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RESUMO

O herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1) é um virus amplamente distribuido no Brasil e no mundo, havendo um
crescente nimero de estudos envolvendo métodos de diagnostico e o seu impacto na reproducdo animal. O
objetivo deste trabalho foi identificar o material genético do BoHV-1 no sémen de touros infectados
experimentalmente por meio da técnica de PCR e avaliar a influéncia do virus sobre a qualidade espermética
desses animais. A técnica de PCR foi satisfatoria, permitindo identificar a presenca do material genético do
virus no sémen de todos os animais a partir de sete dias p6s-infecgdo, com persisténcia de 21 até 28 dias.
Apesar da presenca do virus BoHV-1 por um longo periodo no sémen dos animais experimentais, ndo foram
observados efeitos deletérios na qualidade do sémen fresco e nem apds a criopreservacao.
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ABSTRACT

Bovine Herpesvirus type-1 (BoHV-1) is a virus widely distributed in Brazil and worldwide, with a growing
number of studies involving diagnostic methods and their impact on animal reproduction. The objective of this
work was to identify the genetic material of BoHV-1 in the semen of experimentally infected bulls through the
PCR technique, and to evaluate the influence of the virus on the sperm quality of these animals. The PCR
technique was satisfactory, allowing for the identification of the presence of the genetic material of the virus in
the semen of all the animals from 7 days post infection, with persistence of 21 to 28 days. Despite the presence
of the BoHV-1 virus over a long period in the semen of the experimental animals, no deleterious effects were
observed on the quality of either fresh semen or semen after the cryopreservation.
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INTRODUCAO
A transmissdo desse virus tem sido amplamente

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é um
virus de distribuicdo mundial (Van, 1998), com
elevada frequéncia no rebanho brasileiro,
causando grandes perdas econdmicas. Estudos
tém sido realizados nas diferentes regides
brasileiras, principalmente na regido Sudeste e,
recentemente, no Centro-Oeste, onde o
diagnéstico e o impacto desse agente na
reproducdo animal tém sido alvo dos
pesquisadores (Gatti et al., 2010).
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favorecida pelo desenvolvimento de processos de
criopreservacdo do sémen, uma vez que essas
técnicas de processamento e armazenamento sdo
ideais para a preservacdo desse agente (Rocha,
1999). A presenga do BoHV-1 no sémen implica
0 risco potencial de disseminagdo desse agente
entre os rebanhos de todo o mundo, implicacdes
essas que se centram na infecgdo exclusiva da
fémea receptora, do coletivo da exploracdo
pecudria e também na possivel introducdo dessa
virose no pais importador (Philipott, 1993).
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Devido as limitagdes de algumas técnicas de
diagnostico, tém-se adotado técnicas simples e
de fécil execucdo para a caracterizacdo de
proteinas e &cidos nucleicos por meio da reagao
em cadeia da polimerase (PCR), sendo
recomendadas para substituir os métodos
convencionais de diagnostico desse virus
(Rodrigues e Schudel, 1993). Estudos que
correlacionem a infeccdo pelo BoHV-1 em
touros com  possiveis  alteracBes  na
espermatogénese dos animais infectados ainda
sd0 muitos escassos, havendo também a
necessidade de novas pesquisas para ampliar
conhecimentos sobre o diagndstico.

O objetivo deste trabalho foi identificar o
material genético do BoHV-1 no sémen de
animais submetidos a infeccdo experimental por
meio da PCR, a fim de identificar a influéncia do
virus sobre os parametros que determinam a
qualidade espermatica de touros.

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi autorizado pelo Ceua —
Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual Paulista “Jalio de
Mesquita Filho”, campus de Jaboticabal, com
protocolo de nOmero 0143030/11. Foram
utilizados 12 bovinos machos, mesticos
Girolandos, nao castrados, com
aproximadamente 30 meses de idade, com suas
caracteristicas espermaticas dentro dos padrdes
exigidos. Os animais foram criados com o
mesmo manejo, em locais diferentes da mesma
propriedade (Fazenda Palmital) do Instituto
Federal Goiano, campus Urutai - Goias. Os
touros foram separados em dois grupos, com
seis animais cada, mantidos em locais
diferentes. Um grupo foi utilizado como
controle, e outro composto por animais
inoculados experimentalmente com o BoHV-1.

