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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar a diminuicio da
replicacdo viral (BoHV-1 Colorado) em embrioes murinos apds tra-
tamento do extrato etandlico da casca de Punica granatum (EEPg).
Camundongos fémeas Swiss com idade entre 6 e 8 semanas foram
superovuladas com 0,2 mL a 5 Ul de horménios (¢CG e hCG), e
acasaladas com machos da mesma idade. Apds 18 horas, as fémeas
sofreram eutandsia em cdmara de CO, e, através de abertura no peri-
tonio, os zigotos foram coletados e lavados com solug¢ao de pronase
0,5%. Os zigotos foram divididos em quatro grupos: G, (controle),
G, (expostos aos virus BoHV-1 Colorado a 10° TCID, /mL), G,
(expostos a0 EEPg) e G, (expostos aos virus e ao EEPg). Os grupos
foram mantidos a 37,5°C em meio TCM199 (100puL) com 10% de
soro fetal bovino em estufa a 5% de CO, e 95% de umidade. Apés
24 h, analisamos a taxa de clivagem (teste exato de Fisher; p<0,05),
a morfologia (por microscopia dptica), a nested-PCR e a titulagao
dos embriées em cocultura com células MDBK apés mais 72 h do
tratamento (teste de Mann-Whitney; p<0,05) e microscopia eletrd-
nica de transmissao (ME). Os embriées murinos tratados com EEPg
apresentaram resultados satisfatérios: sem alteragbes morfoldgicas,
taxa de clivagem semelhante ao controle e, apesar da deteccio da
presenca do virus pela nested-PCR e ME, houve diminui¢ao do
titulo viral apés tratamentos com esse extrato, o que sugere inter-
feréncia desse tratamento no ciclo viral do BoHV-1 Colorado sem
alterar o desenvolvimento dos embrides.

PALAVRAS-CHAVE: cxtrato etandlico; roma; embrides murinos;
BoHV-1; diminui¢o da replicagio viral.

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the reduction
of viral replication (Colorado BoHV-1) in murine embryos after
the treatment of ethanol extract of Punica granatum peel (PgEE).
Swiss female mice aged 6 to 8 weeks were superovulated with
0.2 mL of the 5 UI hormones (eCG and hCG) and mated with
males of the same age. After 18 hours, the females were euthanized
in a CO, chamber, and through the opening in the peritoneum,
zygotes were collected and washed with 0.5% pronase solution.
The zygotes were divided into four groups: G, (control), G,
(exposed to the virus Colorado BoHV -1 to 10°* TCID, /mL), G,
(exposed to PgEE) and G, (exposed to the virus and to PgEE).
The groups were maintained at 37.5°C in TCM199 (100 mL)
with 10% fetal bovine serum in an incubator at 5% CO, and 95%
humidity. After 24 h, we analyzed the cleavage rate (Fisher’s exact
test; p<0.05), the morphology (by light microscopy), the nested-
PCR and the titration of embryos in co-culture with MDBK cells
after over 72 h of treatment (Mann-Whitney test; p<0.05) and
transmission electron microscopy (TEM). The murine embryos
treated with PgEE showed satisfactory results: no morphological
changes, cleavage rate similar to controls, despite the detection
of the presence of virus by nested PCR and TEM, there was a
decrease of the viral titer after the treatment with this extract,
which suggests interference of this treatment in the viral cycle
BoHV-1 Colorado without altering the embryo development.

