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Resumo

A Rinotraqueite Infecciosa Bovina ¢ uma relevante doenga, tendo em vista os transtornos reprodutivos
causados, a facilidade de disseminacdo, o dificil controle e a ampla disseminacdo nos rebanhos bovinos de corte
e de leite. O herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) pode estar presente em fluidos onde os embrides sdo recolhidos,
manipulados, criopreservados ou transferidos, assim como no sémen, nos 6rgaos genitais ¢ também no liquido
folicular e ovocitos. A interagdo do BoHV-1 com estruturas e 6rgaos genitais da fémea bovina vem sendo
estudada pelo Grupo de trabalho. Até o presente foram encontrados resultados relevantes nesta interagdo. O
DNA viral foi detectado em ovarios, ovécitos e em complexos cumulus oophorus de animais soropositivos.
Verificou-se ainda que vacas infectadas naturalmente apresentam comprometimento na taxa de maturagdo
nuclear ovocitaria. Trabalhos em andamento estdo demonstrando, em animais soropositivos, a presenga de
particulas virais em tecido ovariano, uterino e tubarico, sendo em substancial quantidade no tecido ovariano.
Teria o virus alguma afinidade por estes orgdos? Os resultados ainda sdo parciais, sugerindo a necessidade de
aprofundar os estudos a respeito.

Palavras-chave: Bovinos, BoHV-1, 6rgéos genitais, embrides ¢ gametas.
Abstract

Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) is an important disease because it can cause reproductive
problems. It is also highly contagious with a high prevalence in beef and dairy herds, making it very difficult to
control viral spread. BoHV-1 might be present in embryo fluids when collected, manipulated, cryopreserved, or
transferred, as well as in the semen, genital organs, follicular fluids, and oocytes. Here, we investigated the
relationship between BoHV-1 and cows’ genital organs. Our results showed relevant findings regarding this
relationship. For instance, viral DNA was detected in the ovary, oocytes, and cumulus-oocyte complex from
BoHV-1 positive cows. Our results also showed that the oocyte nuclear maturation rate was compromised in
naturally infected cows. Furthermore, BoHV-1 particles were detected in the ovary, uterus, and the uterine tube
tissues, in which the highest number of viral particles was found in the ovary tissue. Despite the promising
results, they are still preliminary to make conclusions about the tropism of the virus for these organs, and
therefore, further investigation is still required for that.

Keywords: Bovine, BoHV-1, genital organs, embryos, and gametes.
Introducao

O herpesvirus bovino 1 (BoHV-1), agente causador da IBR, ¢ um agente cosmopolita e apresenta alta
disseminag@o em rebanhos bovinos de todo o mundo com excecdo de alguns paises europeus que so livres do
BoHV-1 (Nandi et al., 2011; Fino et al., 2012; Ravishankar et al., 2013). A doenga foi descrita pela primeira vez
na Alemanha, durante o século XIX (Graham, 2013), sendo que no Brasil, a IBR foi registrada inicialmente no
estado da Bahia em 1962 e¢ o BoHV-1 isolado pela primeira vez em 1978, a partir de pustulas vaginais de vacas
(Alice, 1978).

Trata-se de uma relevante doenca, tendo em vista os transtornos reprodutivos causados, a facilidade de
disseminag@o, o dificil controle e a ampla disseminag@o nos rebanhos bovinos de corte e de leite (Médici et al.,
2000; Takiuchi et al., 2001). A infec¢do caracteriza-se por diversas formas clinicas que comprometem o aparelho
respiratorio e os 6rgdos genitais. No contexto da reprodugdo, o agente pode determinar repeticdo de estros a
intervalos regulares ou irregulares, morte embriondria ou abortamentos (Miller e Van der Maaten, 1986).

As principais biotécnicas da reprodugdo animal utilizadas na bovinocultura, como a inseminagdo
artificial (IA), a transferéncia de embrides (TE) e a produgdo in vitro de embrides (PIV), podem ser potenciais
disseminadoras desta doenca, quando sdo utilizados insumos, gametas ou embrides contaminados pelo virus.
Neste contexto, vale ressaltar que o Brasil assume papel de destaque quanto ao uso destas biotecnologias,
atingindo no ano de 2014 a marca de 354.892 embrides produzidos in vivo e in vitro, segundo dados da
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Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS). Adicionalmente, quanto ao uso de sémen na
inseminagdo artificial, foi comercializado no Brasil o volume recorde de 13.609.311 milhdes de palhetas em
2014, segundo o Index Asbia, divulgado pela Associagdo Brasileira de Inseminacdo Artificial (ASBIA, 2014).

