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RESUMO

Avaliou-se a eficacia dos tratamentos, definidos pela International Embryo Transfer Society (IETS), de
odcitos bovinos, maturados in vitro e expostos experimentalmente a Leptospira interrogans sorovar
Grippotyphosa. Os odcitos foram obtidos por meio de puncéo folicular, selecionados e distribuidos em
quatro grupos, expostos ao patdgeno e submetidos aos diferentes tipos de tratamentos. Foram expostos a
cepa na concentracdo de 4,7.10%uL, virulenta e ndo adaptada ao meio de manutencio EMJH, e, de
6,3.10°/uL, avirulenta e adaptada ao meio, por 24 horas. Os grupos tratados com tripsina ou antibidticos
apresentaram eficacia de 21,7%, e o grupo lavado sequencialmente 33,4%. Os tratamentos ndo foram
eficazes para os contaminados com a cepa avirulenta. Concluiu-se que as normas de controle de qualidade
estabelecidas pela IETS poderiam ser revisadas e, possivelmente, redefinidas, uma vez que a eficicia dos
tratamentos, provavelmente, ndo depende somente da espécie do patégeno, pois ha interferéncia da
viruléncia e de acéo dos tratamentos sobre o tipo de patdgeno.
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ABSTRACT

The research purpose was to evaluate the effectiveness of treatments established by the IETS, in bovine
oocytes maturated in vitro, exposed experimentally to Leptospira interrogans serovar Grippotyphosa. The
oocytes were obtained through follicular puncture, selected and randomly allotted in four groups,
exposed to the pathogen and subjected to different types of treatments. They were exposed to the strain in
the concentration of 4.7x10°/uL virulent and not adapted to the EMJH, and to 6,3x10°/uL, virulent and
adapted to the medium, for 24 hours. The treatments presented for the groups with trypsin or antibiotics,
21.7% efficiency, and the group washed sequentially presented 33.4% efficiency. The treatments were not
effective for those infected with avirulent strain. In the statistical analysis, by 4 was found significance
in the results obtained. The standards of quality control established by IETS could be reviewed and
possibly redefined, since the effectiveness of treatment probably depends not only on the species of the
pathogen, but is also affected by its virulence and treatment effectiveness.

Keywords: oocytes, Leptospira interrogans, Grippotyphosa, in vitro production

INTRODUCAO

No agronegécio, a pecuéria é um dos principais
produtos de exportacdo brasileira, principalmente
0 de carne bovina. Desse modo, a utilizagdo de
biotécnicas na reproducdo dos rebanhos é de
grande importancia para alcancar esse patamar
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(Gongalves et al., 2007). A transferéncia de
embrides (TE), utilizada mundialmente para
introducdo, melhora e preservacdo de animais
geneticamente superiores, e a producgdo in vitro
(PIV), alternativa usada nos programas de
reproducdo, pois além de sua relevancia para
estudos biotecnolégicos possui - fundamento
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comercial, sdo valiosas ferramentas para difundir
e acelerar a producdo animal e, também,
constituem excelente recurso para pesquisa de
aspectos biologicos que ocorrem durante a
maturagdo, a fecundagdo e o cultivo in vitro de
odcitos e embrides (Gongalves et al., 2007).

Durante o periodo de maturacdo, as células da
granulosa expandem-se e conectam-se a zona
pelicida (ZP), permitindo a entrada do
espermatozoide. Dessa  maneira, autores
questionaram se haveria interacdo entre o
relaxamento das células da ZP e agentes
infecciosos, que poderiam levar o patdgeno as
receptoras ou tornar o embrido doente ou
portador (Bielasnki et al., 1997). Acredita-se que
a acdo dos patégenos sobre embrides ocorra
somente apds a penetragdo do agente na célula,
porém, no caso de patégenos com tamanho
reduzido, como o0s virus, ou ativamente
invasivos, como algumas bactérias, a ZP, mesmo
intacta, passa a ndo ser uma barreira
intransponivel (Dangelo et al., 2005).

Stringffellow et al. (1999) citaram a capacidade
de alguns patégenos penetrarem no odcito ou
embrido através da ZP, tais como Herpes virus
bovino tipo 4 (BoHV-4), virus da rinotraqueite
infecciosa bovina (IBRV), virus da peste bovina
(RPV), virus da estomatite wvesicular (VSV),

Haemophilus somnus, Mycoplasma bovis,
Mycoplasma  bovigenitalium,  Mycoplasma
paratuberculosis e Ureoplasma diversum.