KEYWORDS: cthanol extract; pomegranate; murine embryos;
BoHV-1; reduction of viral replication.
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INTRODUCAO

A lavagem sequencial (LS) e o tratamento de tripsina (TT), tra-
tamentos sugeridos e estabelecidos pela International Embryo
Transfer Society IETS) cuja finalidade é tentar impedir o deslo-
camento de patégenos junto aos embriées, durante a produgao
in vitro (PIV), até o momento da transferéncia embriondria em
animais de produgio nio possuem eficdcia. Inimeros trabalhos
demonstram a ineficiéncia desses tratamentos (SINGH ez 4/, 1982;
STRINGFELLOW ¢t al., 1990; PaLazzi, 2010), pois sdo limitados
ao meio externo dos embrides (STRINGFELLOW; GIVENS, 2000),
nio tendo efeito aos patégenos que jd se encontram dentro das
células, segundo intimeros ensaios in vitro (PaLazzi, 2010).
Dentre os diversos patdgenos com relevincia, os herpesvirus
bovinos configuram entre os agentes com distribui¢io mundial
e importancia econdmica significativa (COLODEL ez al., 2002;
KuUNRATH ez al., 2004). Sdo intimeras as doengas causadas pelos
herpesvirus: rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), conjuntivite,
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV), balanopostite pustular
infecciosa (IPB), reabsorciao embriondria, aborto, infertilidade
tempordria, nascimento de animais fracos e infecges sistémi-
cas que podem resultar em meningoencefalite (CERQUEIRA er
al., 2000; VIEIRA et al., 2003). Nio h4, até o momento, antivi-
rais relacionados as células reprodutivas para serem usados em
Centrais de Fertilizacao. Por isso, o objetivo deste trabalho foi o
de avaliar a eficiéncia do extrato etanélico de Punica granatum
(EEPg), in vitro, em relagio a diminui¢io da replicacdo viral
do BoHV-1 Colorado em embrides murinos pelas seguintes
andlises: morfologia, taxa de clivagem, nested PCR (n-PCR),
cocultivo em células MDBK, titulago viral e microscopia ele-
tronica de transmissio (MET).

MATERIAL E METODOS

Virus

Foi utilizado o herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1), estirpe
Colorado, 72 passagem em células MDBK, com titulo de
10° TCID /mL mantida em meio Eagle MEM sem soro
fetal bovino a -80 °C. A amostra foi cedida, gentilmente,
pelo Prof. Paulo Michel Roche da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Instituto de Biociéncias, Departamento
de Microbiologia.

Titulacdo dos virus

Volumes de 0,1 mL contendo 3x10* (30 mil) células foram
distribuidos em cada cavidade de placas de microtitulagio com
96 pogos. As placas foram incubadas a 37 a 38°C em estufa
com 5% de CO, e, apds 24 horas, lavadas com solugao salina
de Hanks. Os monoestratos foram inoculados com 0,1 mL

de dilui¢oes de base 10 variando de 10" a 10 das amostras
dos sobrenadantes das culturas e do lisado celular. As placas
foram novamente incubadas nas condigées ja descritas e exa-
minadas apds 24 e 48 horas para a verificagio da ocorréncia de
efeito citopdtico (CPE). Os titulos foram calculados em dose
infectante por cultura de tecido 50% (TCID, /mL) expressa
em logaritmo decimal (REep; MuENcH, 1938).

Métodos de deteccao do
BoHV-1 em cultivo de células

As amostras foram inoculadas em monoestratos de células
MDBK e, apés 48 h de incubagio a 38°C em estufa com 5%
de CO, € 95% de umidade, foi verificada a presenga ou nao de
CPE. O BoHV-1 Colorado induz um CPE focal, com arre-
dondamento das células e subsequente lise (Parazzi, 2010).

