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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar asensibilidade de zigotos murinos ao herpesvirusbovino
tipo1(BoHV-1), visando aobten¢do de um modeloinvitroparaestudossobreainteragdoembrido-
virus e sobre o potencial risco de transmissdo de viroses através da técnica de fertilizagdo in vitro
(FIV).Foram utilizados camundongos fémeas (Balb C) entre 6-8 semanas de idade, superovuladas
com os hormdnios eCG e hCG, acasaladas com machos inteiros para colheita dos zigotos. Esses
foram separados em 3 grupos, controle e exposto 24h a duas concentrac¢des da suspensao viral (10
nL e 30 nl). Cada grupo foi dividido para analise da morfologia e para avaliagdo da presenca de
particulas virais empregando a reacao em cadeia pela polimerase (PCR), apds o procedimento de
lavagens sequienciais e tratamento com tripsina. De acordo com os resultados obtidos, os zigotos
murinos poderao fornecer subsidioscomo modelo experimental paraestudossobreabiologiadas
interac6es embrido-virus, uma vez que se apresentaram sensiveis ao BoHV-1.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE SUSCEPTIBILITY MICE ZYGOTES TO BOVINE HERPESVIRUS 1: AN
EXPERIMENTAL MODEL FOR EMBRYO-VIRUS INTERACTION STUDIES. The aim of this work
was to evaluate mouse zygote susceptibility to BoHV-1, to obtain aninvitromodel, to allow studies
aboutembryo-virusinteractionand the potential risk of the transmission of the virus through IVF
techniques. Female mice (Balb C) aged 6-8 weeks were superovulated with the hormoneseCG and
hCG and mated for zygotes retrieval. The zygotes were divided in 3 groups: control and exposed
to the virus for 24h (two different concentrations -10 nl. and 30 nrL). Each group was divided for
morphological evaluation and polymerase chain reaction (PCR) analysis was performed after
sequential washing procedures with trypsin treatment. According to the results, mouse zygotes
could be used as an experimental model for embryo-virus biology interaction studies.

KEY WORDS: BoHV-1, embryo, experimental model, PCR.

INTRODUCAO

Atualmente, a producgdo de embrides in vitro tem
sido extensivamente utilizadaem pesquisa e também
parafins comerciais, umavez que maximiza o poten-
cial genético de uma mesma fémea e oferece a pos-
sibilidade de acelerar a produg¢éo animal (Kruiretal.,
2000). Entretanto, se ndo forem executadas correta-
mente, técnicas como a fertilizagéo in vitro (FIV) e a
criopreservacgdo de sémen e embrides podem facilitar
atransmissdo de diversas doencas infecciosas, como
por exemplo, aRinotraqueite InfecciosaBovina (IBR),
Diarréia Viral Bovina (BVD) e Brucelose (PHILPOTT,
1993). Portanto, assim como na produgdo in vivo de

embribes, nas técnicas artificiais de reprodugéo
animal, o cuidado com a transmissdo de doencgas
infecciosas também deve ser constante.

As fontes mais comuns de contaminagéo sdo o am-
biente onde o material ¢ manipulado, os gametas, tanto
femininos quanto masculinos, o fquido folicular, o
plasmaseminal, célulassomaticase materiaisde origem
animal utilizados no preparo dos meios de cultura
(StrinGFELLOW & Givens, 2000). Visando assegurar o
controledatransmissiode patdgenosatravésdaprodu-
caoetransferénciade embrifes invitro foi desenvolvido
0 método das lavagens seqlienciais juntamente com o
tratamento com tripsina (STriNGEFELLOW, 1998). Entre-
tanto, estudos demonstram que o herpesvirus bovino
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tipo-1 (BoHV-1) e 0 virus da estomatite vesicular ttma
capacidadedeseaderirazonapellcida. Dessamaneira,
embrides infectados, mesmo apds as lavagens, podem
ainda apresentarem-se como vetores de transmissdo
(BieLanskietal., 1996; VANroosE et al., 1996).

Considerandoque o BoHV-1estddisseminadoem
bovinos de todas as regifes do Brasil (DeL Favaetal.,
2003) e de outros paises(STrRINGFELLoW &GIVENS, 2000),
interferindo diretamente nos indices reprodutivos
dos plantéis infectados, seu controle é de extrema
importancia. Variosautoressugeremque o virus pode
ser encontrado em ovarios, ovidutos e liquidos
foliculares de animais aparentemente sadios
(BieLanski & Dusuc, 1994; Guerin et al., 1989).

