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RESUMO

O objetivo desse estudo foi verificar a ocorréncia do herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) no
liquido folicular de ovarios e células epiteliais de oviduto bovino colhidos de abatedouro. Foi
realizada areagdo de polimerase em cadeia (nested PCR) das amostras resultantes de 12 colheitas,
utilizando primers que amplificam o gene daglicoproteinaB (gB) doBoHV-1. Umaamostrade liquido
folicular apresentou reacdo positivaenquantoasamostras de células epiteliais de oviduto bovino
apresentaram reac8es negativas. Este resultado é de grande relevancia, pois 0 BoHV-1 constituium
risco para a producdo in vitro de embrides, tendo como conseqiiéncia a mortalidade embrionaria
gue é uma importante causa de falha reprodutiva e tem profundo impacto na producao animal.
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ABSTRACT

OCCURENCE OF BOVINE HERPESVIRUS 1 (BoHV-1) IN FOLICULAR FLUID AND
EPITHELIAL CELLS OF BOVINE OVIDUCT. The objective of that study was to verify the
incidence of the bovine herpesvirustype 1 (BoHV-1) infollicular fluid and bovine oviductepithelial
cellsofslaughterhouse animals. There were 12 collections and atotal of 138 ovaries, after extraction
with the protein kenzyme, the sampleswere amplified, and internal fragment of the gene of the
gB of BoHV-1 was used. A sample of follicular fluid presented a band of 175pb being shown
positive tothe test, while the samplesof bovine oviductepithelial cells, were all verified negatives.
This discovery is of great relevance, because BoHV-1 constitutes a risk for the production of
embryos in vitro. Leading to embryonic mortality, which has a deep impact in the animal

production.
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INTRODUCAO

O BoHV-1 é considerado um agente infeccioso
para os embrides (VANroosE et al., 2000). Comadvento
de técnicas bem sucedidas de produgdo in vitro e
criopreservacao de embrides e odcitos, houve o cres-
cimentodocomérciointernoeexterno, assim, témsido
levantadas questdesconcernentesaosriscosde trans-
missdo de enfermidades infecciosas pelo emprego
destes produtos de biotecnologias BieLANski et al.,
1997).

A utilizacdo de ovarios e de ovidutos bovinos
colhidos em abatedouros procedentes de animais
com estado sanitario desconhecido é uma pratica ja
estabelecida para a producdo de embrides in vitro.
Durante os ultimos anos foi demonstrado que o BoHV-
1podeestar presente no material utilizado nosistema

de producao in vitro (vanroose et al., 1999), no fluido
folicular, associado as células epiteliais de oviduto,
nos oo6citos (BieLanski et al.,, 1993) e nos
espermatozdides de touros infectados (RocHa et al.,
1998). O risco de transmissao do BoHV-1 pela produ-
¢do in vitro de embrides deve ser determinada, uma
vez que este virus pode estar presente em animais
aparentemente saudaveis (FENNER, 1993).

O monitoramento de meios de maturacgao, fecun-
dacdo, liquidos foliculares e células epiteliais de
oviduto constitui um meio de promover o controle
sanitario evitando assim a disseminacgao da enfermi-
dade (GueriN et al., 1989). Neste contexto, o objetivo
desse estudofoi verificaraocorrénciado Herpesvirus
bovinotipol(BoHV-1)noliquidofolicular de ovérios
e células epiteliais de oviduto bovino colhidos em
abatedouro.
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MATERIAL E METODOS
Colheita e preparo do material

Liguido folicular e células epiteliais de oviduto
bovino

Foram realizadas 12 colheitas em abatedouro
obtendo-se um total de 276 ovarios e ovidutos. Estes
foram transportados em solugdo salina tamponada
(PBS) estéril, pH 7,2 acrescida de gentamicina (50ng/mL)
a temperatura de 33° C. Inicialmente, os foliculos
foram aspirados e o fluido folicular transferido para
tubos conicos. Os ovidutos foram dissecados e colo-
cados em placa de petri, onde cada um deles foi
raspado comauxilio de duas laminas de vidro estéreis
paraobtencdodascélulasepiteliais. Dessascolheitas
foram realizadospools de liquidofoliculare decélulas
epiteliais de oviduto bovino para verificagdo da pre-
sen¢a do BoHV-1.

