes sorolégicos imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e
ELISA anticorpo, obtivendo 16,87% (97/575) e 26,40% (799/3027) positivos, respectivamente. O
mesmo autor, utilizando PCR convencional, também avaliou a presenca do virus nas amostras de
sémen e verificou que 5,26% (300/5704) foram positivas. Alguns pesquisadores relacionaram a
presenca do virus a forma de coletar o sémen. Por ter sido feita por massagem das glandulas seminais,
pode ter provocado um processo inflamatdrio e leucdcitos se infiltraram no ejaculado carreando o
virus (LUCAS et al., 1980). Porém, outros pesquisadores, através de lavagens de sémen e
sedimentacgdo-migracdo (swim-up) ndo conseguiram eliminar o virus, sugerindo que o agente ja estava
aderido ao espermatozoide (BIELANSKI et al., 2001).

As autoridades sanitdrias de paises importadores de sémen bovino podem exigir a
apresentacdo do certificado veterindrio internacional, o qual garanta a impossibilidade de o animal
doador ter sido infectado pelo VLB. Para esta certificacdo, a OIE recomenda que o doador esteja
alojado durante todo o periodo de colheita de sémen, em um rebanho livre do VLB; ou, sendo o touro
com menos de dois anos, deve ser filho de mae soronegativa; ou ainda, o touro doador tenha sido
diagnosticado livre do virus pelo menos 30 dias antes da coleta e pelo menos 90 dias apds a coleta
(OIE, 2017). As medidas sugeridas mostram a preocupag¢do com a transmissao do virus a fémea, através
da monta natural, inseminagao artificial e até a contaminag¢do do embrido na produgao in vitro.

Contrapondo as recomendacdes da OIE, recentemente foi feito um estudo onde os sémens de
trés touros soropositivos ao VLB foram utilizados para PIVE, obtendo-se no total 190 embrides, dos
quais nenhum foi positivo ao virus da LEB (STEWART et al., 2015).

A detec¢do do virus no momento da maturagdo dos odcitos é o principal ponto para o
processo, no sentido de interromper ou ndo a PIVE e evitar eventuais custos desnecessdrios. Neste
sentido, pesquisas para identificacdo do VLB em odcito bovino, seguindo os procedimentos
recomendados pela IETS de obteng¢do e manipulacdo do mesmo, ndo encontrou o virus em odcitos de
fémeas soropositivas para o agente (CALLAHAN et al.,, 1976; BOUILLANT et al., 1982; BIELANSKI;
MAXWELL; SIMARD, 2000). Ha a possibilidade de que, no momento de coleta dos odcitos, a doadora
nao estivesse em viremia, contudo, o presente trabalho detectou o VLB no meio de maturacgao in vitro,
0 que assegura a eficiéncia do teste em certificar o status sanitario na PIVE em seu inicio.

Neste panorama, onde ha grande potencial genético do rebanho a ser explorado e a alta
prevaléncia do VLB no Brasil, mostra-se necessdria a realizacao de novos estudos para corroborar ou

nao com as barreiras sanitarias recomendadas pela OIE.
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7. CONCLUSAO

A técnica de gPCR, utilizando o sistema SYBR Green, foi eficaz para deteccdo do VLB,
responsavel pela LEB, em amostras contendo meios utilizados na PIVE. A sensibilidade do teste
garante a detecgdo em concentracdo que pode ocorrer in vivo ou em insumos de PIVE.

A lavagem dos embrides recomendada pela IETS foi eficaz na eliminag¢ao do VLB.

O trabalho nos permite propor um protocolo de estudo para que haja definicio de
procedimentos para certificacdo de embriGes livres de VLB, corroborando com o que ja é
preconizado pelo Manual da IETS e pela OIE, especificamente o que consta nos capitulos 4.6.,

4.7. e 4.8 do Cédigo Sanitario para Animais Terrestres volume I.
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