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RESUMO - Atransferéncia de embries bovinos é uma
biotécnica da reprodugao animal, amplamente difundida
no Brasil, que tem possibilitado a produgao de embrides
com alto potencial genético. Considerando a difuséo
da técnica e o grande nimero de embriées gerados e
distribuidos, no aspecto sanitario, devem ser avaliados
os riscos da disseminag¢ao de agentes infecciosos da
esfera reprodutiva. O herpesvirus bovino 1, responsavel
pela rinotraqueite infecciosa bovina, e o virus da diarréia
viral bovina, causador da diarréia viral bovina, sao dois
virus capazes de infectar embrides por meio das fémeas
doadoras e/ou do material biolégico relacionado a
técnica.
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ABSTRACT - The bovine embryo transfer is an animal
reproduction biotechnique widely diffused in Brazil that
has been allowing the production of embryos with high
genetic potential. Considering the technique diffusion and
the high number of produced and distributed embryos,
in the sanitary aspect its use in wide scale can
contribute with risks of infectious diseases
dissemination. Bovine herpesvirus 1 and bovine viral
diarrhea virus, respectively, the etiological agents of
the infectious bovine rhinotracheitis and bovine viral
diarrhea are two potential viruses able to infect
embryos through donator females and/or biological
materials related to the technique.

Key-words: cattle, embryo transfer, bovine herpesvirus
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Introducao

Com um rebanho estimado em mais de 195 milhdes
de cabecas o Brasil possui 0 maior rebanho comercial
de bovinos do mundo (MAPA, 2003). Nos ultimos anos,
com o desenvolvimento de biotécnicas da reprodugao
animal, o pais tem se destacado mundialmente pelo
elevado nimero de embrides bovinos produzidos tanto
in vivo quanto in vitro (THIBIER, 2002 e 2004).

Dentre as biotécnicas da reproducéo animal utilizadas
na bovinocultura destacam-se a inseminagao artificial
(IA), a transferéncia de embrides (TE) e a produgao in
vitro (PIV) de embrides. A TE tem sido utilizada com
éxito ha anos e caracteriza-se por ser um dos métodos
mais econdmicos e praticos para aumentar as taxas
empregadas para avaliar a eficiéncia reprodutiva de
fémeas com alto valor genético, tanto em rebanhos de
bovinos de corte quanto de leite. O emprego comercial
da TE tem aumentado consideravelmente. Esse
aumento é consegliéncia da demanda e também dos
avancos tedricos e préticos introduzidos em todas as
etapas de realizagdo da técnica, que compreendem
desde a coleta até a conservagao dos embrides
(REICHENBACH, 2003).

Aproximadamente 80-90% dos embrides bovinos
transferidos mundialmente nos Gltimos anos foram
obtidos por meio da TE. Essa técnica tem se
caracterizado como a mais utilizada para produzir
embrides vidveis, predominando sobre técnicas mais
recentes como a puncgao folicular (PF) e a PIV, que
compreendem os outros 10-20% dos embrides
transferidos comercialmente (THIBIER, 2004).

A TE foi realizada pela primeira vez em 1891 em
embrides de coelhos e, inicialmente, ndo despertou
muita atengdo. Em bovinos essa técnica foi realizada
com sucesso em 1951, porém somente tornou-se
comercialmente viavel a partir de 1970. Para isso,
contribuiram inimeros fatores e vantagens como: i) a
necessidade de melhoria genética; ii) a redugdo do
intervalo entre geragdes, com a produgao de maior
numero de crias; iii) a realizacao de pesquisas em todas
as espécies animais e iv) o controle de doengas
infecciosas (VIANA, 1990).