Punica granatum

Arbusto ramoso de até 3 m de altura, com folhas simples,
cartdceas, dispostas em grupo de 2 ou 3, de 4 a 8 cm de com-
primento. Flores solitdrias constituidas de corola vermelho-
-alaranjada e um célice esverdeado, duro e coridceo. Frutos
do tipo baga, globoides, medindo até 12 cm, com numerosas
sementes envolvidas por arilo réseo, cheio de um liquido ado-
cicado. Provavelmente origindria da Asia e espalhada em toda
a regido do Mediterraneo e cultivada em quase todo o mundo,
inclusive no Brasil, onde recebe o nome de roma (LORENZI;
Maros, 2002). Seus frutos sio comestiveis, sendo o peri-
carpo, que é a parte externa do fruto, usado para tratamento
de inflamagoes na boca e na garganta. A andlise fitoquimica
dessa planta registra, além dos alcaloides, a presenca de até
28% de taninos nas cascas do caule e dos frutos e, em menor
quantidade, nas folhas; na semente foi registrada 7% de um
dleo fixo, que entre seus 4cidos graxos estd principalmente o
4cido punicico (Sousa ez al., 1991). Os ensaios farmacol4-
gicos realizados com extratos do pericarpo mostraram ativi-
dade contra bactérias patogénicas e inibicdo do crescimento
de tumores experimentais, enquanto os taninos do pericarpo
se mostraram ativos contra o virus HVS-2 do herpes genital,
inibindo sua replicagao e bloqueando, em cultura de células,
a adsor¢ao nas células jd testadas (LoreENz; Matos, 2002).

Extrato etanolico de
Punica granatum (EEPg)

O pericarpo do fruto (2,5 kg) foi seco em estufa, triturado e colo-
cado em béqueres, por 72 horas com etanol absoluto 97 °GL.
Apés esse perfodo, o liquido foi filtrado e colocado em pequeno
baldo e levado ao rotaevaporador. Sob pressio reduzida e tempera-
tura de 50°C houve a separagio do extrato e o etanol. O solvente
recuperado foi novamente adicionado as mesmas partes das plan-
tas trituradas e submetido & maceragio por mais 24 horas, sendo,
em seguida, filtrado e evaporado, como descrito anteriormente.
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Esse procedimento foi repetido novamente, por mais duas vezes,
num total de trés extragoes. Os extratos obtidos foram reunidos
formando o extrato hidroalcodlico. Posteriormente, o extrato
puro foi diluido em vérias concentragdes em solugio fisioldgica
esterilizada para teste de toxicidade.

Coleta dos zigotos murinos

Foram utlizados 120 camundongos Swiss, ptberes, nuliparas, com
aproximadamente 8 semanas de idade. ApSs 48 h da superovu-
lacdo ovariana das fémeas com 0,2 mL (5 UI) de Gonadotrofina
Coridnica Equina (eCG), as fémeas receberam, também intra-
peritonealmente, 0,2 mL (5 UI) de Gonadotrofina coridnica
humana (hCG) sendo, entao, colocadas 2 fémeas por macho para
acasalamento. Apds 18 h da aplicagio do hCG para a coleta dos
zigotos foi realizada a eutandsia em cimara de CO, (CETEA-IB
n° 088/09). Os zigotos foram lavados com TCM199 para remo-
¢do das células do cimulos (HoGaN ez al., 1986) e separados em
quatro grupos para as andlises: G, (zigotos ndo expostos aos virus;
controle), G, (zigotos expostos a 10 pL. de BoHV-1 Colorado
a 10%mL TCID, /mL), G, (grupo exposto a 10 uL. de EEPg
a 0,001% em solugio salina esterilizada) grupo G, (expostos a
10uL de BoHV-1 Colorado a 10°/mL TCID, /mL e a 10uL de
EEPg a 0,001% em solugio salina esterilizada). Foram usados
como pardmetros para as andlises: aspectos morfoldgicos, taxa de
clivagem, presenca das particulas virais pela n-PCR e ECP dos
zigotos em cocultura com células MDBK apés 72 h.

Aspectos morfologicos

Foram analisadas as alteragoes morfoldgicas nos blastomeros e
zona pelicida dos embriées apds 24 h por microscdpio Sptico
invertido (GaLurro, 2005).

Taxa de clivagem

Foi obtida pelo nimero de zigotos clivados pelo ntimero
de total de zigotos ap6s 24 h. Foi utilizado o teste exato de
Fisher para verificar a significAncia entre os grupos (0:=0,05)
(D'ANGELO, 1998).