Tendo em vista a elevada prevaléncia da doenca nos rebanhos brasileiros, assim como os prejuizos
causados na eficiéncia reprodutiva, o nosso Grupo de Trabalho vem atuando ultimamente nesta linha de
pesquisa. Este Grupo de Trabalho multidisciplinar é constituido basicamente por especialistas em Virologia,
Biologia Molecular ¢ Reproducdo Animal, incluindo no contexto, orientados destes pesquisadores. Face as
escassas informagdes da relagdo do virus com estruturas e 6rgdos genitais femininos, as pesquisas deste Grupo
estdo direcionadas em estudos a respeito, cujos resultados encontrados e em andamento encontram-se inseridos
no final deste texto.

O tema IBR ¢ complexo e rico em diversidade de informagdes. Destarte, seria pretensiosa a tentativa de
descrever todos os aspectos e diversidades em um tUnico texto cientifico, como este ora apresentado. Diante
disto, objetiva-se no presente trabalho apresentar uma sinopse objetiva a respeito, abordando alguns aspectos
relevantes sobre o assunto, assim como alguns avangos em conhecimentos que podem contribuir para o
entendimento da doenga, no contexto da reproducdo em bovinos.

Assim, serdo abordados, de maneira resumida, aspectos relacionados as caracteristicas gerais do virus,
prevaléncia da infecgdo em rebanhos bovinos, riscos de contaminagdo por embrides e gametas, interacdo do
virus com a zona peltcida, o diagnostico viral, assim como algumas consideragdes sobre os tipos de vacinas
disponiveis.

Finalmente, serdo abordados os estudos concluidos ou em andamento do Grupo de trabalho citado
anteriormente, a respeito da relagdo do virus com estruturas e 6rgdos genitais femininos.

Caracteristicas gerais do Herpesvirus bovino 1

O Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) pertence a Ordem Herpesvirales, Familia Herpesviridae, Subfamilia
Alphaherpesvirinae, Género Varicellovirus (Muylkens et al., 2007). A particula viral apresenta envelope,
simetria icosaédrica e um didmetro entre 70 a 110 nm (Fenner, 1987). O genoma viral codifica cerca de 70
proteinas, entre enzimas virais, proteinas reguladoras estruturais e ndo estruturais (Muylkens et al., 2007).
Estudos utilizando enzimas de restrigdo e sequenciamento gendmico possibilitaram a divisdo do BoHV-1 em trés
subtipos, BoHV-1.1, BoHV-1.2a ¢ BoHV-1.2b.

A forma natural de entrada do BoHV-1 nos hospedeiros ¢ através das membranas mucosas do aparelho
respiratorio cranial, do epitélio conjuntival e dos 6rgdos genitais. O contato direto das regides nasais entre os
animais ¢ a principal via de transmissdo do BoHV-1, sendo que pode ocorrer também por meio de aerossodis em
distancias curtas. Contudo, a infec¢do genital pode ocorrer pela monta natural e/ou IA, principalmente pelo
sémen contaminado pelo virus (Kupferschmied et al., 1986; Mars et al., 2000), ou pela transferéncia de embrides
(produzidos in vitro ou in vivo), com o patdgeno associado a zona pelicida ou presente nos liquidos onde o
embrido ¢ manipulado (D’Angelo, 1998).

Como formas indiretas e menos comuns de transmissdo, tem-se a ingestdo de agua e de alimentos
contaminados, além da coleta de s€émen com vaginas artificiais também contaminadas (Engels e Ackermann,
1996).

Durante a infecgdo aguda, o virus é excretado pelas secregdes. Contudo, ap6s a primoinfec¢do ocorre a
laténcia viral (principal caracteristica bioldgica dos herpesvirus), com o virus se mantendo em ganglios
periféricos, sendo que neste estado ndo ha excregdo viral. Entretanto, a laténcia induz nos animais o estado de
portadores e transmissores potenciais do virus, devido aos episoddios de re-excregao viral. Assim, o agente pode
ser reativado sob condigdes de estresse ou de terapia com corticoide, com consequente liberagdo de particulas
virais infectantes (Engels e Ackermann, 1996; Workman et al., 2012).

A forma genital manifesta-se clinicamente pelo aparecimento de pequenas vesiculas que evoluem para
pustulas e erosdes na vulva, no vestibulo da vagina e na vagina. O epitélio apresenta-se edemaciado, hiperémico
e com secregdo, a qual pode tornar-se mucopurulenta devido a contaminagdo bacteriana secundaria. Além disso,
o virus pode também determinar lesdes necrosantes nos ovarios, principalmente se a infec¢do ocorrer no periodo
da ovulagdo (Miller ¢ Van der Maaten, 1986). Em touros, lesdes similares sdo encontradas no prepucio ¢ pénis
(Wyler et al., 1989).

