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Resumo

As biotécnicas reprodutivas sdo empregadas com o intuito de potencializar o aproveitamento do
material genético dos animais com melhores desempenhos. No entanto, quando um reprodutor é acometido por
algum agente virico, é automaticamente descartado da reproducdo, o0 que representa grande perda de material
genético. E necessario, antes do uso de qualquer biotécnica, que seja confirmada a auséncia de patdgenos,
utilizando-se algumas técnicas moleculares no auxilio do diagnostico sanitério dos gametas, evitando, assim, a
veiculacdo de patdgenos por meio dessas técnicas. Objetivou-se neste trabalho fazer um levantamento
bibliogréfico e apontar perspectivas de utilizagdo dos gametas de animais acometidos por agentes viricos,
empregando diferentes biotecnologias reprodutivas.
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Abstract

Reproductive biotechnologies have been used with the intention of exploiting genetic material of more
productive animals. However, when a viral agent infects a sire, the animal is automatically discarded from the
process, which represents great loss of genetic material. It has been seen that these biotechnologies may be
used, when gametes are proved to be free of viral agents using molecular techniques to make the diagnose,
preventing, by this way, propagation of infectious agents. The objective of this study was to do a bibliographic
survey and to show how germplast of animals infected by viral agents could not be discarded using different
reproductive biotechnologies.
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Introducéo

Ao longo de centenas de anos, o0 homem tem procurado potencializar o aproveitamento do material
genético dos seus melhores animais domésticos, no intuito de obter descendentes com caracteristicas
semelhantes ou melhores do que as dos seus genitores (Hafez e Hafez, 2004). Dentre as biotecnologias utilizadas
com maior frequéncia na producgdo animal, destacam-se a inseminacdo artificial, a transferéncia de embrides e a
fecundagdo in vitro. Além dessas, existem técnicas que apresentam boas perspectivas para aplicagdo em larga
escala no futuro, como a manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA), a
transgénese e a clonagem (Figueiredo et al., 2001).

Porém, para que o animal expresse melhor seu desempenho produtivo e reprodutivo, é necessario que
ele tenha um bom manejo e que esteja livre de enfermidades, uma vez que o acometimento de um reprodutor por
agentes infecciosos pode impedir sua utilizacdo para fins reprodutivos, além de leva-lo a morte, acarretando
sérios prejuizos econémicos e perda de material genético de qualidade (Andrioli et al., 2003). Com o0 objetivo de
reduzir essas consequiéncias, as biotecnologias reprodutivas vém surgindo como uma alternativa para o resgate e
a utilizacdo do material genético desses animais.

Dentre as biotécnicas, a transferéncia de embrides vem sendo utilizada com seguranga em animais
acometidos por algumas enfermidades infecto-contagiosas. Apos varios estudos, a Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (IETS) sugeriu a utilizacdo de algumas técnicas padronizadas na manipulagdo dos
embrides, as quais poderiam reduzir o risco de transmissao de enfermidades, demonstrando ser esta técnica, na
atualidade, a que apresenta um menor risco de transmissdo de patdgenos quando aplicada com material genético
de animais enfermos (Guerin et al., 1997). Desse novo potencial biotecnolégico, surge a necessidade de se
realizarem pesquisas aprofundadas com as demais biotécnicas no intuito de se averiguar a possibilidade de
utilizacdo dessas técnicas com seguranca nesses animais. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi fazer
um levantamento bibliografico sobre o risco de transmissdo de patégenos pela reproducdo e avaliar a
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possibilidade de multiplicacdo de material genético dos animais de elevado valor zootécnico, acometidos por
enfermidades infecto-contagiosas, utilizando diferentes biotecnologias reprodutivas.

Utilizagdo de material genético de animais com infecgdes viricas em biotecnologias reprodutivas

Os virus sdo capazes de infectar, tanto 0 homem, como os animais. Para que consigam infectar um
determinado tipo celular, é necessario que a célula possua receptores para o virus, o que determina a patogenia
do mesmo (Kreutz, 2001).