Cocultivo dos zigotos em MDBK

Os embrides foram colocados em cocultivo com células
MDBK para a andlise da viabilidade viral, pelo ECP e titu-
lacio (REED; MUENCH, 1938), apés 72 h. Foi utilizado o
teste de Mann Whitney para verificar a significAncia entre os
grupos (0=0,05) (Parazzi, 2010).

Extracdao do DNA

Para cada 75 pL de amostra de lavado de embrido de todos
os grupos, foram adicionados 225 pL de Trizol LS Reagent®

(Invitrogen), agitados em vértex por 15 s, incubados a 30°C
durante 5 min. Foram adicionados 60 pL de cloroférmio
(Merck®), homogeneizados e novamente incubadas a tem-
peratura de 30°C por 5 min. A mistura foi centrifugada a
12.000 x g a 4°C, por 15 min. Descartou-se o sobrenadante
e adicionaram-se 90 pL de etanol 100% (ETOH 100%), por
3 min. Foram centrifugados novamente (5 min a 5.000 x g).
Em seguida o pellet foi lavado com 300 mL citrato de sédio
em 10% de etanol e incubado por 15 min sob agitagio cons-
tante. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com
300 pL de etanol 75% e incubado por 10 min sob agitacao
constante (850 rpm) em temperatura ambiente e centrifu-
gados por 5 minutos a 5.000 x g. Esse passo foi repetido e
depois do descarte do sobrenadante acrescentou-se 45 pL de
NaOH para a ressuspensio do peller. Os tubos foram centri-
fugados por 5 min a 12.000 x g a 4°C. Transferiram-se para
um novo tubo 30 pL do sobrenadante e acrescentaram-se 7,5
pL de uma solugdo tampao (HEPES). As amostras de DNA

extraidas foram estocadas a -70°C até a etapa de amplificagio.

Iniciadores, PCR e n-PCR

A identificagio do BoHV-1 foi realizada utilizando primers
especificos desenhados a partir da regido da glicoproteina I.
Foi usado o kit comercial PCR Master Mix (PROMEGA)
para PCR e n-PCR (WHITBECK ez al., 1988). O volume
total foi de 25 pL, contendo PCR Master Mix 1X (50u/mL
Taq DNA Polymerase; 400 pM de cada DNTP e 3,0 mM
MgCl), 0,5 uM de cada primer e 5 uL. de DNA. Para a rea-
¢io de n-PCR, obteve-se volume total de 25 uL contendo
PCR Master Mix (50u/mL Taq DNA Polymerase; 400 uM
de cada DNTP e 3,0 mM MgClZ), 0,5 uM de cada primer e
2 puL de DNA j4 amplificado.

Cada amplificagio foi analisada em gel de agarose a 2%,
preparado em tampao TAE 1X e submetido 2 eletroforese.
O tamanho dos fragmentos de DNA foi comparado com
um padrio de peso molecular apresentando incrementos de
100 pb (DNA /adder de 100 pb — Fermentas®). O tamanho
esperado do produto do PCR ¢ de 468 bp, porém a reacio
de n-PCR produz um produto de 344 bp.