Prevaléncia da infeccio pelo BoHV-1

Esta doenga encontra-se disseminada em todo o mundo. Assim, tem sido encontrado elevada
prevaléncia de rebanhos soropositivos em paises europeus (40 a 50% na Gra-Bretanha e 62% na Bélgica e 74,9%
na Irlanda, conforme relatos de Raaperi et al. (2010) e Cowley et al. (2011). Por outro lado, a Dinamarca e a
Suiga possuem baixa prevaléncia de animais soropositivos, em consequéncia da implantacdo de um rigido
programa de erradicagdo com o sacrificio dos animais portadores, obtendo a condi¢do de paises livres do virus
(Ackermann e Engels, 2005).
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Na India, Nandi et al. (2011) encontraram 38,6% de amostras soropositivas oriundas de machos bovinos
nao vacinados. Adicionalmente, um estudo conduzido por Ravishankar et al. (2013) com 65 reprodutores ndo
vacinados no norte da India, indicou que 96,92% dos animais eram reagentes positivos. Contudo, apenas 61,54%
das amostras, apresentaram o DNA do BoHV-1 no sémen, indicando que nem todos os touros soropositivos
estavam eliminando o virus no ejaculado. Na regido central do Ird (provincia Esfahan), a soroprevaléncia de
animais ndo vacinados atingiu 72% em uma das areas de produgdo leiteira mais importantes do pais (Shirvani et
al., 2012). No Canada, ha relatos de 59,5% de rebanhos infectados pelo BoHV-1 (Durham e Hassard, 1990).

No Brasil, dados regionais, obtidos a partir de levantamentos soroldgicos revelam também uma
expressiva disseminagdo do virus em rebanhos de corte e leite. Dentre os levantamentos realizados, verifica-se
uma prevaléncia 42,2 % em S3o Paulo (Mueller et al., 1981), 52,9, 71,3 e 81,7% no Rio Grande do Sul
(Ravazzolo et al., 1989, Vidor et al., 1995 e Piovesan et al., 2013, respectivamente). Um estudo realizado neste
ultimo estado (Lovato et al., 1995) revelou que 91,9% de 99 municipios avaliados apresentavam animais
Soropositivos.

No estado de Minas Gerais, estudos realizados em 335 municipios, demonstraram que em 313 (93,4%)
destes apresentaram animais com sorologia positiva. O exame de 5.511 amostras demonstrou que 58,2% eram
soropositivas (Rocha et al., 2001). No Espirito Santo, Santos et al. (2014) encontraram 66,8% de amostras
positivas oriundas de 59 rebanhos de vacas leiteiras ndo vacinadas, no total de 23 municipios avaliados.

No Estado de Goias, um estudo com 6.932 animais ndo vacinados provenientes de 232 municipios
apresentou 51,9% de soropositividade, sendo que 100% dos municipios apresentaram pelo menos uma
propriedade positiva (Barbosa et al., 2005). No Parana, Dias et al. (2013) realizaram um estudo com 14.803
fémeas, provenientes de 2.018 rebanhos nao vacinados. Verificaram que 71,3% dos rebanhos eram positivos
para BoHV-1 enquanto que 59,0% das fémeas eram soropositivas.

Ainda no Brasil, Pituco (1988) e Rocha et al. (1994) constataram uma prevaléncia de 72,5 e 63,15% de
animais soropositivos, respectivamente, em levantamentos soroldgicos em touros de centrais de inseminagao de
varios estados brasileiros. Adicionalmente, em estudos com amostras de sémen fresco oriundas do estado de Rio
Grande do Sul e Goias, foram encontradas 44,7% positivas para o BoHV-1 (Oliveira et al., 2011).

Riscos de contaminac¢io por embrides e gametas

O uso de biotécnicas reprodutivas como a IA e a TE (embrides produzidos in vivo ou in vitro), no
contexto geral, tém contribuido para a redug@o na transmissdo de patéogenos, quando comparado ao transporte
dos animais em si. Contudo, ndo se deve desconsiderar os riscos destas técnicas na transmissdo de agentes
patogénicos (Thibier e Wrathall, 2012).