Concluiram que a lavagem e o tratamento na
PIV, com tripsina, devem reduzir o nivel de
contaminagdo, mesmo que a eficacia desses
tratamentos ndo seja totalmente comprovada.

Para que haja controle sanitario dos embrides e
odcitos na PIV, a International Embryo Transfer
Society (IETS) desenvolveu um manual de
procedimentos, com instrugdes de tratamentos
celulares com tripsina ou antibiéticos em
lavagens alternadas com meio de cultura e,
também, lavagens sequenciais, com a finalidade
de inativar ou remover agentes infecciosos que
podem interferir no produto final (Stringfellow et
al., 1990).

As leptospiras sdo bactérias espiroquetas, gram-
negativas, aerobias obrigatdrias, helicoidais
flexiveis e moveis, fortemente espiraladas.
Possuem de 0,1 a 0,3um de didmetro por 6 a
30um de comprimento, dois filamentos axiais
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(flagelo periplasmatico) com insercdes polares
localizadas no espaco periplasmatico, o que
facilita seu movimento de rotagdo e flexdo rapida
em seu prdprio eixo (Ellinghausen et al., 1981;
Faine, 1994). A transmissdo da leptospira, em
bovinos, pode ocorrer de maneira direta,
principalmente através de via venérea e, de modo
indireto, pelo contato com o solo e 4agua
contaminados (Amafredjo et al., 1975). A via de
transmissdo transplacentaria também é comum
entre 0s animais (Manual..., 1995). Guimaraes
(1982) descreveu que os danos causados pela L.
interrogans em bovinos, em fases agudas e
cronicas, caracterizam-se por abortamentos,
retencdo placentaria, queda na producdo de leite,
mastite,  infertilidade e infecgdo  renal
permanente.

O objetivo do trabalho foi avaliar a eficicia dos
tratamentos com tripsina, antibidticos ou
lavagem sequencial, estabelecidos pela IETS, em
odcitos maturados in vitro e expostos,
experimentalmente, a Leptospira interrogans
sorovar Grippotyphosa, durante o periodo de
maturacdo, pela técnica de microscopia de
campo escuro.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas estirpes Leptospira interrogans,
sorovar Grippotyphosa, sendo uma virulenta e a
outra avirulenta. Para a reativacdo da viruléncia,
utilizou-se 0 método classico de passagens
sucessivas em hamsters, de acordo com
procedimentos descritos por Gonzales et al.
(1999). O procedimento foi aprovado pela
Comité de Etica na Experimentacdo Animal —
CETEA-IB (protocolo 81/09).

Os odcitos foram obtidos de vacas abatidas em
frigorifico. Na fase de evisceragdo, retiraram-se
0s ovarios, que foram mantidos e transportados
em solucdo fisiol6gica acrescida de 1% de
antibidticos a 38°C. Foram  aspirados
foliculos com didmetro entre 2 e 8mm, com
seringa e agulha calibre 18G, descartaveis, e
selecionados complexos cumulus-odcitos
(COCs) classificados como grau 1 e 2 (De Loos
et al., 1989) ao estereomicroscopio em aumento
de 20X.

Os odcitos selecionados, transferidos para gotas
de meio de maturacdo (TCM199, 10% de Soro
Fetal Bovino, 0,5ul de FSH, 50Ul/mL de hCG,
1uL de 17-Bestradiol/mL) de 50uL cada, foram
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distribuidos em quatro grupos, todos expostos ao
patdgeno para serem submetidos aos tratamentos
com; — antibiéticos — penicilina 10.000Ul/mL e
estreptomicina 10mg/mL; 2 — lavagem com
tripsina  0,25%; 3 - lavagem sequencial
(TCM199); 4 — sem tratamentos, usado como
controle positivo. O controle negativo ndo foi
exposto ao patégeno, porém foi submetido ao
mesmo tratamento. Esse procedimento foi
realizado para cada estirpe separadamente.

A exposicdo dos odbcitos ao patogeno foi
realizada no volume de 30uL da estirpe
de L. interrogans sorovar Grippotyphosa na
concentragdo de 4,7.10°/uL, virulenta e n&o
adaptada ao meio de manutencdo EMJH; um
outro grupo foi contaminado com 0 mesmo
volume, de outra estirpe, na concentracdo de
6,3.10%/pL, avirulenta e adaptada ao meio EMJH.
Cada gota de meio de maturacdo continha 20
odcitos, que foram, entdo, levados a estufa de
CO; 5% em ar, umidade relativa de 90% e
temperatura de 37°C, por 18 a 24 horas.