Com o advento da biologia molecular, tem se estudado de forma mais precisa a patogenia de varios
microrganismos. Alguns virus que anteriormente se imaginava infectar um determinado tipo celular tém
demonstrado predilecdo também por células do trato reprodutivo. Devido ao tamanho dos virus e a sua forma de
infeccdo, esses sdo de dificil controle, diagndstico e tratamento. Por esses aspectos, a principal forma de controle
de vérias enfermidades viricas é a separacdo e o sacrificio dos animais acometidos nos rebanhos, o que pode
levar a um atraso no melhoramento genético e a graves perdas econdmicas.

Neste sentido, o aproveitamento de gametas de animais acometidos por agentes viricos utilizando
diferentes biotecnologias reprodutivas surge como uma alternativa para se evitar a perda de material genético de
animais de alto valor zootécnico. Cada biotécnica tem seus entraves, mas vale ressaltar aqui algumas
possibilidades para a aplicagdo das biotécnicas com seguranga em animais enfermos.

Inseminacao Artificial (1A)

A inseminacéo artificial € uma técnica que tem como objetivo depositar 0 sémen diretamente no trato
genital da fémea ap6s a sua obtencdo (Silva, 1999). Essa técnica pode ser utilizada como um meio alternativo
quando da impossibilidade de realizacdo de monta natural, devido a problemas anatémicos e comportamentais,
ou ainda, quando se utiliza sémen congelado (Feldman e Nelson, 1996). Essa biotécnica também apresenta como
vantagens a possibilidade de armazenamento de sémen por tempo indefinido e a disseminagdo mais rapida do
material genético de machos, bem como a redugdo de custos e de estresse com transporte de animais (Silva et al.,
2001).

A transmissdo de patogenos pelo sémen é bastante relevante, uma vez que na IA varias fémeas sdo
inseminadas com um Gnico ejaculado, havendo, dessa forma, a possibilidade de introducdo de novas cepas de
microrganismos mais virulentas em um rebanho inteiro (Andrioli et al., 2003). Sendo assim, a utilizagdo de
sémen requer um cuidado redobrado, visto que este pode ser contaminado de vérias formas.

O sémen pode ser contaminado por microrganismos procedentes dos testiculos, do epididimo, das
glandulas anexas, da uretra e do prepucio, ou os patdgenos podem ganhar acesso ao sistema reprodutor, pelo
sangue e liquidos tissulares extravasados para esse sistema, nas bacteremias ou viremias, ou no caso de qualquer
inflamacdo ou infeccdo nesses érgdos. Além disso, 0 sémen pode contaminar-se ho meio externo, por agentes
presentes no ambiente, na pele do reprodutor, nos materiais utilizados (caso ndo sejam adequadamente
esterilizados) na coleta e manipulacdo do sémen, e, no caso da congelacdo do sémen em pellets, pode ocorrer
contaminagdo no nitrogénio liquido a partir de outras amostras de pellets contaminados (Hare, 1985; Thibier e
Guérin, 2000).

Fatores como lesdes, inflamacdes e infecgcdes no 6rgdo reprodutor podem desencadear maior fluxo de
células sangiliineas para o sémen e, juntamente com estas células, podem ser carreados patogenos. Outros
aspectos importantes como o estagio da doenca, o estado imunoldgico ou nutricional e a associagdo com outras
enfermidades podem ser relevantes para a contaminacéo seminal (Concha-Bermejillo et al., 1996; Pinheiro et al.,
2001).

Atualmente, o comércio de sémen é mais procurado do que o de animais, em virtude do
desenvolvimento das técnicas de criopreservacdo desses materiais associado a vantagens como praticidade,
economia e aspectos sanitarios do comércio de germoplasma. Porém, as pesquisas sobre o risco de disseminacao
de patégenos via sémen ndo foram totalmente elucidativas, sendo uma necessidade atual o incremento dessa
linha de pesquisa para um melhor controle do avanco das enfermidades viricas, principalmente daquelas de
carater cronico, em que o aparecimento de sintomas ¢é tardio (Andrioli et al., 2003).