Microscopia eletronica

Para a MET, apés o periodo de 24 h, os zigotos murinos foram
lavados em PBS e fixados por 1 hora em glutaraldeido 2,5% em
tampao PBS 0,1 M e pH 7,4. Foram emblocados em agarose 2%
(blocos de aproximadamente 2 mm?) e preparados para serem
cortados. Foram realizadas 3 lavagens de 15 min em tampao PBS
seguida por pés-fixagio em tetroxido de dsmio 1% em PBS durante
1 h e 3 lavagens de 15 min em 4gua destilada. Imersdo de 1 h em
uranila a 0,5% em 4gua destilada e novamente 3 lavagens de 15
min em 4gua. Em seguida, para desidratacdo, 15 min de lavagem
em acetona 50%, depois 15 min em acetona 70%, mais 15 min
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em acetona 90% e finalmente 2 banhos de 10 min seguidos por
um tdltimo de 15 min em acetona 100%. Os zigotos murinos
foram colocados na resina Spurr e apés 72 h foram cortados com
o ultramicrétomo em corte semifino (2 um). Essas sec¢oes semi-
finas foram coradas com azul de toluidina a 2% em solucio de
borato de sédio 1% em 4gua destilada. Para andlise ultraestrutu-
ral os blocos foram seccionados e os cortes ultrafinos recolhidos
em telas de niquel. As telas foram lavadas em BSA com Tween
20 em PBS, pH 7,0, incubadas em cloreto de amoénio 5 Mm
(para bloquear e evitar a ligagao especifica de anticorpos em gru-
pamento aldeidico livre presente nas células fixadas) e lavadas em
BSA com Tween 20 em PBS, pH 7,0. A seguir as telas foram
incubadas com anticorpo primdrio 1:80 em PBS/BSA 1% por
4 h, lavadas em BSA com Tween 20 em PBS, pH 7,0, incuba-
das com anticorpo secunddrio (proteina A-ouro) 1:10 em PBS/
BSA 1%, lavadas em PBS, pH 7,0 e fixadas com glutaraldeido
2,5% em 4gua. Apds lavagem em dgua as telas foram contrasta-
das com acetato de uranila e citrato de chumbo. No inicio e final
do processamento as telas foram tratadas com metaperiodato de
s6dio (solugio saturada) (KNuTTON, 1995; PADRON, 1998 apud
ATHAYDE, 2007). As telas foram gravadas com auxilio do micros-
copio eletronico de transmissio Jeor Jem 1010 no Instituto de
Ciéncias Biomédicas/Universidade de Sao Paulo. Verificamos a
morfologia dos zigotos/embries murinos (Zona Pelticida mem-
brana plasmatica, organelas e carioteca) e a presenca das particu-

las virais apés tratamento com EEPg.

Toxicidade do extrato etandlico da
Punica granatum em células MDBK e
em embrioes murinos

Inicialmente foram realizados testes de toxicidade do EEPg em
células MDBK com a finalidade de encontrar um pardmetro
(ampla sintonia) para os testes definitivos de toxicidade em
zigotos. O EEPg foi diluido em solugio fisioldgica esterilizada
nas seguintes concentragoes: 205 15; 105 5; 4; 3; 2; 1; 107
102 1073 10% 107 10° e 107%. Um volume de 10 pL de
cada uma das concentragoes foi adicionado as células MDBK
cultivadas em placas de 96 pogos em estufa, durante 24 h, a
37°C e 5% de CO2, sendo que cada pogo continha 110 uL
de meio de cultura TCM 199. Ao final, cada poco continha
120 pL (meio de cultura + extrato). Posteriormente, repeti-
mos o teste com zigotos, no entanto, com concentragoes do

EEPg proximas a concentragio nio téxica para células MDBK.

Teste do extrato etandlico da Punica
granatum em embrioes murinos infectados
experimentalmente por BoHV-1

Os zigotos coletados, mantidos em gotas de meio TCM 199
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) livre do

virus da diarreia viral bovina (BVDV) e BoHV-1 e 0,2%
de piruvato de sédio, sob éleo mineral esterilizado, foram
divididos nos seguintes grupos: controle (G,; com 100 pL
de meio TCM199 + 10% de SFB + 20 pL de solucio fisio-
légica esterilizada), expostos aos virus (G,; com 100 uL de
meio TCM199 + 10% de SFB + 10 pL da suspensio de virus
com titulo de 10° TCID, /mL + 10 uL de solugio fisioldgica
esterilizada); expostos a0 EEPg (G,: com 100 pL de meio
TCM199 +10% de SFB + 10 uL de EEPga 0,001% + 10 pL
de solugao fisiolégica esterilizada); expostos aos virus e ao
EEPg (G,; com 100 puL de meio TCM199 + 10% de SFB
+ 10 uL de EEPg a 0,001% + 10 pL da suspensio de virus
com titulo de 10° TCID, /mL).