Para a infeccdo experimental, foi utilizada a
amostra padrdo Nebraska do BoHV-1, inoculada
pelas vias intranasal, intraprepucial e
intratesticular, com 5mL de suspensdo viral
(dose total de 10"°TCIDso/mL), em todas as vias.
Ap6s a inoculagdo, os animais apresentaram
alteracbes  clinicas  caracteristicas, como
hipertermia, edema e hiperemia prepucial,
vesiculas no prepucio, pustulas na mucosa
peniana, Ulceras e area hiperémica na mucosa
prepucial, como demonstrado previamente
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(Souza et al., 2013). Foram realizadas oito
coletas de sémen em cada grupo de touros
controle e inoculados, com intervalos semanais,
sendo a primeira feita antes, no dia zero, e as
demais nos dias sete, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 ap0s
a inoculacdo experimental. Ao todo, foram
coletadas 96 amostras de sangue e 96 de sémen
em ambos 0s grupos, durante todo o
experimento. A coleta de sémen foi realizada por
meio de eletroejaculacdo, e todas as coletas
realizadas seguiram o protocolo preconizado por
(Silva e Dode, 1993).

As avaliagbes dos sémens fresco e
criopreservado foram realizadas segundo as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de
Reprodugdo Animal (Manual..., 2013). A
motilidade e o vigor dos espermatozoides foram
analisados sobre Iamina aquecida a temperatura de
37°C, em microscopio de contraste de fase com
aumento de 100x. O resultado da motilidade foi
dado em valores de 0% a 100%. O vigor foi
avaliado em uma escala de 0 a 5, classificando,
dessa forma, a diferenca de intensidade de
movimento dos espermatozoides. O volume foi
averiguado pela leitura direta do tubo de coleta,
graduado com fragdo de 0,1mL.

Para a avaliacdo da morfologia espermaética, as
amostras foram mantidas em solu¢do formol-
salina tamponada. Para a realizacdo desse teste,
colocou-se uma gota de sémen da amostra entre
lamina e laminula, a qual foi observada em
microscopia de contraste de fase, com aumento
de 1.000x. Foram realizadas duas preparacfes e
em cada uma foram examinadas pelo menos 100
células, perfazendo um total de 200 células
analisadas para cada amostra. Os resultados de
frequéncias das alteragdes foram expressos em
porcentagem, sendo detectadas a quantidade de
espermatozoides normais e a ocorréncia de
possiveis defeitos espermaticos. Posteriormente,
os defeitos foram classificados, de acordo com
Blom (1973).

Apds a motilidade, o vigor e o volume terem sido
averiguados, o ejaculado foi diluido com o meio
de congelamento  Botu-Bov  (Botupharma-
Ltda./ME), na proporcdo de 1:1, e mantido a
temperatura de 37°C até o término do célculo da
concentracdo espermdtica (CBRA, 2013) e,
consequentemente, até a defini¢do do volume final
do diluente. Cerca de 30 x10° espermatozoides
foram alocados por palheta de 0,5mL, todas elas
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identificadas previamente. As palhetas foram
criopreservadas utilizando-se um equipamento
automatizado (TK-3000 Modular SE, Brasil) com
curva de resfriamento controlada. As amostras
foram submetidas a uma redugdo de temperatura
de 0,25°C/min até 5°C, permanecendo nessa
temperatura por duas horas. A temperatura foi
reduzida a 20°C/min até atingir -120°C, e
finalmente elas foram imersas em nitrogénio
liquido. As palhetas foram descongeladas em
banho-maria, a 37°C, por 30 minutos. A amostra
foi homogeneizada, e a motilidade, o vigor e a
morfologia  espermatica  foram  avaliados
novamente.