Pelo fato de se ter observado que alguns virus, como os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR)
apresentam-se no sémen de forma intermitente, ou seja, apenas alguns ejaculados apresentam o patdgeno
(Concha-Bermejillo et al., 1996; Andrioli-Pinheiro, 2001), uma alternativa para utilizar o material genético
desses animais seria 0 de testar aliquotas de sémen por meio de técnicas moleculares mais sensiveis, como a
PCR, e utilizar apenas as amostras seminais negativas para o patégeno. Essa conduta é recomendada até mesmo
para aqueles reprodutores tidos como sadios, uma vez que estes podem estar com alguma virose de carater
crbnico e ainda ndo se terem soroconvertido e, consequentemente, ndo demonstrarem sinais clinicos (Andrioli et
al., 2003).
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Transferéncia de Embrides (TE)

A transferéncia de embrides é uma biotécnica que permite recolher embrides de uma fémea doadora e
transferi-los para fémeas receptoras com a finalidade de completarem o periodo de gestacdo. Sua importancia
basica para a producdo animal consiste na possibilidade de uma fémea produzir um nimero de descendentes
muito superiores ao que seria possivel obter fisiologicamente durante sua vida reprodutiva. Para o melhoramento
zootécnico, essa biotécnica € um importante instrumento porque acelera e confere maior preciséo no processo de
selegdo animal (Reichenbach et al., 2001).

Um pouco diferente do que acontece com 0 sémen, para que ocorra a transmissdo de um patégeno pelo
embrido, é necessario que o patdgeno esteja presente dentro do odcito, em associagdo ou mesmo aderido a zona
pelGcida (ZP), ou que esteja presente nos fluidos no quais os embrides sdo recolhidos, manipulados,
criopreservados ou transferidos (Singh, 1987; Wrathall, 1995).

Outro fator importante na transmissao de agentes pelo embrido é a patogenia da doenca, especialmente
guanto a predilecdo do patdgeno pelo trato genital. Agentes carreados pelo sangue podem, também, ganhar
acesso ao trato genital, aumentando o risco no caso de qualquer hemorragia uterina, o que ocorre,
inevitavelmente, durante a colheita de embriGes. No caso de outros agentes de doencas que tém predilecdo por
pele ou visceras, a probabilidade de contaminacéo do embrido é remota, todavia tais agentes, ocasionalmente,
produzem infecgBes generalizadas, e mesmo as localizadas podem causar contaminag&o dos meios, das solugdes
e do equipamento (Andrioli et al., 2003).

A TE torna possivel a obtencdo de um grande nimero de crias em um curto intervalo de tempo e tem
sido considerada a técnica mais segura para o transito internacional de material genético (Castro et al., 1992;
Philpott, 1993). Isto se deve a utilizagdo das normas sanitarias da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS) as quais tém o intuito de minimizar os riscos de transmissdo de patégenos. Dentre essas
normas, esta a ndo utilizacdo de embrifes com zona pellcida rompida, pois essa regido se caracteriza como uma
barreira natural contra a entrada de patégenos no embrido. Outra técnica adotada é a lavagem dos embrides, a
qual visa retirar por lavagem qualquer patdgeno que possa estar aderido a zona pellcida, podendo se utilizar para
isto meios de lavagem que contenham enzimas que facilitem essa remog¢do, como a tripsina (Pinheiro et al.,
2001).

Desta forma, a TE pode suprir a necessidade de rapida reposi¢do dos animais puros infectados, com
obtencdo de crias sadias e manutencdo da qualidade genética do plantel, possibilitando a importagdo de material
genético com seguranca, mesmo se utilizando fémeas infectadas, obtendo, com isso, resultados satisfatorios no
ambito econdmico, sanitario, reprodutivo e do melhoramento genético (Andrioli et al., 2003).

Producéo in vitro de embribes (PIV)

Essa é uma biotécnica utilizada, alternativamente, para acelerar a producdo de animais geneticamente
superiores e impedir o descarte precoce de fémeas geneticamente privilegiadas e que ndo podem reproduzir de
forma natural ou até mesmo pela transferéncia de embriGes. A PIV consiste nas etapas de colheita, maturacao,
fecundacdo de od6citos e cultivo de zigotos (Gongalves et al., 2001).

Para essa biotecnologia, sdo levados em consideracdo os mesmos riscos de contaminac¢do do sémen ou
dos embrides citados anteriormente. Valendo ressaltar que o espermatozdide pode, na ocasido da fecundacéo,
carrear 0 patogeno consigo para dentro do oo6cito, podendo o agente da doenca estar no interior do
espermatozdide, na sua superficie ou no liquido seminal, o que ird comprometer todo o esforgo para produzir
embrides em larga escala.