Extracdo do DNA viral

Para a extragdo do DNA viral, 200 nL. do pool de
liquido folicular e do pool de células epiteliais de
oviduto bovino foram homogeneizados com 400 n
de TE (10 mM Tris HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0)
e centrifugados a 13.000 xg por 15min. O pellet foi
ressuspenso em 300nL de tampéo de lise (195nL de
aguamilliQ, 60nm.de TNE[500mM NaCl,50mM Tris
HCIpH 8,0, 125 mM EDTA pH 8,0], 30nL de Dodecil
Sulfato de Sédio (SDS) e 0,2 mgde proteinase K/mL)
e incubado em banho-maria por 60min a 56° C. A
suspensdo foram acrescidos de 150 ni de fenol e,
aposagitagdo, amisturafoicentrifugadapor5mina
13.000 xg. Da fase aquosa foram colhidos 300, ao0s
quais foram adicionados 100 L. de uma solucéo de
fenol cloroférmio &lcool isoamilico (25:24:1) e, ap6s
agitacdo, a mistura foi centrifugada a 13.000 xg por
5min. A seguir, 200 nL da fase aquosa foram preci-
pitados com 40 nL de acetato de sédio 2 M e 480 L
de etanol absoluto a -20° C por 12h. Seguido de
centrifugacéo a 13.000 xg por 10min, o DNA foi seco
e ressuspenso em 40 nL de TE e estocado a tempera-
tura de -20° C.

PCR

A reacdo da PCR foi realizada em um volume de
50 niL, contendo 10 ni. de DNA, 10 mM de Tris HCI
pH9,0;1,5mMde MgCl, , 200nM decadanucleotideo
(dNTPs), 5% de glicerol, 2,5U da enzima Tag DNA
polimerase e 50 pmol de cada um dosprimers sensee
antisense descritos por ViLcek (1994), respectivamen-
te primer 1(P1: 5’CAC GGA CCT GGT GGA CAA
GGA G 3’) e primer 2 (P2: CTACCG TCACGT GCT
GTG TAC G 3’) que amplificam fragmento de 468

pares de bases (pb) do gene da gB do BoHV-1. As
amostras foram inicialmente desnaturadas a 95° C
por 5min. A reacao de amplificacao foi feita com 35
ciclos repetidos de desnaturacéo (95° C por 1min),
anelamento (57° C por 1min) e extensdo (72° C por
1min30), e uma extensdo final de 10min a 72° C.
Como controle negativo foi utilizada a mistura dos
reagentes e 4gua milliQ.

Nested-PCR (nPCR)

Para a 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).

Detecg¢do dos produtos amplificados

A detec¢do do produto amplificado foi realizada
por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao
TBE 1X (54 g Tris base; 27,5 g Acido Bérico e 20 mL
EDTAO0,5M pH 8,0). O gel foi corado com brometo de
etidio (5 ng/mL em &gua), visualizado em transilu-
minador U.V. e fotografado em cameradigital (Kodak
Digital Science DC-40 Camera).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Asamostrasdeliquidofolicularecélulasepiteliais
de oviduto bovino colhidas de vacas e novilhas de
abatedouro, quando submetidas a reacéo da PCR,
baseada em uma seqiiéncia conservada do gene que
codifica a gB, ndo foram capazes de amplificar o
fragmento de 468 pb. Quando estas amostras foram
submetidas a nPCR (Fig.1) foi detectado o gene dagB
doBoHV-1emumacolheitadopool deliquidofolicular
onde foi observado um fragmento de 175 pb.

BieLanski et al. (1993) estudaram a presenga do
BoHV-1 em liquido folicular e células epiteliais de
oviduto bovino colhidos em abatedouro e verifica-
ram 11,8% e 6,2% respectivamente de positividade
em 85 amostras testadas pela técnica de isolamento
viral, constatando que embrides positivos para o
viruseram correlacionadoscom liquidosfoliculares
também positivos. Com relagdo aos resultados do
presente estudo, pode-se verificar a presenca do
BoHV-1 em 8,33% (1/12) das colheitas de liquido
foliculare ndofoi constatadaa presencado virusem
células epiteliais de oviduto bovino, empregando a
técnica da nPCR.

Os resultados demonstram gue nem sempre 0
liquido folicular esta livre de patdgenos e o risco
potencial de sua presenca pode ser remoto, mas deve
ser considerado.
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Fig. 1- Detecgéo de produto amplificado de liquidofolicular.
1- padrdo molecular (100 bp), 2 ao 7 - amostras de liquido
folicular negativas, 8- amostrade liquido folicular positiva,
9-controle positivo (BoHV-1), 10- controle negativo (agua

milliQ).

Para melhorar o certificado de sanidade dos em-
brides, é necessério testar os animais doadores e
receptores. Testes sorolégicos sdo geralmente condu-
zidosemcolheitas pareadas (umnodiadacolheitade
embrides ou odécitos e outro poucas semanas apos)
para permitir um tempo adequado de incubacéo do
virus (STRINGFELLOW & GiveNs, 2000).

A nested-PCR mostrou-se um método sensivel
para a deteccdo de patdgenos nos meios e produtos
biolégicos que sdo utilizados para a producéo de
embrides in vitro.

Osresultados deste trabalho tornam consistentea
proposi¢do do aspecto sanitarioemrelagcdo ao comér-
cioexternodevendo-se, portanto, atentar ascondutas
e procedimentos sanitarios recomendados pelo Ma-
nual da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (STRINGFELLOW & SEIDEL, 1998).
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