Para se avaliarem os danos da criopreservagéo
associado a presenca do virus, utilizaram-se
sondas fluorescentes para avaliagdo estrutural de
membrana plasmatica e acrossoma. A integridade
da membrana plasmatica foi avaliada por meio do
uso do acetado de carboxifluoresceina (C-FDA),
em associacdo com 0 iodeto de propideo (IP)
(Molecular Probe®, Eugene, Oregon, EUA),
como descrito por Martins et al. (2011). Foram
examinadas 200 células espermaticas por lamina,
sendo classificadas as porcentagens de: membrana
integra (presenca de coloragdo verde na cabega) e
membrana lesada (presenca de coloracdo
vermelha na cabeca) (Silva e Gadella, 2006).

A integridade do acrossoma foi avaliada
utilizando-se FITC conjugado com lecitina de
amendoim PNA e IP (Celeghini et al., 2008).
Foram examinadas 200 células espermaticas em
microscépio de contraste de fase e microscopio
de epifluorescéncia (Axiophot Zeiss: filtro de
comprimento de onda 494/517
excitacdo/emissdo). Os espermatozoides foram
classificados em quatro categorias: porcentagem
de morto com acrossoma integro, porcentagem
de morto com acrossoma reagido, porcentagem
de vivo com acrossoma integro, porcentagem de
vivo com acrossoma reagido (Celeghini et al.,
2008).

Para a realizacdo da técnica de PCR, foi utilizado
o kit comercial da Prémega, em que, a partir da
amplificacdo do DNA viral, os espermatozoides
foram analisados por meio de eletroforese em gel
de agarose a 2,0%. A Vvisualizacdo dos
fragmentos amplificados foi feita mediante
transiluminacéo do gel em luz ultravioleta, apds
este ser corado em solucdo de brometo de etidio
(0,5pug/mL). O delineamento experimental foi
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realizado com seis repeticbes, no esquema
fatorial 2x8, originando 16 tratamentos e
totalizando 96 observacBes. A andlise teve dois
fatores: inoculagdo e dias apds inoculagdo. O
fator  “Inoculacdo” foi composto pelos
tratamentos: C — controle e | — inoculado. O fator
“Dias ap6s inoculagdo” foi composto por: D1 —
dia zero, D2 — sétimo dia, D3 — 14° dia, D4 — 21°
dia, D5 — 28° dia, D6 — 35° dia, D7 — 42° dia e
D8 - 49° dia. A verificagdo estatistica da
significancia dos tratamentos sera feita pela
andlise de variancia (ANOVA) GLM. Para a
comparacdo das médias, sera utilizado o teste de
Tukey, com 5% de probabilidade. Todas as
analises serdo realizadas pelo software estatistico
SAS, versdo 9.1.2 (SAS, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise pela técnica de PCR resultou na
amplificacdo de produtos com 160pb em 20
amostras provenientes das coletas de sémen
realizadas com intervalo de sete dias nos touros
inoculados com o BoHV-1. A Fig. 1 apresenta a
comprovacgdo do DNA apds a inoculagao viral. Em
todos os touros infectados, foi constatado material
genético do BoHV-1. Em seis touros inoculados,
detectou-se 0 DNA viral aos sete, 14 e 21 dias ap06s
inoculacdo do virus. Em dois animais, foi possivel
identificar o virus por um periodo de 28 dias, o0 que
permitiu inferir que, nesses casos, 0s hiveis de
anticorpos provavelmente estejam mais elevados,
visto que o virus levou um maior periodo para entrar
em estado de laténcia. Esses achados demonstram
que a técnica de PCR é um método eficaz e rapido,
constituindo um exame de eleigdo para deteccdo do
virus BoHV-1 no sémen ou em outros fluidos
corporais. Além disso, tais resultados indicam uma
longa permanéncia do virus no sémen, podendo este
ser transmitido pela monta natural por esse periodo
ou via sémen congelado.