Atualmente, para o uso dessas biotécnicas, existe um controle bem maior de infeccdes bacterianas, tanto
dos gametas que sdo submetidos a lavagens com solugdes assépticas para remover microrganismos que possam
estar aderidos a eles, quanto dos meios e soluc@es utilizadas na manipulagdo, que sdo produzidos com assepsia
adequada e contém antibio6ticos na sua formulagdo. Uma vez que diversos estudos foram realizados com sucesso,
testando-se 0 uso de antibi6ticos nos meios de coleta, maturacgdo, fecundagdo e cultivo, os profissionais da area
passaram a utilizar este recurso rotineiramente para prevenir possiveis contaminagfes (Gongalves et al., 2001).

Pensando nisso, Givens et al. (2006) testaram a utilizacdo de um composto antiviral o 2-(4-[2-
imidazolinil] fenil)-5-(4-metoxifenil) furano (DB606) contra o virus da diarréia viral bovina (BVDV), na
producdo in vitro de embriGes bovinos, observando que a utilizacdo do antiviral ndo interferiu no sistema de
cultivo dos embrides, nem nas taxas de prenhez, nascimento e viabilidade de neonatos. Esse experimento
demonstra a possibilidade de utilizacdo de agentes antivirais como medida preventiva contra contaminagdes por
virus em meios de maturacdo, fecundacdo e de cultivo de odcitos, espermatozdides e embriGes manipulados in
vitro. Semelhante ao que ja& ocorre com a utilizacdo de antimicrobianos contra bactérias e fungos nas
biotecnologias reprodutivas, os antivirais podem ser também utilizados preventivamente em todas as
manipulacdes, necessitando para isto da realizacdo de pesquisas para elucidar a acdo efetiva dos antivirais e
avaliacdo dos efeitos citotoxicos deles para as células reprodutivas, o que poderd possibilitar no futuro a
utilizacdo de material genético de animais com infeccéo viral.
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Manipulacéo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA)

A MOIFOPA ¢é uma biotécnica que consiste no isolamento ou resgate de foliculos pré-antrais (FOPAS)
a partir de ovarios, seguido das etapas de conservacédo e/ou cultivo folicular, visando ao crescimento, maturagao
e fecundacéo in vitro dos odcitos previamente inclusos em FOPAS. As vantagens do emprego atual e futuro
dessa biotécnica vdo desde o aumento da eficiéncia reprodutiva de animais de alto valor zootécnico, passando
pela utilizacdo de ovérios de animais portadores de patologias graves de ovidutos e/ou Utero, até a recuperagdo
de rebanhos eliminados por problemas sanitérios (Figueiredo et al., 2001).

Recentemente, em cabras portadoras do virus da artrite encefalite caprina, Silva (2006) observou pela
técnica de PCR nested a presenca desse virus nos foliculos pré-antrais desses animais, porém, ainda ndo se sabe
a localizacdo exata desse virus no foliculo, se no odécito, ou nas células da granulosa, as quais ja demonstraram
ser permissivas a esse virus in vitro (Lamara et al., 2001).

Para se evitar a contaminacdo de foliculos pré-antrais em cultivo, o ideal seria realizar um teste
diagnostico molecular nas amostras do tecido ovariano e, ainda assim, mesmo com o resultado negativo para
algum patégeno, seria aconselhavel realizar o cultivo dos foliculos isoladamente, para que um Gnico foliculo
contaminado ndo venha a comprometer os demais.

Criopreservacéo

A técnica de criopreservacdo de gametas foi desenvolvida com intuito de formar bancos de
germoplasma animal. Esta tem sido protocolada e utilizada para a preservacdo de material genético como sémen
(Storey et al., 1998), embribes (Otoi et al., 1998) e odcitos oriundos de foliculos antrais (Bosch et al., 2004;
Mochida et al., 2003) e pré-antrais (Amorim et al., 2003; Rodrigues et al., 2004) de alguns animais domésticos.

O objetivo da preservacdo consiste em garantir que as células permanecam com uma baixa taxa
metabdlica durante um determinado periodo de estocagem, podendo, durante esse periodo, serem resgatadas a
fim de continuar o seu desenvolvimento normal. Entretanto, para que isso seja possivel mesmo apds longos
periodos de preservacdo, alguns fatores essenciais para a sobrevivéncia das células devem ser levados em
consideracdo, tais como: temperatura, tempo de preservacdo, tipo e concentracdo do crioprotetor, dentre outros
(Santos et al., 2004).