As culturas foram mantidas em estufa a 5% de CO,,90%
de umidade e 37°C. Apds 24 h de contaminagio os zigotos
foram separados em subgrupos para avaliagio da morfologia,
taxa de clivagem, cocultivo em MDBK e ME.

Este trabalho foi realizado conforme os principios éti-
cos da experimentagio animal estabelecidos pela Comissao
de Ftica na Experimentagao Animal (CETEA-IB) conforme
consta em declaracio de 27/11/13, sob o protocolo n° 124/12.

RESULTADOS

Os grupos G,, G, e G, (grupos teste) ndo apresentaram
embrides com alteracoes morfoldgicas apds 24, 48 ¢ 96 h
(Figs. 1, 3 a 5). O grupo G, apresentou altera¢bes morfol4-
gicas, como falha na divisio e aumento do espaco periplas-
mitico (Fig. 2). Apds 24 h, foram constatadas as seguintes
taxas de clivagens: G| igual a 76% (254/336); G, igual a
63% (234/370); G, igual a 72% (75/104) e G, igual a 75%
(206/274). Nao foi constatada diferenca significativa (p<0,05)
com relagao a taxa de clivagem entre os grupos G, x G,; G, x
G, e G, x G,. As médias relacionadas a quatro titulagoes da
cocultura dos embrides em células MDBK (G ,=10" TCID, /
mL e G,=10*TCID, /mL) apresentaram diferenga significativa
(p<0,05). A incubagao dos embries do grupo G, tratados
com EEPg em células MDBK apresentaram ECP discreto
(Fig. 7), que é compativel com diminui¢io das particulas
virais constatada pela titulagio viral apés 72 h. Segundo a
n-PCR, os grupos G, e G, apresentaram resultados negativos,
enquanto G, e G,, positivos (Fig. 8). Apés andlise da ME,
foi possivel verificar a conservagio das principais estruturas
celulares (zona pelticida, membrana plasmdtica, mitocondria
e carioteca) dos embri6es do grupo teste (G,) (Figs. 13 a 15),
apesar do abaulamento da membrana plasmdtica (Fig. 15).
Nao foi possivel a deteccio das particulas virais no grupo G,
somente no grupo G, (Fig. 12). A perturba¢io da membrana
plasmdtica também foi detectada no grupo G, (Fig. 10). As
Figuras 9 e 11 demonstram as “estruturas” conservadas do
grupo controle (G,).
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Figura 1. Embrido do grupo G, (controle) sem alteragdes Figura 4. Embrido exposto aos virus e ao extrato etandlico da
morfoldgicas apds 24 h de incubacdo. E possivel verificar a casca de Punica granatum (Grupo G,) ap6s 48 h de incubacgo.
zona pelucida integra e o corpusculo polar (100x, 5,7x zoom). Com duas clivagens e quatro células (100x, 5,7x zoom).

Figura 2. Embrido exposto aos virus (Grupo G,) sem clivagem Figura 5. Embrido exposto aos virus e ao extrato etandlico da
apos 24 h de incubagdo. Aumento do espago periplasmatico casca de Punica granatum_(Grupo G,) apds 72h de incubag&o.
(seta em vermelho) (100x, 5,7x zoom). Com trés clivagens e oito células (100x, 5,7x zoom).

L ] ' It i i
Figura 3. Embrido exposto aos ao extrato etandlico da casca de
Punica granatum_(G,), blastémeros simétricos, com citoplasma

uniforme apds 24 h de incubac&o. Presenca dos dois corpusculos Figura 6. Monocamadas de células MDBK em cultura com TCM199
polares na regido apical da foto (100x, 5,7x zoom). acrescentado em 10% de soro bovino fetal (100x, 4x zoom).
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Figura 7. Cultura MDBK inoculadas com embrido do grupo
G, (Punica granatum) com “discreto efeito citopatico” (seta)
(100x, 4,1x zoom)

Figura 8. Nested PCR. M: padrdo de peso molecular DNA ladder
de 100 pb; G,: controle; G,: exposto aos virus; G,: exposto ao
extrato etandlico da casca de Punica granatum; G,: exposto aos
virus e ao extrato etandlico da casca de Punica granatum; (-):
controle negativo; (+): controle positivo.