Smiths e colaboradores (2000), ao avaliarem trés
técnicas diferentes de PCR, identificaram o DNA
do virus em amostras de sémen entre o primeiro e
0 44° dia ap6s a infeccdo, resultado que demonstra
a eficacia da técnica para o diagndstico do BoHV-
1 em amostras de sémen de touros com infecgdo
recente. Rocha et al. (1998) e Silva (2009), pelos
resultados obtidos nas respectivas pesquisas,
demonstraram que a técnica de PCR tem a
capacidade de identificar o DNA do BoHV-1 em
diferentes tipos de amostras. Alegre e
colaboradores (2001), ao utilizarem a técnica PCR

1165



Souza et al.

multiplex, detectaram o DNA viral em amostras
de sémen de animais inoculados pela via
intranasal. J& Chandranaik (2010) detectou o
material genético do virus em amostras de sémen
provenientes de centrais de coletas de sémen, por

contrapartida, Oliveira et al. (2011) detectaram o
DNA em amostras de sémen provenientes de
touros que ndo apresentavam sinais clinicos de
infeccdo por esse virus, utilizando a técnica do
tipo nested (nPCRs).

meio da técnica de PCR em tempo real. Em

1 SOt

EE-T=TC95

1 SOt

1 SO

=111

Figura 1. Comprovacdo do DNA por meio da técnica de PCR apds a inoculagdo viral nos animais. Nas
canaletas M, tem-se 0 DNA “ladder” Promega®. Observam-se as canaletas dos grupos controle positivo
(1,15,29,43 e 57) e as canaletas dos controle negativo Promega® (2,16,30,44 e 58). Nas canaletas de 3 a
8, encontram-se amostras dos animais do grupo controle, e nas canaletas de 9 a 14, amostras dos animais
infectados coletadas no dia zero, antes da inoculagdo do grupo com o virus. Canaletas de 17 a 22 contém
amostras coletadas sete dias apds a inoculacdo do virus; canaletas de 23 a 28 tém amostras coletadas 14
dias apds a inoculacdo; canaletas de 31 a 36 tém amostras coletadas 21 dias ap6s a inoculacdo; nas
canaletas de 37 a 42, h4 amostras coletadas 28 dias apds a inoculagdo dos animais; canaletas 45 a 50
referem-se as amostras coletadas 35 dias ap6s a inoculacdo; canaletas de 51 a 56 sdo de amostras
coletadas 42 dias ap6s a inoculacdo, e as canaletas de 59 a 64 sdo de amostras coletadas 49 dias ap6s a
inoculacéo.

No presente estudo, o virus foi incialmente
detectado a partir do sétimo dia de infeccéo,
periodo  considerado precoce para um
diagnodstico. Mars et al. (1996) também
observaram que a técnica de PCR foi capaz de

recentemente, a PCR ganhou um diferencial com
0 método de diagndstico real-time, inovacdo
tecnologica que otimiza os resultados da técnica ja
existente (Chandranaik, 2010).

detectar o BoHV-1 precocemente, a partir do
quarto dia pos-infeccdo, antes mesmo do
aparecimento de anticorpos detectaveis pelos
procedimentos sorolégicos tradicionais. Mais
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Os valores médios de volume de sémen e a
concentracdo espermatica observados in natura
nos touros dos grupos controle e inoculados com
0 BoHV-1 estdo dispostos na Tab. 1. Os
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resultados das médias de volumes e
concentragdes espermaticas encontradas nos dois
grupos se alternaram entre aumentos e
diminui¢des, conforme o dia de coleta, porém

sem indicacdo da influéncia do BoHV-1, mesmo
tendo sido detectado material genético viral no
sémen dos touros inoculados nas primeiras
semanas deste experimento.

Tabela 1. Média + desvio-padrdo do volume (mL) e concentracdo espermatica no sémen fresco do grupo
de touros controle (C) e inoculados (1) com 0 BoHV-1

Pardmetros de volume e concentragdo espermética avaliados

Volume espermatico (mL) Concentracio de espermatozoides (10° sptz/mL)