A transmissdo do BoHV-1 de forma direta ou indireta por meio do sémen pode acarretar prejuizos
sanitarios e econdmicos. Este agente infeccioso pode ser encontrado no sémen, independentemente do
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes (Rocha et al., 1999). Apesar do BoHV-1 ser um dos agentes
infecciosos em que os reprodutores devem ser avaliados, antes de ingressarem como doadores de sémen
(segundo a Organizagdo Mundial de Saide Animal), a legislagdo nacional ainda carece de requisitos a respeito.
Assim, a Instrugdo Normativa N° 48 de 17 de junho de 2003 do MAPA néo estabelece que a IBR esteja dentre
0s requisitos sanitarios minimos para a produgdo e comercializacdo de s€émen bovino e bubalino no Brasil, apesar
desta exigéncia constar na Instrugdo Normativa N° 8 de 10 de margo de 2006, a qual estabelece que os animais
residentes em Centrais e cujo s€émen seja destinado a exportagdo, devem ser submetidos as provas diagnosticas e
apresentar resultado negativo para o BoHV-1.

Para que ocorra a transmissdo de um patdogeno ao embrido, € necessario que o agente esteja presente nas
células embrionarias (infec¢do embrionaria verdadeira), aderido ou associado a zona pelucida (ZP), ou presente
nos fluidos onde os embrides sdo recolhidos, manipulados, criopreservados ou transferidos (Wrathall, 1995;
Wrathall e Sutmoller, 1998).

A infeccdo viral de células embrionarias ird comprometer posteriormente o embrido, o feto ou,
subsequentemente, o animal recém-nascido. Nesse tipo de infeccdo, o patdgeno pode estar associado ao ovocito
ou ser carreado para o seu interior durante o processo da fecundagdo, por meio da fusdo com o espermatozoide
contaminado (Wrathall e Sutméller, 1998).

O BoHV-1 pode estar presente em materiais biologicos utilizados em biotecnologias da reprodugéo
assistida. Bielanski et al. (1993) salientaram que os embrides positivos para o0 BoHV-1 estiveram associados ao
fluido folicular também positivo. Estes achados salientam a importancia de garantir a biosseguranga de materiais
biologicos utilizados na PIV.

Ademais, sdo também consideradas fontes de contaminag@o os materiais de origem animal utilizados
para suplementagcdo dos meios de cultura, as células somaticas utilizadas na matura¢do e/ou manutengdo dos
embrides, os meios de lavagem, além do proprio profissional, instrumentos ou equipamentos (Galuppo, 2005).

Vale ressaltar que existem diferengas na relagdo de patdogenos com embrides produzidos in vivo ou in
vitro, tendo em vista que embrides desenvolvidos pela FIV diferem morfologica e fisiologicamente daqueles
fertilizados in vivo (Wright e Ellington, 1995). Segundo Bielanski (2006), as técnicas de fertilizagdo in vitro
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possuem riscos especificos quanto a transmissao de patégenos, devido as condicdes artificiais de cultivo, que s@o
substancialmente diferentes daquelas encontradas in vivo.

Adicionalmente, Vanroose et al. (2000) relatam que a ZP possui peculiaridades diferentes, dependendo
do tipo de embrido. Neste contexto, alguns patdgenos sdo capazes de aderir mais prontamente em embrides
produzidos in vitro do que in vivo (Thibier, 2011). Também Pollard e Leibo (1993) relatam que a dissolugdo da
ZP pela enzima pronase ¢ mais lenta em embrides produzidos in vivo (387 segundos) do que nos produzidos in
vitro (132 segundos), caracterizando que existem diferengas na estrutura da mesma.

A Zona Pelicida como barreira mecanica e veiculo passivo para o virus

A Zona Peltcida (ZP) ¢ uma matriz extracelular unica que envolve o ovoécito e também o embrido em
sua fase inicial conferindo especificidade na fertilizagdo, bloqueio a polispermia e protecdo durante os estadios
iniciais do desenvolvimento embrionario. Segundo Stringfellow e Givens (2000a), a maioria dos patdogenos ¢
incapaz de penetra-la quando intacta.

Os virus ndo s@o capazes de replicar na ZP em si, uma vez que se trata de uma estrutura acelular.
Adicionalmente, Vanroose et al. (2000) relatam que a estrutura da ZP dos embrides bovinos ndo permite que os
virus BoHV-1 e BVD transpassem essa barreira. Segundo Wrathall e Sutméller (1998), a penetragdo do virus
pela ZP ¢ improvavel, pois os canais da ZP deixados pelas expansdes das células da corona radiata ou pela
passagem do espermatozoide se fecham muito rapidamente

Contudo, o risco de infecg@o viral ndo deve ser excluido uma vez que, ainda que ndo transpassem, as
particulas virais podem ser retidas nas camadas mais externas da ZP, podendo penetrar no ovdcito no momento
da fertilizagdo (Bowen, 1979). Além disto, eles podem atravessar a membrana plasmatica e infectar o embriao,
quando o mesmo ja ndo estd sob a protecdo da ZP (Bielanski, 2006; Ponsart e Pozzi, 2013).