Apos 18 a 24 horas de incubagdo e maturagéo, 0s
grupos foram tratados, conforme metodologia
descrita pelo manual da IETS (Stringfellow,
1998), sendo 10 gotas de 200uL cada, em 1-4
meio TCM199, 5-6 com antibiéticos e 7-10 com
meio TCM199. Para as lavagens com tripsina, as
gotas 5-6 foram substituidas, e para lavagem
sequencial, as 10 gotas continham TCM199, com
troca de microponteira a cada etapa do
tratamento.

Apoés as lavagens, os grupos foram observados
a0 microscopio 6ptico Jena Zeiss® em aumento
de 400X, onde foram avaliados quanto a
presenca e/ou auséncia da L. interrogans.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da presenca da bactéria, em
movimento e/ou interagindo com os odcitos,
apés os tratamentos, foi realizada por
microscopia de campo escuro, onde se verificou
a eficacia parcial dos tratamentos validados pela
IETS. Para os 00citos expostos a cepa de L.
interrogans sorovar Grippotyphosa, virulenta, na
concentracdo de 4,7x10°%uL, os tratamentos
apresentaram, para 0S grupos tratados com
tripsina e antibidticos, 21,7% de eficécia
(39/180), e para o grupo lavado sequencialmente,
33,4% de eficacia (60/180). O controle negativo
apresentou efetividade de 100% (160/160).
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Utilizando-se como parametro a presenca da
bactéria ativa no campo do odcito, tais resultados
sugerem que, por se tratar de uma bactéria ndo
adaptada ao meio de manutencdo, ndo houve
tempo habil para sua fixacdo ao odcito — sendo,
entdo, removida mecanicamente —, ou mesmo
sua visualizacdo ativa, ap6s os tratamentos.

Para 0s 06citos expostos a cepa de L. interrogans
sorovar Grippotyphosa na concentragdo de
6,3x10%/uL, avirulenta, os tratamentos néo foram
eficazes para nenhum dos grupos contaminados,
de 160 odcitos para cada grupo, e de 140 para
cada grupo controle negativo, novamente
evidenciando a adaptacdo ao meio de
manutengdo EMJH.

Pelo teste do qui-quadrado, verificou-se
efetividade dos tratamentos, P=0,001, entre os
grupos controle e contaminado.

A PIV, por ser uma importante ferramenta para
acelerar e aumentar a producdo de animais
geneticamente superiores e gerar conhecimento
nas é&reas relacionadas, tornou-se alvo de
inimeras pesquisas no que diz respeito a
qualidade do produto final, principalmente nas
interacBes e interferéncias que o0s patdgenos
podem causar ao longo do processo, gerando
prejuizos ao setor pecuario (Gongalves et al.,
2007). Os riscos, associados a possivel
transmissdo de patdgenos por meio de embriGes,
podem estar intimamente ligados as propriedades
da ZP. Assim sendo, procedimentos para
descontamina-la sdo importantes pontos nos
protocolos sanitarios de manipulagdo propostos
pela IETS (Wrathall e Stmoller, 1998). A IETS
padronizou procedimentos e inferiu informagdes
gerais para uso da tecnologia de TE, enfatizando
producBes sanitarias, por parte da Organizacdo
Mundial de Saude (OIE), sobre o manuseio
asséptico de odcitos e embrifes, com o objetivo
de descrever técnicas necessarias para assegurar
que a TE ndo resulte em transmissdo de agentes
patogénicos (Stringfellow, 1998).

Diversos autores testaram os procedimentos
estabelecidos pela IETS. Stringfellow et al.
(1990), ao avaliarem a efetividade dos
tratamentos com tripsina para inativacdo dos
virus IBRV e BHV-4, em 24 e 29 embrides PIV,
respectivamente, verificaram que 100% dos
embrides foram positivos para o patégeno, apos
0 tratamento, por meio do isolamento do virus
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por cultivo celular. Singh e Thomas (1982)
constataram que a lavagem sequencial foi eficaz
em 64% das amostras e, com 0 tratamento com
tripsina, foi de 57%, para embrides infectados
com IBRY, isolando o agente pelo cultivo celular.

Segundo  Lauerman et al. (1986), de
130 embrides bovinos contaminados
experimentalmente com VSV, 36% apresentavam
0 virus ap6s a lavagem sequencial, evidenciado
pela auséncia dele no isolamento em células
Vero. Singh e Thomas (1987) confirmaram que
essa porcentagem é significativa para a lavagem
sequencial ao submeterem 46 embrides ao
tratamento com tripsina, e constatarem sua
eficacia em 63% das amostras. Stringfellow et al.
(1989) comprovaram que a eficacia pode atingir
50% dos casos, em odcitos infectados, para
ambos os tratamentos.