Grupo C Grupo | Grupo C Grupo |
D-0 5,23+0,27Aa* 4,91+0,53Aa 496,33+£22,31Aa 513,00+26,34Aa
D-7 5,15+0,42Aa 5,40+0,20Aa 507,50+42,27Aa 519,00+26,68Aa
D-14 5,568+0,31Aa 5,21+0,42Aa 494,50£35,85Aa 523,83+24,84Aa
D-21 4,98+0,54Aa 5,30+0,35Aa 518,66+22,70Aa 504,66+24,51Aa
D-28 5,4310,22Aa 4,93+0,51Aa 503,50+24,96Aa 524,50+16,30Aa
D-35 5,13+0,44Aa 5,35+0,23Aa 515,50+18,51Aa 497,50+£12,16Aa
D-42 5,28+0,25Aa 5,01+0,45Aa 489,50+32,41Aa 517,33+£19,69Aa
D-49 5,46+0,19Aa 5,33+0,30Aa 501,33+19,31Aa 520,16+33,70Aa

*Nas colunas, letras maitsculas iguais indicam semelhanga estatistica (P>0,05), ¢, nas linhas, letras minusculas iguais

indicam semelhanca estatistica (P>0,05), para cada parametro avaliado.

Neste estudo, ndo foi observada a influéncia
negativa do virus sobre a producdo de
espermatozoides em bovinos. N&o existem dados
na literatura correlacionando a presenca BoHV-1
no sémen com a diminuicdo da concentragdo
espermatica. No entanto, Paton et al. (1989), ao
avaliarem o virus da diarreia viral bovina
(BVDV), observaram reducdo nas médias de
concentragdo  espermatica, entretanto nesse
estudo os volumes seminais ndo foram relatados.
Em contrapartida, Sekoni et al. (2004)
analisaram 0s mesmos parametros em animais
infectados com  Trypanossoma vivax e
concluiram que as reducGes das concentracGes e
dos volumes espermaticos foram influenciadas
pela acdo do T. vivax detectado no sangue dos
touros apds a infeccdo experimental.

Os resultados referentes a porcentagem de
motilidade e vigor das células espermaticas dos
grupos experimentais estdo apresentados nas
Tab. 2 e 3. Ndo houve diferenca estatistica
(P>0,05) para as médias de motilidade e vigor
encontradas entre os animais do grupo controle e
inoculados, nem para os tratamentos antes do
congelamento e apds o descongelamento, no
sémen fresco ou mesmo congelado.

Os resultados de motilidade espermaética e vigor
detectados antes e apds a descongelacdo do
sémen no grupo de touros inoculados ndo foram
afetados pela presenca do BoHV-1. Esses
resultados corroboram os observados de Souza et
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al. (2011), que, ao avaliarem amostras de sémen
de touros infectados com o herpesvirus bovino
tipo 5, observaram que ndo houve altera¢des na
motilidade espermatica. Ja Alm (2009) detectou
possivel interferéncia nos percentuais de
motilidade espermatica, que variaram entre 40%
e 60% nas amostras de sémen de 54 touros
infectados naturalmente pelo virus respiratdrio
sincicial bovino (BRSV).

Resultados semelhantes a este trabalho foram
encontrados para o pardmetro de vigor
espermatico, mas com outro patégeno. Segundo
Galvdo (2009), a infestacdo pela Dermatobia
hominis ndo interfere nos valores de vigor
espermatico detectados durante o experimento.
Ja Buzunhani et al. (2011) detectaram reducéo
nos valores médios de vigor espermatico em
touros infectados experimentalmente com
Ureaplasma diversum.

Os resultados percentuais de defeitos maiores,
menores e totais dos grupos de touros controle e
inoculados estdo dispostos na Tab. 4.
Novamente, ao ser realizada uma andlise
comparativa das médias de todos 0s grupos, para
as trés caracteristicas estudadas, os resultados
foram estatisticamente semelhantes (B 0,05). A
presenga do virus nos animais inoculados néo
gerou danos a espermatogénese nem a maturacao
espermatica no epididimo e, consequentemente,
ndo interferiu na morfologia espermatica.
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Tabela 2. Média + desvio-padrédo das porcentagens de motilidade de espermatozoides no sémen fresco e
pos-descongelamento proveniente do grupo de touros controle (C) e inoculados (1) com 0 BoHV-1

Parametros de motilidade de espermatozoides avaliados em (%)