Sendo assim, a compreensdo da natureza da
interagdo patdgeno-embrido é fundamental para a
melhoria do controle das doengas e possiveis riscos
detransmissdode virusportécnicasde FIV.O objetivo
desse trabalho foi avaliar a sensibilidade de zigotos
murinosao BoHV-1, visandoaobtenc¢do de um mode-
lo invitro, para estudos sobre a biologia da interagdo
embrido-virus e sobre o potencial risco de transmis-
sdo de viroses através da técnica de FIV.

MATERIAL E METODOS
Virus

Foi utilizado o herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-
1), amostra Los Angeles, 92 passagem em células
MDBK, com titulo de 107* TCID,,/mL, mantida em
meio Eagle MEM sem soro fetal bovino a -80° C.

Coleta e infeccao dos zigotos

Foram utilizados camundongos fémeas Mus
musculus), puberes, nuliparas, da linhagem Balb C
entre 6 a 8 semanas de idade. Estas foram
superovuladas com 5U.1. de gonadotrofina coridnica
eqlina (eCG) e ap6s 46h com 5U.1. de gonadotrofina
coridnica humana (hCG) via intraperitoneal. Foram
entdo colocadasindividualmente com machosinteiros
paraacasalamento. Dezoitohorasapdsaaplicacdodo
hCG foi realizada a colheita dos zigotos (embribes de
1 dia) com zona pelucida integra. Os zigotos foram
lavados por 30segundosem solucédo de pronasea0,5%
para remocdo das células do cumulos. Em seguida
foram lavados novamente por 3 vezes em solugdo
salina tamponada estéril (PBS), acrescida de 1% de
soro fetal bovino (SFB) para inativagdo da enzima. Os
zigotos foram separados em: grupo controle (ndo ex-
posto ao virus), e exposto 24h a duas concentracdes
diferentes da suspenséo viral (10 ni e 30 niL). Cada
grupo foi dividido para analise da morfologia e para
avaliacdo da presencade particulas virais pelareacao

em cadeia pela polimerase (PCR). Os zigotos foram
mantidos em meio TCM199 suplementado com 10%
SFB, 0,2% de piruvato de sédio e bicarbonato em estufa
5% de CO,, 90% de umidade a 37° C.

Analise da morfologia

Oszigotosforamanalisados quantoapresencade
alteracdes morfoldgicas nos blastébmeros e zona
pellcida, apds 24, 48, 72 e 96h de incubacédo com o
BoHV-1. A observacéo foi feita com o auxilio de um
microscépio 6ptico invertido (100x).

Lavagem sequencial associada ao tratamento
com tripsina

Os dois grupos foram submetidos, separadamen-
te, a lavagem sequiencial associada ao tratamento com
tripsina padronizado pelalnternational EmbryoTransfer
Society (STRINGFELLOW, 1998). Esse método consiste em
5 lavagens dos embrides em PBS, duas lavagens com
tripsina0,25% em solucéo de citrato de sédio, por 90seg
e mais 5 lavagens em meio TCM199 acrescido de 10%
de SBF, 0,2% de piruvato de sddio, bicarbonatoe 100 ug
/mL de gentamicina. No total, os zigotos foram lava-
dosem 12 gotasde 100 uL comtrocade ponteiraacada
passagem, sendo que o volume transportado de uma
gota para outra ndo excedeu 10 pL.

Extracdo do DNA

Paraaextracdo do DNA, 50nL daamostraconten-
do os zigotos foram homogeneizados com 400 ni de
TE (10 mM Tris HCI; 1 mM EDTA pH 8,0) e
centrifugados a 13.000 xg por 15min. O pellet foi
ressuspenso em 300 nL. de tampao de lise (195 de
dguamilliQ, 60m.de TNE [500 mM NaCl,50 mM Tris
HCI, 125 mM EDTA pH 8,0], 30nL de Dodecil Sulfato
de Sédio (SDS) e 0,2 mg de proteinase K/mL) e incu-
bado em banho-mariapor 60mina56°C. A suspensio
foram acrescentados 150l de fenol e, apds agitagao,
a mistura foi centrifugada por 5min a 13.000 xg. Da
fase aquosa foram colhidos 300 i, aos quais foram
adicionados 100 de umasolucéo de fenol clorofér-
mio &lcool isoamilico (25:24:1) e, ap0s agitacao, a
mistura foi centrifugada a 13.000 xg por 5min. A
seguir, 200 m_ da fase aquosa foi precipitada com 40
nL de acetato de s6dio 2 M e 480nL de etanol absoluto
a-20°C por12h.Seguido de centrifugagdoa13.000 xg
por 10min, o DNA foi ressuspensoem 40nL. de TE e
estocado a temperatura de -20° C.

Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A reacdo da PCR foi realizada em um volume de
50 L, contendo 10nLde DNA,10mMde TrisHCIpH
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9,0; 1,5 mM de MgCl, , 200 nM de cada nucleotideo
(dNTPs), 5% de glicerol, 2,5U da enzima Tag DNA
polimerase e 50 pmol de cada um dos primers sense e
antisense descritos por ViLcek et al.(1994), respectiva-
mente primer 1 (P1:5°CAC GGA CCT GGT GGACAA
GGA G 3’) e primer 2 (P2: CTA CCG TCA CGT GCT
GTG TAC G 3’) que amplificam fragmento de 468
pares de bases (pb) do gene gB do BoHV-1. As amos-
tras foram inicialmente desnaturadas a 95° C por
5min. A reagdo de amplificacao foi feitacom 35cciclos
repetidos de desnaturagdo (95° C por min),
hibridizacéo (57° C por 1min) e extensao (72° C por
1min30seg) e uma extensao final de 10min a 72° C.
Como controle negativo foi utilizada a mistura dos
reagentes e agua milliQ.

Nested-PCR (nPCR)

Para o nPCR foram utilizados os primers 3 (P3: 5’
CCT CTG TGA ACT GCA TCG TGG A 3) e 4 (P4:
5TAG CCC TCG ATC TGC TGG AAG C 3, que
amplificam o fragmento interno de 175 pb da gB do
BoHV-1 (D’ANGELO, 1998).

Detec¢do dos produtos amplificados

A deteccdo do produto amplificado foi realizada
por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampéao
TBE (Tris; Acido Bérico, EDTA 0,5 M pH 8,0). O gel
foi corado com brometo de etidio (5 ng/mL),
visualizado em transiluminador U.V. e fotografado
em camera digital (Kodak Digital Science DC-40
Camera).

RESULTADOS

Os zigotos pertencentes ao grupo controle ndo
apresentaram alteragdes morfolégicas, seguindo nor-
malmente seu desenvolvimento (Fig. 1A). Os zigotos
infectados apresentaram alteracdes morfolégicas
visiveis ao microscopio optico invertido (100x) apos
72h de infecgdo. Foi observado bloqueio de clivagem
no estagio de 2 células, com citoplasma granuloso e
aumento de espaco periplasmatico indicando contra-
¢do citoplasmatica (Fig. 1B). Apds 96h de infeccao
todos os zigotos apresentavam-se com aspecto
degenerativo.

Os zigotos contaminados comasamostras quando
submetidos a reacdo da PCR, baseada em uma se-
gléncia conservada do gene que codifica a gB do
BoHV-1, ndo foram capazes de amplificar o fragmento
de 468 pb. Quando estas amostras foram submetidas
anPCR foi detectado o genedagB doBoHV-1ondefoi
observado um fragmento de 175 pb que corresponde
ao gene gB do BoHV-1 (Fig. 2).

Fig. 1 - Embrides murinos do grupo controle (A) (100x)
e ap6s 72h de infeccdo com o BoHV-1 (B) (100x; 10x
zoom).

Fig. 2 - Deteccdo de BoHV-1 em zigotos murinos pela
técnica dan-PCR. M-padrao de peso molecular (100-2000
bp).Colunal, zigotocontrole. Coluna?2, zigoto exposto ao
BoHV-1 e submetido a lavagem seqiiencial com tripsina.
Coluna 3, dltima gota controle. Coluna 4, ultima gota
experimental.Coluna 5, controle positivo do BoHV-1.
Coluna®, controle negativo.
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DISCUSSAO