Figura 9. Embrido do grupo controle (Grupo G1). ZP: zona
pelicida; MP: membrana plasmatica. Todas estruturas
conservadas. Aumento: 7.500x.

citosol ‘g
Figura 10. Embrido exposto aos virus (Grupo G,). ZP: zona

pelticida; MP: membrana plasmaética. Note (seta) perturbacdo
da membrana plasmatica. Aumento: 30.000x.

Ryl
s P
+ heterocromatina |
?k"w T ey

Figura 11. Embrido do grupo controle G1. Em destaque
hetreocromatina (seta); C: carioteca integra. Aumento:
30.000x.

EPY _ﬂ.
Figura 12. Embrido exposto aos virus (Grupo G,). Destaque
para as particulas virais (setas verdes) encontradas no citosol.
Aumento: 120.000x.
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da casca de Punica granatum (Grupo G,). ZP: zona peldcida;
MP: membrana plasmatica. Todas estruturas conservadas.
Aumento: 4.000x.
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Figura 14. Embrido exposto aos virus e ao ao extrato etandlico
da casca de Punica granatum (Grupo G,). ZP: zona pellcida; MP:
membrana plasmatica. Setas verdes: mitocondrias. Todas as
estruturas conservadas. Aumento: 20.000x.
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Figura 15. Embrido exposto aos virus e ao ao extrato etanélico
da casca de Punica granatum (Grupo G,). ZP: zona peldcida;
MP: membrana plasmatica. Setas vermelhas: perturbacdo da
membrana plasmatica, porém, sem rompimento. Setas verdes:
mitocondrias preservadas. Aumento: 20.000x.

DISCUSSAO

A producio in vitro (PIV) tem sido difundida em diversos
paises e de forma destacada no Brasil a partir da década de
1990, sendo que hoje o Brasil é reconhecido internacional-
mente pela técnica de Fertilizagao in vitro. Paradoxalmente,
a biotecnologia da reprodugio, que permite maior controle
das células reprodutivas, pode a0 mesmo tempo ser dissemi-
nadora de patégenos com maior rapidez e fornecer prejuizos
considerdveis em escala mundial (STRINGFELLOW e al., 2004;
Parazzi et al., 2012). Justifica-se, portanto, a pesquisa em
busca de novos meios de controle sanitdrio através de agentes
antivirais com possivel a¢do intra e extracelular.

Para os testes com antivirais, foram escolhidos embriées
murinos, pois se apresentam como um modelo de alta con-
fiabilidade segundo intimeros trabalhos (MALLEK ez al., 1984;
NaGy et al., 2003; PaLazzi et al., 2009; Parazzr, 2010) além
de serem sensiveis a0 BoHV-1, de ficil acesso e baixo custo
(Garurro, 2002).

ZHANG et al. (1995) verificaram que o extrato da casca
de Pinica granatum mostrou agio contra o Herpes simplex
virus humano 1 e 2 in vitro. JaApHAV et al. (2012) pesquisaram
intmeras plantas, como Azadirachta indica, Curcuma longa
(agafrao da familia do gengibre), Punica granatum (roma),
Ocimum sanctum, Nyctanthes arbortristis, Carica papaya (mamao)
e Holarrhena antidysentrica. Todas provenientes de Gujarat,
estado da India. Foram obtidos 24 extratos, sendo que apenas
5 indicaram agao contra o herpesvirus. Segundo a pesquisa,
o pé liofilizado de Punica grantum exibiu atividade antiviral
promissora. Porém, nio existe nenhuma pesquisa com foco
em células reprodutivas proveniente da PIV.