Antes congelamento

P&s-descongelamento

C | C |
D-0 71,66 + 4,08Aa* 73,33 +5,16Aa 38,33 £ 6,32Aa 43,33 + 8,16Aa
D-7 73,33+ 5,16Aa 76,66 + 5,16Aa 40,00 £ 7,83Aa 46,66 + 5,16Aa
D-14 78,33 + 4,08Aa 75,00 £ 5,47Aa 45,00 £5,47Aa 43,33 £ 5,16Aa
D-21 75,00 + 5,47Aa 76,66 = 5,16Aa 41,66 + 7,52Aa 45,00 + 5,47Aa
D-28 76,66 + 5,16Aa 73,33 £ 5,16Aa 43,33 + 8,16Aa 40,00 + 7,52Aa
D-35 70,00 + 6,32Aa 75,00 £ 5,47Aa 38,33 + 7,52Aa 41,66 + 6,32Aa
D-42 75,00 = 5,47Aa 71,66 = 4,08Aa 40,00 + 8,16Aa 45,00 + 5,47Aa
D-49 73,33 + 8,16Aa 75,00 + 5,47Aa 43,33 £ 6,32Aa 46,66 + 5,16Aa

*Nas colunas, letras mailsculas iguais indicam semelhanca estatistica (P>0,05), e, nas linhas, letras mindsculas iguais

indicam semelhanca estatistica (P>0,05), para cada parametro avaliado.

Tabela 3. Médias + desvio-padrdo da escala (0 a 5) de vigor de espermatozoides no sémen fresco e pés-

descongelamento proveniente dos grupos de touros controle (C) e inoculados (1) com 0 BoHV-1

Parametros de vigor de espermatozoides avaliados

Antes congelamento

Pdés-descongelamento

C | C |

D-0 3,66 + 0,51Aa* 3,50 + 0,54Aa 2,66 +0,51Aa 2,83 +0,40Aa
D-7 3,33+0,51Aa 3,66 +0,51Aa 2,50 + 0,54Aa 2,83 +0,40Aa
D-14 3,83 + 0,40Aa 3,33+ 0,51Aa 3,00 + 0,00Aa 2,66 = 0,51Aa
D-21 3,83 £ 0,40Aa 3,83 £ 0,40Aa 2,83 £ 0,40Aa 3,00 £+ 0,00Aa
D-28 3,33+ 0,51Aa 3,50 £ 0,54Aa 2,66 £ 0,51Aa 3,00 = 0,00Aa
D-35 3,50 £ 0,54Aa 3,83 £ 0,40Aa 3,00 + 0,00Aa 2,66 = 0,51Aa
D-42 3,83 +0,40Aa 3,66 +0,51Aa 2,83 + 0,40Aa 3,00 + 0,00Aa
D-49 3,50 + 0,54Aa 3,66 + 0,51Aa 2,50 + 0,54Aa 2,83 + 0,40Aa

*Nas colunas, letras mailsculas iguais indicam semelhanca estatistica (P>0,05), e, nas linhas, letras minGsculas iguais
indicam semelhanca estatistica (P>0,05), para cada parametro avaliado.

Tabela 4. Médias + desvio-padrdo das porcentagens de defeitos maiores, defeitos menores e totais de
espermatozoides do grupo de touros controle (C) e inoculados (1) com 0 BoHV-1

Pardmetros de defeitos espermaticos avaliados em (%)

Defeitos maiores

Defeitos menores

Defeitos totais

C | C | C |
D-0 11,25+1,50Aa  10,41+2,06Aa  8,00+1,26Aa 8,50+1,44Aa 19,25+1,47Aa 18,91+1,82Aa
D-7 10,50+1,54Aa  11,33+1,32Aa 7,50+1,18Aa 7,67+1,16Aa 18,00+1,44Aa 19,00+1,24Aa
D-14  12,75+1,03Aa  11,00+1,81Aa 7,33+1,21Aa 7,83+1,47Aa 20,08+1,02Aa 18,83+1,66Aa
D-21  10,66+1,80Aa  11,75+1,21Aa  8,00+1,41Aa 7,41+1,28Aa 18,66+2,18Aa 19,17+1,15Aa
D-28  11,00+1,37Aa  10,50+1,18Aa  8,33+1,08Aa 7,17+1,12Aa 19,33+1,63Aa 17,67+2,06Aa
D-35 12,25+1,17Aa  11,08+1,82Aa 7,25+1,54Aa 8,75+1,28Aa 19,50+1,70Aa 19,83+2,60Aa
D-42  10,75+2,08Aa  10,91+1,82Aa 7,50+1,26Aa 7,00+1,04Aa 18,25+2,50Aa 17,91+1,46Aa
D-49  12,50+1,51Aa  10,25+2,00Aa 7,75%1,12Aa 8,25+1,36Aa 20,25+1,08Aa 18,50+1,03Aa