Conforme relatado anteriormente, apesar da maioria dos agentes infecciosos ndao serem capazes de
penetrar na ZP intacta, especialmente virus, podem aderir-se a essa estrutura, ocorrendo a infec¢do do embrido
no momento da sua eclosdo. Entretanto, os virus aderidos a superficie da ZP sdo vulnerdveis a tratamentos
especificos, com o objetivo de remové-los ou inativa-los. Neste contexto, a IETS descreve a necessidade de
utilizar a tripsina no tratamento dos embriGes, a qual demonstra ser efetiva apos exposi¢do a diferentes patdgenos
bovinos (Stringfellow e Givens, 2000b). Os tratamentos realizados com o objetivo profilatico podem ser
realizados com sucesso, ainda que em alguns casos ndo tornem os embrides completamente livres do virus
(Wrathall e Sutmdller, 1998; Bielanski e Lalonde, 2009).

Todavia, vale ressaltar que existem relatos contraditorios a respeito. Assim, Stringfellow e Givens
(2000b) relatam que ha patogenos infecciosos, dentre eles o BoHV-1, que podem permanecer associados a
embrides bovinos produzidos in Vvivo ou in vitro, mesmo apds exposi¢do a tripsina, de acordo com as
recomendagdes da IETS. Em uma revisdo apresentada, estes autores ressaltam que embrides derivados in vivo e
expostos a0 BoHV-1 ndo apresentaram mais o agente viral apos a exposi¢do a tripsina. Porém, o virus
permaneceu associado aos embrides produzidos in vitro. Eles destacam a relativa ineficacia dos procedimentos
de lavagem, mesmo com a tripsina, o que gera preocupagdes legitimas.

Diante destas consideragdes, ressalta-se que, enquanto esta claro que a ZP intacta atua como barreira
mecanica que protege as células embriondrias da maioria dos patdgenos, ela também pode agir como veiculo
passivo do BoHV-1, j& que o mesmo pode aderir-se a ZP ¢ infectar o embrido apos a eclosdo.

O diagnéstico viral

Os sinais clinicos relacionados a reprodugdo e associadas ao herpesvirus bovino -1 s@o diversos e
semelhantes a outras doengas infecciosas de natureza reprodutiva, como por exemplo, a Diarreia Viral Bovina.
Desta forma, ¢ limitado o diagnostico presuntivo, baseado nos sintomas provocados pelo virus (Bielanski et al.,
1993; Givens et al., 2006).

Durante as infec¢des agudas, as quais manifestam evidéncias clinicas de atividade viral, devem ser
coletadas amostras de secre¢des como suabes nasais, oculares, vaginais, de prepucio ou coletadas das areas com
lesdes evidentes. Também podem ser coletados tecidos (traqueia, pulmdes), fetos abortados ou tecidos dos
mesmos (pulmdes, figado e rins) (Franco e Roehe, 2007).

Usualmente, os testes sdo baseados na detecgdo do agente viral (testes diretos) ou na detecgdo de
anticorpos anti-BoHV-1 (testes indiretos). Considera-se “padrdo ouro” de diagnostico viral, o isolamento em
cultivo celular. As células de linhagem continua (células de derivadas de rins de bovinos — MDBK) sdo a mais
utilizadas para o isolamento viral, em razdo da sua praticidade. O BoHV-1 ap6s o seu isolamento produz efeito
citopatico na cultura celular, podendo o seu crescimento e titulagdo serem monitorados por este tipo de atividade
bioldgica. Entretanto, apds o isolamento e observagdo do efeito citopatico, ¢ necessario a confirmacdo da
identidade antigénica do BoHV-1 por meio de ensaios de imunofluorescéncia ou imunoperoxidase (Flores e
Cargnelutti, 2012).

Também pode ser utilizada a reagdo da polimerase em cadeia (PCR), seguida de sequenciamento parcial
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do genoma viral. A identificagdo do DNA do BoHV-1 por meio da PCR apresenta vantagens relacionadas a
sensibilidade e especificidade, bem como na praticidade e rapidez de resultados. A PCR também possibilita a
amplificacdo de segmentos do genoma viral diretamente das amostras clinicas utilizadas para o diagnostico.
Entretanto, vale ressaltar que, na fase de laténcia viral, a PCR ndo é capaz de detectar o virus em amostras que
ndo se originam dos sitios de laténcia.

Outra aplicagdo da PCR, no contexto da reproducdo, é a deteccdo de baixa concentragdo viral em
embrides e fluidos uterinos, o que nem sempre é possivel de ser detectado pelo método de isolamento. Esta
condicdo torna esta ferramenta indispensavel para a avaliagdo da sanidade dos embrides produzidos por
biotécnicas da reprodugdo (Givens et al., 2001).