Ja foi citada a possibilidade de contaminacdo de amostras seminais criopreservadas em pellets por meio
de nitrogénio liquido, a partir de outras amostras de pellets contaminados inseridos em tal cultura, o que também
poderia acontecer com embrides ou o6citos (Hare, 1985; Thibier e Guérin, 2000). A conservagdo de material
genético também pode ser feita por meio de fragmentos de ovério, sendo esta uma opcao estratégica para
conservar as funcdes gametogénicas e esteroidogénicas, porém esses fragmentos sdo utilizados posteriormente
para transplante, seja para 0 mesmo animal ou ndo (Santos et al., 2004), podendo conter patégenos que venham a
contaminar outras amostras por meio do nitrogénio liquido e também as receptoras do fragmento transplantado.

Para que isto ndo venha a ocorrer, seria ideal que cada amostra, antes de ser criopreservada, fosse
testada por meio de técnicas bastante sensiveis como a PCR, sendo as amostras positivas descartadas e somente
as negativas preservadas para poderem posteriormente ser utilizadas com segurancga (Silva, 2006).

Transgénese

O objetivo da biotécnica de transgénese é produzir animais que possuam uma incorporagdo estavel de
fragmento de DNA exd6geno em sua linhagem germinativa. As técnicas atualmente adotadas na obtengdo de
animais transgénicos sdo: microinje¢do de genes em pronicleos de odcitos fecundados, transferéncia de DNA
mediada por espermatozéides durante a fecundacdo in vitro, transferéncia nuclear com células somaéticas,
biobalistica, dentre outras (Wheeler et al., 2001).

A transgénese ¢ a Unica biotecnologia da reproducdo em que a presenga de um virus em alguns casos é
de fundamental importancia, isto porque um dos métodos de transferéncia de genes € utilizando-se retrovirus
(Varmus, 1998).

Os retrovirus sdo virus pertencentes a familia Retroviridae; sdo RNA virus que possuem a enzima
transcriptase reversa, imprescindivel_para sua replicacdo, capaz de promover a sintese de uma copia de DNA de
fita dupla a partir do RNA viral. Pela acdo da integrase, 0 DNA transcrito € integrado de forma estavel ao
genoma da célula hospedeira, comportando-se, entdo, como um gene celular residente, podendo permanecer
dessa forma por longos periodos ou prosseguir a sua replicagdo com posterior traducdo de proteinas, montagem
da particula viral e saida dessa da célula por brotamento (Pecanha et al., 2002).

Por esta capacidade de traducdo e integracdo ao genoma celular, os retrovirus sdo utilizados como um
sistema natural de transferéncia para introduzir DNA em varios tipos de células de mamiferos. Tanto retrovirus
naturais, quanto aqueles produzidos por engenharia genética podem ser utilizados para infectar células de
embrides de mamiferos. A principal vantagem da transferéncia de genes, mediada por retrovirus, é a facilidade
técnica de expor virus a embrides em varios estadios de desenvolvimento. No entanto, o tamanho da seqiiéncia
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de DNA transferida é limitado, e 0 gene inserido ndo é sempre expresso ha segunda geragdo (Varmus, 1998).

Apesar de se empregar agentes infecciosos, o controle sanitario nessa biotecnologia é imprescindivel,
mas vale ressaltar que o risco de contaminacéo é descartado quando se faz uso de retrovirus inespecificos para a
espécie animal em que se deseja empregar esta biotécnica. Desta forma, o virus utilizado deve ser inofensivo
para os embrides transgénicos.

A realizacdo de estudos com o intuito de se averiguar a sanidade e a possibilidade de utilizacdo do
material genético de animais acometidos por enfermidades viricas é importante, as principais razoes ja foram
citadas anteriormente. Porém, deve-se ter cuidado para que o uso de biotecnologias ndo venha a veicular ainda
mais patdgenos. Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos de diagndstico pelo uso da biologia molecular
vem cada vez mais auxiliar o controle de enfermidades viricas nos rebanhos.
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