*Nas colunas, letras maitsculas iguais indicam semelhanga estatistica (P>0,05), ¢, nas linhas, letras minusculas iguais
indicam semelhanca estatistica (P>0,05), para cada parametro avaliado.

Sekoni et al. (2004) observaram aumento dos
defeitos espermaticos totais apds inoculacdo
experimental com Trypanossoma congolense.
Alm (2009) observou aumento dos defeitos totais
em touros infectados pelo virus respiratorio
sincicial bovino (BRSV), enquanto Whitmore et
al. (1977) e Paton et al. (1989) observaram
aumento nesses percentuais apds a infecgdo
experimental de touros com o BVDV. O
aumento dos defeitos espermaticos totais estdo
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diretamente relacionados a alteragcBes de
temperatura e tropismo pelo tecido testicular,
onde uma resposta inflamatoria sistémica pode
desencadear degeneracdo testicular (Bezerra et
al., 2008).

Na avaliaco de integridade da membrana, os
percentuais de espermatozoides com membranas
integras constam na Tab. 5. As médias
encontradas nos dois grupos tiveram resultados
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semelhantes e a analise comparativa dos grupos e
dos dias de cada grupo demonstrou similaridade
estatistica entre 0s resultados encontrados
(P>0,05). Assim como para os demais pardmetros
avaliados, médias percentuais de espermatozoides
com membranas integras encontradas no grupo
dos touros inoculados apresentaram resultados
com pequenas variacbes em todo o tempo da

pesquisa, indicando que a presenca do virus nao
trouxe prejuizo a estrutura de membrana
plasmética durante o processo de criopreservagao
espermatica. Ndo hd dados na literatura
referenciando a influéncia ou ndo do virus BoHV-
1 sobre a membrana plasmatica dos
espermatozoides bovinos.

Tabela 5. Médias + desvio-padrdo das porcentagens da integridade de membrana plasmaética de
espermatozoides do grupo de touros controle (C) e inoculados (1) com 0 BoHV-1

Pardmetro de integridade de membrana avaliado em (%)

Cc
D-0 40,83 £ 2,85 Aa*
D-7 39,83+2,71 Aa
D-14 41,66 + 2,06 Aa
D-21 39,16 + 2,22 Aa
D-28 41,00 + 2,28 Aa
D-35 38,83 + 3,54 Aa
D-42 40,33+ 1,96 Aa
D-49 39,00 + 3,16 Aa

|
39,50 + 3,20 Aa
42,33 £ 3,44 Aa
40,50 + 2,88 Aa
41,16 + 3,18 Aa
43,00 + 4,09 Aa
40,83 + 2,63 Aa
39,33 +£2,33 Aa
40,16 + 2,92 Aa

* Nas colunas, letras maiusculas iguais indicam semelhanca estatistica (P>0,05), e, nas linhas, letras mindsculas
iguais indicam semelhanca estatistica (P>0,05), para o pardmetro avaliado.

A analise dos grupos e dos dias, dos grupos de
touros controle e inoculados com BoHV-1,
referente aos espermatozoides mortos e vivos, sem
e com reacdo acrossomal (Tab. 6), indicou
auséncia de diferenca estatisticamente
significativa (P>0,05) entre todos os resultados
encontrados. Os  percentuais médios de
acrossomos integros detectados no sémen do

grupo de touros inoculados variaram durante todo
0 experimento e possivelmente ndo foram
associados & presenca do BoHV-1. Da mesma
forma, Souza et al. (2011) ndo encontraram
diferenca estatistica e possivel interferéncia do
BoHV-5 nos percentuais de espermatozoides
Vivos com rea¢do acrossomal.