Dados de nossa pesquisa indicam também que o extrato
etanélico do pericarpo de Punica granatum mostrou agao con-
tra o herpesvirus bovino tipo 1 ao reduzir a replicagao viral.
Nio houve bloqueio total, pois o resultado da n-PCR acusou
a presenca da particula viral nos grupos testes, G, (Fig. 8), e
foi detectado ECP em células MDBK (Fig. 7), no entanto, de
forma moderada. Provavelmente encontramos todos os embrioes
dos grupos que foram submetidos a0 BoHV-1 Colorado posi-
tivo pela n-PCR devido ao alto titulo intencionalmente usado
(10° TCID, /mL). Segundo STRINGFELLOW et al. (2004), hd
a necessidade de que os titulos virais, i vitro, estejam em
altas concentragoes para promover méxima oportunidade de
adsor¢ao virus-células. Mesmo assim, a titulagio demonstrou
uma queda de particulas virais: a média das 4 titulagées do
grupo G, foi de 3,70x10” TCID, /mL, enquanto a do grupo
G, foi de 6,51x107% demonstrando diferenca significativa entre
os grupos G, e G, segundo teste estatistico Mann-Whitney
(p=0,02; 01=5%). Outro fator importante é que nao encon-
tramos diferenca significativa na taxa de clivagem relativa
aos grupos G, (controle) e G, (teste) segundo teste exato de
Fisher (p=0,92; 0=5%). Resultados favordveis, também, foram
observados em relacio & morfologia por microscopia dptica,
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onde ndo observamos alteragoes morfoldgicas no grupo teste,
G, (Figs. 4 e 5), quando comparado ao grupo controle, G,
(Fig. 1), e grupo exposto aos virus, G2 (Fig. 2).

Os resultados de MET demonstraram que todos os embrides
murinos que passaram pelos tratamentos com extratos nao
romperam a zona pelicida (ZP) e mantiveram suas estrutu-
ras conservadas (Figs. 9a 11, 13 a 15). Foi possivel encontrar
somente particulas virais por MET no grupo G, (Fig. 12), o
que nio significa que nio havia virus no grupo G o conforme
resultados de cocultivo e titulagio que demonstraram presenca
de virus vidvel, apesar de também indicarem a redug¢io da taxa
viral do BoHV-1. Os embrides expostos aos virus apresentaram
"pertubagbes” na membrana plasmdtica (MP), provavelmente
pela agio viral (Figs. 14 e 15). Essa deformagio presente na
MP dos embriées murinos pode estar relacionada a liberacio
das particulas virais por exocitose (WiLD ez al., 2002) ou por
interferir em mecanismos relacionados ao equilibrio da MP
e da célula, como a proteina quinase dependente de célcio
(CaMK), que é um importante sinalizador celular (M1vaKe;
McNEIL, 1995; Sitva et al., 2009).

Todos estes dados, analisados em conjunto, refletem a
redugio das particulas virais pela agio do extrato ao comparar-
mos com o grupo exposto aos virus e no tratado com EEPg,

permitindo, desta forma, o desenvolvimento do embrido.
Cabe destacar que esclarecimentos da(s) molécula(s) envol-
vidas do EEPg sdo necessdrios para potencializar a a¢do e o
entendimento desse efeito com futuros trabalhos. Além disso,
salientamos que os experimentos foram realizados in vitro, por
isso ndo contamos, evidentemente, com mecanismos iz vivo
como disposigio tecidual, sistema imunolégico, entre outros.
Por isso, consideramos sempre que a transposi¢ao de sistemas
in vitro para in vivo exige cautela (D’ANGELO, 1998).
Mesmo com as Gltimas ponderagées, consideramos que
o EEPg demonstra resultados promissores para uso em pro-
tocolos de FIV de bovinos por diminuir, significativamente,
a replicacio viral e, a0 mesmo tempo, permitir o pleno desen-

volvimento dos embriées murinos.
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