Thomson et al. (1988) realizaram testes de
eficacia do tratamento com antibiéticos e com
lavagem sequencial, para Haemophilus somnus,
contaminando embries com 10°UFC/mL.
De 38 embribes contaminados e lavados
sequencialmente, isolou-se a bactéria em 26
deles. Porém, para 20 embrides contaminados e
submetidos ao tratamento com antibiético, a
eficacia atingiu 100% das amostras.

Bielanski et al. (1989) mostraram que, de 71
embrides bovinos infectados previamente com
Mycoplasma bovis, apds a lavagem sequencial, e
de 40 embrides tratados com antibidticos, foi
isolado o agente em 100% das amostras, e
mesmo ap6s o tratamento com tripsina, 0
microrganismo foi isolado em todas as amostras.
Também foi isolado por Riddell, Stringfellow et
al. (1989) em 100% das amostras, Mycoplasma
bovigenitalium, sendo o0s embriGes bovinos
lavados sequencialmente (n=24), tratados com
antibiético (n=25) e com tripsina (n=22).
Rohde et al.(1990) isolaram Mycoplasma
paratuberculosis em o6citos bovinos PIV, ap6s a
lavagem sequencial, em 30% das amostras.

Trachte et al. (1998) verificaram que grupos
expostos a amostras de BVDV ndo citopético,
tratados com tripsina e lavados sequencialmente,
apresentavam 56% de eficacia para embrifes e
33% para odcitos, apds tratamento com tripsina.
Porém, com BVDV citopatico, embrifes e
odcitos apresentaram 67% de eficacia para a
lavagem sequencial, 78% de eficacia para o
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tratamento com tripsina em embriGes e 56% em
o6citos. Bielanski e Surujballi (1996) testaram os
procedimentos em odcitos coletados in vivo de
novilhas infectadas com BVDV e constataram
que os tratamentos ndo eliminaram ou inativaram
0 patdgeno dos odcitos.

Edens et al. (2003) verificaram, por meio de
cocultivo de embrifes expostos a BoHV-1 em
microgotas de TCM199 que o tratamento com
tripsina pode, efetivamente, impedir a infeccéo
das receptoras. D’Angelo et al. (2009)
submeteram embriGes bovinos tratados com
tripsina ao BoHV-1. A (ltima gota inoculada em
células MDBK foi submetida a prova de N-PCR,
tendo resultado negativo para a presenga do
patdgeno. Porém, a deteccdo do patdgeno, pelo
mesmo teste, foi positiva para os embrifes. Esses
resultados mostraram a ineficcia do tratamento,
dando suporte & premissa de que enzimas
proteoliticas diminuem a quantidade de
patdgenos, ou, até mesmo, o inativam, desde que
j& ndo estejam no interior da estrutura estudada.

Bielanski et al. (1998) testaram a eficicia das
lavagens sequenciais, por microscopia, em
embrides fertilizados in vitro, expostos a
Leptospira borgpeersenii sorovar Hardjo, e
observaram que 0 patdgeno encontrava-se na
superficie da ZP, eletronica. Vale ressaltar que os
autores utilizaram uma quantidade sabidamente
excessiva do patdgeno, para realmente poderem
observar sua interagdo com o embrido.

Goes et al. (2008) estudaram a eficacia dos
tratamentos com ftripsina e com antibiéticos na
inativacdo/remocdo de Leptospira interrogans
sorovar Canicola, em odcitos, avaliados quanto a
presenca da bactéria, por microscopia de campo
escuro, demonstrando que os tratamentos néo
foram capazes de remover o microrganismo,
enfatizando, assim, a necessidade de se
estabelecer normas de controle de qualidade na
PIV.

Devido ao fato de a leptospira ser uma doenca
que acomete animais de corte e a pratica da PIV
estar em crescimento acelerado, a anélise dos
resultados obtidos no presente trabalho mostra
que a implantacdo de normativas de controle de
qualidade na producdo de embriBes in vitro deve
ser estabelecida e, principalmente, atualizada.

111



Goes et al.

CONCLUSOES

A lavagem sequencial mostrou-se mais eficaz,
guando comparada aos tratamentos com tripsina
ou antibidticos, para cepa virulenta de Leptospira
interrogans sorovar Grippotyphosa.
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