Adicionalmente, deve ser destacado a técnica de PCR em tempo real, sendo considerada mais sensivel e
especifica do que a PCR convencional, possibilitando a quantificagdo da carga viral em amostras analisadas.

Fora do periodo da doenga clinica (infec¢do aguda), pode-se realizar exames soroldgicos como forma
indireta de identificagdo do BoHV-1. As técnicas sorologicas mais empregadas no diagnostico sorologico sdo a
ELISA e a soroneutralizacdo. Ambas sdo altamente sensiveis e podem oferecer também resultados quantitativos.
Uma grande vantagem inerente a técnica esta relacionada ao diagnostico indireto de atividade viral durante a
fase de laténcia. O animal nunca vacinado contra 0 BoHV-1 e fora do periodo de 6 meses da imunidade passiva
(Hubner et al., 1996) pode ser considerado portador cronico do virus, se positivo em testes sorologicos.

Contudo, algumas limita¢des inerentes aos testes sorologicos empregados para BoHV-1 devem ser
consideradas. Os testes sorologicos ndo diferenciam animal vacinado de naturalmente infectado, ndo devendo ser
empregadas em rebanhos recentemente vacinados. Também ¢é importante ressaltar que estes tipos de testes ndo
diferenciam anticorpos anti-BoHV-1 e anti-BoHV-5 (Delhon et al., 2003).

Outra importante limitagdo que deve ser mencionada esta relacionada as interpretagdes dos testes
soroldgicos, durante a fase aguda da doenga em um rebanho. A detec¢do de anticorpos em uma amostra isolada
de soro possui pouco significado de diagnostico para o curso da doenca clinica. A deteccdo de um unico animal
soropositivo em um teste isolado, indica somente que o animal teve contato prévio com o BoHV-1, seja por
infeccdo natural ou por vacinagdo (Franco e Roehe, 2007). O status soroldgico do rebanho (prevaléncia e titulo
médio dos anticorpos) associado ao quadro clinico podem auxiliar o diagnostico se empregados em uma
amostragem consideravel do rebanho. A simples definicdo de sorologia positiva para BoHV-1 ndo diagnostica
quadro de doenca clinica. Este tipo de interpretacdo vem ocorrendo erroneamente com frequéncia pelos
profissionais de campo.

E importante mencionar o emprego das técnicas de histologia no diagndstico viral. Assim, a
histopatologia e a imunohistoquimica podem ser empregadas como ferramentas de suporte de diagndstico nos
casos de abortamento, doengas respiratorias e neurologicas associadas ao BoHV-1. A histopatologia pode definir
a gravidade da lesdao causada pelo virus, bem como inferir sobre o grau de patogenicidade do isolado viral. A
imunohistoquimica proporciona marca¢do de antigenos virais associadas as lesdes, definindo com total
seguranca a etiologia do agente infeccioso causador da lesdo.

Na literatura ha descricdo de diversas técnicas de diagnostico para BoHV-1, sendo muitas ainda nio
aplicaveis em maior escala. Contudo, os testes de diagndstico vém sendo aprimorados, visando a simplificacéo
dos procedimentos, assim como minimizar os diagnosticos inconclusivos dos agentes virais, incluindo o BoHV-
1.

Consideracdes sobre os diferentes tipos de vacinas disponiveis

Estudos relatam que este agente viral estd amplamente disseminado na pecuaria nacional (Durham e
Hassard, 1990; Rocha et al., 2001; Cowley et al., 2011; Piosevan et al., 2013; Rebougas et al., 2014). Entretanto
deve ser ressaltado que varios trabalhos utilizam rebanho vacinados, cuja resposta sorologica ¢ indistinguivel
daquela induzida pela infec¢@o natural (Flores et al., 2000; Pritchard et al., 2003).

De acordo com a OIE (2010), paises como Suécia, Sui¢a, Finlandia ¢ Austria adotaram um programa de
vacinacdo e reduziram a prevaléncia de BoHV-1. No Brasil, a vacinagdo é voluntaria e ha varias empresas que
comercializam as vacinas contra o BoHV-1. Normalmente, sdo formuladas em associagdo com outros antigenos
(BVD tipo I e II, PI3, BRSV ¢ Leptospira spp). Em sua grande maioria, as vacinas sdo comercializadas na forma
inativada. Recentemente, as vacinas nas formas atenuadas termossensiveis também tém sido comercializadas no
Brasil.

Existem também vacinas geneticamente marcadas que oferecem a possibilidade de diferenciacdo
soroldgica de animais vacinados de naturalmente infectados (Xiao et al., 2004, Muylkens et al., 2007).
Entretanto, este tipo de vacina ainda ndo esta disponivel para comercializa¢ao no Brasil.