Tabela 6. Média + desvio-padrdo das porcentagens de espermatozoides vivos, sem reacdo acrossomal
(S/R/A) e com reagdo acrossomal (C/R/A), e mortos (S/R/A) e (C/R/A) do sémen dos grupos de touros

controle (C) e inoculados (1) com 0 BoHV-1

Pardmetros de espermatozoides vivos e mortos com e sem reacdo acrossomal avaliados em (%)

Vivo

S/R/IA C/R/IA S/R/IA C/RIA
D-0 Controle 36,17 £ 2,13Aa* 3,33 +1,63Aa 27,00 £1,09 Aa 33,50 £1,04 Aa
D-0 Inoculados 34,83 + 1,94Aa 3,00+ 1,54 Aa 28,17 £1,32 Aa 34,00 £ 3,26 Aa
D-7 Controle 34,50 + 2,07Aa 3,50 £ 0,83 Aa 28,00 + 1,67 Aa 33,00 + 2,09 Aa
D-7 Inoculados 37,00 £ 1,89Aa 3,17 £ 0,98 Aa 27,00 £1,41 Aa 32,83+1,26 Aa
D-14 Controle 34,00 £ 2,09Aa 3,33+1,36 Aa 28,50 £ 2,50 Aa 34,17 £ 1,47 Aa
D-14 Inoculados 36,33 £ 2,25Aa 2,67 +1,50 Aa 27,67 £2,07 Aa 33,33+1,63 Aa
D-21 Controle 35,33 +2,16Aa 2,83+1,16 Aa 27,17 £ 1,47 Aa 34,67 £2,50 Aa
D-21 Inoculados 34,67 + 3,55Aa 3,33+1,63 Aa 28,00 +£2,82 Aa 34,00 £ 2,28 Aa
D-28 Controle 35,00 + 2,58Aa 3,17 £1,16 Aa 28,00 £ 2,09 Aa 33,83 +3,43 Aa
D-28 Inoculados 37,17 £ 2,99Aa 2,83 +2,13 Aa 26,66 +£ 2,16 Aa 33,33 +2,58 Aa
D-35 Controle 36,50 + 2,88Aa 2,67 +£1,36 Aa 27,33+ 1,75 Aa 33,50 + 2,88 Aa
D-35 Inoculados 34,50 + 1,87Aa 3,00 +1,41 Aa 28,83 +1,16 Aa 33,67 £2,13 Aa
D-42 Controle 34,17 + 3,55Aa 3,50+1,04 Aa 28,33+ 1,51 Aa 34,00 £ 2,56 Aa
D-42 Inoculados 36,00 + 2,64Aa 3,33+1,21 Aa 27,50 £ 2,25 Aa 33,17 +£2,92 Aa
D-49 Controle 35,83 £ 2,48Aa 3,00 £1,26 Aa 28,67 £1,63 Aa 32,50 £1,97 Aa
D-49 Inoculados 36,67 + 1,86Aa 2,83+1,16 Aa 27,83+ 1,47 Aa 32,67 3,32 Aa

* Nas colunas, letras maiusculas e mindsculas distintas sdo para indicar semelhanca estatistica (P>0,05), para cada
parametro avaliado.
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CONCLUSAO

Foi possivel identificar a presenga do material
genético do virus no sémen de todos o0s animais a
partir de sete dias pds-infecgdo, com persisténcia
de até 28 dias, sendo o0 método de PCR sensivel e
rapido para esse diagndstico precoce desse virus
no sémen bovino. A presenca do virus BoHV-1
ndo afetou a qualidade do sémen fresco dos
animais infectados, bem apds a criopreservacéo.
O virus permanece no sémen bovino por cerca de
quatro semanas, podendo contaminar fémeas por
meio da monta ou sémen congelado, sendo
necessario estabelecer a PCR em centrais de
inseminacdo artificial para se evitar a
disseminacdo desse virus.
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