Segundo BieLanski & Dusuc(1994), aanalise quanto
apresengadoBoHV-1emcomplexosodcitos-cumulus,
liquido folicular e células da granulosa, do corpo
lGteo e da tuba de animais portadores de infecgdo
aguda apresentou-se positiva ao virus. O BoHV-1
também foi isolado de embrides produzidosin vitroa
partir de gametas provenientes de animais
sabidamente infectados (BieLanski et al., 1998). SiNGH
et al. (1983) demonstraram que esse virus pode ser
encontradonoliquidode lavagem deembrides prove-
nientes de doadoras infectadas e que ndo é facilmente
eliminado da zona pellcida de blastocistos intactos
com o uso das lavagens sem tripsina. Entretanto,
nesse mesmo trabalho, quando o tratamento com
tripsina foi incorporado, todas as particulas virais
foram eliminadas ou inativadas. O mesmo resultado
foi encontrado por StriNncFELLOW et al. (1990), que
também relataram a eficiéncia das lavagens com
tripsina para o BoHV-4.

Entretanto, esses dados sdo controversos, pois
experimentosvisandoavaliaraeficiénciado procedi-
mento de lavagem de embrides e do tratamento com
tripsina apresentaram resultados contrarios. Foram
realizados testes com od6citos e embrides infectados
experimentalmente e submetidos aos procedimentos
delavagemcomesemtripsina. Os patdgenosestudados
foramovirusdalinguaazul,BoHV-1,BVDV,virusda
febre aftosa e Leptospirasp. Ao final foi verificado que
os tratamentos ndo foram eficientes em remover
nenhumdos patdégenoscompletamente (STRINGFELLOW
& Givens, 2000). Portanto, considerando esses resul-
tados, surge a questdo sobre como funcionaria o pro-
cesso de interagdo dos patdgenos com os gametas e
embrides, para que dessaforma possase desenvolver
um método maiseficiente paraocontrole datransmissao
de doencas infecciosas. Convencionalmente, acredita-se
que ainfeccdo de embrides ocorra apenas apds pene-
tracdo do agente através de uma falha na zona
pellcida, ou ap6s o hatching, entretanto no caso de
patdégenos de tamanho extremamente reduzido,como
0s virus, ou ativamente invasivos, como algumas
bactérias, a zona pellcida, mesmo estando intacta,
ndo € uma barreira intransponivel (STRINGFELLOW &
Givens, 2000).

Os resultados do presente trabalho mostraram
que os zigotos murinos sdo susceptiveis ao BoHV-1,
apresentando alteragbes morfoldgicas pés-infeccgéo,
como o bloqueio de clivagem, citoplasmagranuloso e
aumento de espaco periplasmatico (Figs. LAe 1B). As
amostras submetidas ao n-PCR demonstraram que
mesmo apoés as lavagens e o tratamento com tripsina,
os zigotos infectados ainda permaneciam com parti-
culasvirais,aderidasazonapeltcidaounointeriordo
embrido (Fig. 2). GALurro & D'ANGELO (1999) verificaram

gue as lavagens sequenciais ndo foram eficientes em
remover particulasdoBoHV-1deembrides de camun-
dongo experimentalmente infectados. Esses autores
observaramapresencadeefeito citopético, caracteris-
tico do BoHV-1, em células MDBK apés inoculacéo
dessas células com os embrides infectados ap6s as
lavagens, comprovando, portanto a presenga de par-
ticulas com capacidade infectante. No caso do virus
estar presente nointeriordoembriéo, aslavagensnao
teriam funcéo, uma vez que ele estaria protegido no
interior dos blastémeros. Em trabalho realizado por
D'ANcGELO(1998) foi verificadaapresengade particulas
semelhantes aos capsideos virais, com auxilio de
microscopiaeletrénicade transmissdo, nointerior de
odcitos experimentalmente infectados, ap6s as lava-
gens e o tratamento com tripsina.

Mesmo considerando acapacidade de penetragao
do BoHV-1 nos blastdmeros, ndo se deve descartar o
uso das lavagens seqlenciais e do tratamento com
tripsina, pois ja estd comprovado que 0 seu uso regu-
larlimitaapossibilidade detransmissaode patdgenos
(STRINGFELLOW & GIVENS, 2000). Deve-se lembrar tam-
bém que, de acordo com nossos resultados, os zigotos
murinos poderdo fornecer subsidios como modelo
experimental para estudos sobre a biologia das
interagdes embrido-virus e o potencial risco de trans-
missdo de doengas infecciosas através da técnica de
FIV.
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