As vacinas vivas geneticamente atenuadas e as inativadas sdo capazes de prevenir o desenvolvimento de
sinais clinicos e reduzem a reexcrec¢do viral devido a resposta imune primaria, porém nao previnem a infec¢ao a
campo. As vacinas inativadas apresentam vantagens frente as atenuadas uma vez que ndo possibilitam
capacidade de replicagdo viral nas células dos hospedeiros ndo provocando, deste modo, abortamento, risco de
reversdo da viruléncia e de infecg@o latente pela cepa vacinal (Jones et al.,, 2011). Todavia, a duracdo da
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imunidade conferida por estas vacinas ¢ geralmente inferior as vacinas vivas modificadas. As vacinas vivas
geneticamente atenuadas induzem uma rapida resposta e imunidade duradoura. Entretanto, este tipo de vacina
possui potencial abortivo e ndo pode ser usado em vacas prenhas (Nandi et al., 2009). A vacina viva
comercializada no Brasil é considerada biossegura para vacas prenhas, uma vez que o virus vacinal, apesar de
vivo, € um mutante termossensivel.

No Brasil ndo existe nenhum tipo de regulamentagio especifica definindo o grau de imunidade exigido
para as vacinas contra 0 BoHV-1. Por um longo periodo, pesquisadores da area ainda apresentavam duvidas na
eficacia das vacinas nos parametros reprodutivos. Entretanto, trabalhos recentes vem demonstrando uma relativa
eficacia frente aos aspectos reprodutivos por meio de desafio experimental (Walz et al., 2017) ou
experimentag¢do a campo (Pereira et al., 2013). Vacas vacinadas contra o0 BoHV-1 vém apresentando menores
perdas gestacionais e maiores taxas de prenhez (Aono et al., 2013). Anziliero et al. (2015) testaram sete vacinas
comercializadas no Brasil contra o BoHV-1, cinco inativadas com adjuvantes diferentes, uma viva atenuada
termossensivel e uma vacina viva quimicamente alterada. Todas induziram anticorpos com atividade
neutralizante contra 0 BoHV-1, sendo considerado que a vacina viva atenuada termossensivel apresentou maior
indugdo de titulos de anticorpos neutralizantes. Adicionalmente, Newcomer et al. (2017) por meio de um estudo
de metanalise, demonstraram que tanto a vacina inativadas quanto a viva modificada diminuem o risco de
abortamento. #

Embora as vacinas nos ultimos anos tém evoluido quanto a sua eficacia, a vacinac¢do ainda nao impede a
circulacdo do BoHV-1 entre os rebanhos vacinados e o desenvolvimento da infecgdo latente. Destarte, novos
estudos ainda devem continuar no aprimoramento dos métodos vacinais, tecnologias de produgdo, adjuvantes,
doses e protocolos de vacinagao.

A relacio do virus com estruturas e 6rgiios genitais femininos (avancos e estudos em andamento)

Trata-se de uma doenga de elevada prevaléncia nos rebanhos brasileiros, razdo pela qual o nosso grupo
de trabalho vem atuando nesta linha de pesquisa nos ultimos anos. Conforme ja relatado, este grupo de trabalho
multidisciplinar é constituido basicamente por especialistas em Virologia, Biologia Molecular e Reproducdo
Animal, incluindo no contexto, orientados destes pesquisadores. Os estudos do Grupo estdo relacionados com a
interagdo do virus com oOrgdos genitais, incluindo o foliculo e o ovocito, face as escassas informagdes desta
interagdo.

Assim, este Grupo ja concluiu um Projeto de Pesquisa intitulado “Herpesvirus Bovino (BoHV-1) e sua
relacdo com o foliculo ovariano e a viabilidade de ovdcitos bovinos”, cujos resultados elucidaram aspectos
importantes a respeito.

Deste modo, trabalhando com vacas abatidas em frigorifico oriundas de rebanhos ndo vacinados, o
Grupo verificou que 83,6% dos animais eram soropositivos, corroborando com as pesquisas, as quais
demonstram que a infeccdo apresenta-se amplamente disseminada em rebanhos bovinos. Adicionalmente,
utilizando a técnica de PCR, foi encontrado o DNA viral também no tecido ovariano e em ovocitos de animais
soropositivos, além da presenca no sangue (Pereira et al., 2015). A deteccdo do DNA viral em ovarios e ovocitos
de animais soropositivos sugere uma atengdo especial quanto a distribui¢do do virus no organismo animal. Teria
o virus alguma afinidade por estas estruturas? Seria prematura esta afirmacéo, tendo em vista que os estudos
ainda sdo iniciais. Contudo, estes achados sugerem a necessidade de aprofundar os estudos a respeito.

No intuito de avaliar o efeito do virus na maturagdo ovocitaria, o Grupo realizou um estudo com vacas
ndo vacinadas contra 0 BoHV-1, as quais foram submetidas a coleta de ovdcitos por meio de aspiragdo folicular
guiada por ultrassom (OPU). Os animais soronegativos ndo apresentaram DNA do BoHV-1 tanto no sangue
quanto no pool de ovécitos. Entretanto, em fémeas soropositivas (infectadas naturalmente), observou-se reagéo
positiva por meio da Nested-PCR no pool de Complexos Cumulus Oophorus (COCs). Este achado contraria a
hipotese de que animais sorologicamente positivos, sem sintomatologia clinica seriam improvaveis de terem seus
orgdo genitais acometidos pela infeccdo do BoHV-1. Deste modo, estes animais sdo potenciais transmissores
deste virus por meio de COCs (Mendes et al., 2014).

Ademais, o Grupo avaliou a taxa de maturagdo nuclear de vacas soropositivas, ocorrendo influéncia
(P<0,05) do estado sorologico do animal (titulo de anticorpos) na taxa de maturacdo nuclear em ovocitos
bovinos. Os animais que apresentaram titulagdo média (16 a 32) e alta (64 a 512) apresentaram
comprometimento na taxa de maturagdo nuclear ovocitaria (48,4 ¢ 50,9%, respectivamente) quando comparados
aos animais controle, com taxa de maturacdo de 76,7%. Estes dados inferem a respeito do efeito deletério do
virus no desenvolvimento do ovécito, comprometendo a sua viabilidade.

Dando continuidade aos estudos ora citados, encontra-se em andamento outro projeto de pesquisa do
Grupo, intitulado “Capacidade de contaminagdo celular pelo Herpesvirus Bovino 1 em estruturas ovarianas e
deteccdo do agente em ovarios, tubas uterinas e utero de animais soropositivos”. Os resultados parciais ja obtidos
incrementam informagdes valiosas no entendimento da relagdo do virus com 6rgaos genitais.

Na primeira fase de execugdo deste projeto, utilizando animais ndo vacinados, verificou-se que 58%
apresentaram-se soropositivos. Um resultado parcial e importante no contexto da reproducdo foi a detecg¢do do
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BoHV-1 em ovarios, utero e tubas uterinas de animais soropositivos por meio da técnica de Microscopia
Confocal de Varredura a Laser. Adicionalmente, verificou-se a presenca de particulas virais em tecido ovariano,
uterino e tubarico, sendo em substancial quantidade no tecido ovariano. Tendo em vista que os resultados ainda
sdo parciais, seria prematura qualquer afirmacdo. Contudo, caso estas observacdes se consolidem, poderia
sugerir uma afinidade do virus com estes orgdos genitais, com destaque para o tecido ovariano.

O Grupo também esta iniciando estudos a respeito da capacidade de penetragdo celular do virus no
ovocito com as células do cumulus ao redor da zona peltcida, em células isoladas do cumulus e em ovocitos
desnudados de vacas soronegativas. As estruturas serdo incubadas in vitro com o BoHV-1 e posteriormente
analisadas por meio da técnica Microscopia Confocal de Varredura a Laser.

Dando continuidade aos estudos, o Grupo de trabalho estd também iniciando a execugdo de um projeto
intitulado “Detec¢do do Herpesvirus Bovino 1 em muco vaginal de fémeas bovinas e sua relagdo com a laténcia
no ganglio sacral”, no intuito de dar continuidade aos estudos da relacdo do virus com os 6rgaos genitais da vaca.
Espera-se verificar possivel relacdo da laténcia do BoHV-1 no ganglio sacral com a infec¢do genital de fémeas
bovinas, considerando a proximidade de ambas estruturas.

Os resultados obtidos até o presente momento, associados aos obtidos com a continuidade destes
estudos poderdo fornecer subsidios e informacdes quanto a patogenia do virus, especificamente relacionado aos
orgdos genitais femininos. Possivelmente também sugerir um tropismo do virus por estruturas e 6rgdos genitais
femininos, dependendo dos resultados obtidos pelos estudos em andamento.

Costa et al. BoHV-1 (o virus da IBR) e sua relagdo com estruturas e orgaos genitais da fémea bovina.

Conclusoes

A Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) apresenta expressiva prevaléncia no mundo. Dentre os
prejuizos causados pela doenga, destaca-se o comprometimento substancial na eficiéncia reprodutiva de
rebanhos. Diante disto, ressaltamos a relevancia dos estudos que visem um maior entendimento da relacdo do
virus com estruturas e 6rgaos genitais femininos.
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