Transferéncia de Embrides e a Transmissao de
Doencas

A cada ano e com maior frequiéncia a TE tem se
tornado uma ferramenta basica em programas de
reprodugao de bovinos. Como conseqléncia natural
desse desenvolvimento observa-se o crescente
interesse na relagao entre a TE e a transmissao de
doencas infecciosas, bem como o estudo da interagao
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entre os embrides e 0s microrganismos patogénicos.
Os agentes infecciosos presentes no trato reprodutivo
dos bovinos podem reduzir o nimero e a qualidade dos
embrides produzidos, resultando em doencas nas
receptoras e nos animais nascidos, além de poderem
alterar significativamente resultados de experimentos e
pesquisas relacionados ao desempenho de novas
tecnologias da reprodugao animal (STRINGFELLOW
e GIVENS, 2000a).

No processo de transferéncia, o embrido,
relacionado com o estado de sanidade da doadora, o
sémen e a receptora sdo as trés principais fontes de
risco de transmissao de doengas. Cada uma dessas
fontes contribui de forma diferenciada para a
transmissdo de agentes infecciosos pela TE (LAGE,
1999). Por isso, medidas sanitarias rigorosas, em todas
as etapas, sado vitais para assegurar 0 sucesso da
técnica. O transporte de embrides &, sem divida, muito
mais seguro que o transporte de animais ou sémen e,
por essa razao, o potencial de propagacao de doencgas
infecciosas por meio dos embrides é de consideravel
interesse (WRATHALL e SUTMOLLER, 1998).

Para que um microrganismo patogénico possa ser
transmitido pela TE é necesséario que ocorra uma
seqliéncia ininterrupta de eventos incluindo: i) a
exposi¢ao do embriao ao microrganismo; ii) a continua
associagdao do patégeno com o embriao; iii) a
manutenc¢do da infectividade do microrganismo mesmo
nas condi¢gdes de manipulagdo e processamento do
embrido; iv) a dose infectante do patdégeno e v) a
susceptibilidade da receptora. Em 2004 o Sub-comité
de Pesquisa da Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides (International Embryo
Transfer Society —IETS—-) revisou os dados disponiveis
de pesquisas e também de informac¢des de campo
sobre o potencial de risco de transmissao de doencas
infecciosas via embrides produzidos in vivo (OIE, 2005).
Para a categorizacao dos agentes infecciosos foram
consideradas varias questdes dentre as quais as mais
relevantes foram:

i) Qual a natureza da doenga? Por exemplo, o agente
etiolégico & um patégeno uterino? Ele também ocorre
no sangue? Ele pode persistir no sangue? Animais
assintomaticos eliminam o patégeno? Qual a dose
infecciosa minima?

i) O agente patogénico tem sido encontrado no
ovario, oviduto ou Utero? Em caso positivo esse achado
foi acidental ou como conseqiiéncia da patogenia da
doenga?

iii) A presenga do agente etiol6gico no ambiente
reprodutivo é consistente com a obten¢ao de embrides
vidveis?

iv) O agente etioldgico tem sido encontrado em
liquidos de lavagens e/ou aderido a zona pellcida (ZP),
ou tem a capacidade de atravessar a ZP intacta? Ele
pode ser removido por meio de lavagens do embriao?
Tratamentos especiais (ex. tripsina) tém a capacidade
de remové-lo ou inativa-lo?

Com base nas respostas e considerando, em todas

as situagdes, que os embrides foram adequadamente
manipulados, desde a coleta até a transferéncia,
seguindo-se rigorosamente as normas constantes no
manual da IETS para transferéncia de embrides, os
agentes patogénicos foram distribuidos em quatro
categorias:

i) Categoria 1: Estao incluidas aquelas doengas ou
microrganismos para os quais ha suficientes evidéncias
de que o risco de transmissao é negligenciavel. Para a
espécie bovina nessa categoria estao incluidas as
seguintes doengas: Lingua Azul, Encefalopatia
Espongiforme Bovina, Brucelose, Leucose Enzodtica
Bovina, Febre Aftosa e Rinotraqueite Infecciosa Bovina
(desde que o0 embrido seja adequadamente tratado com
tripsina).

ii)y Categoria 2: Incluem-se nessa categoria aquelas
doengas para as quais ha evidéncias substanciais de
que o risco de transmissao também é negligenciavel.
Entretanto, com o objetivo de ratificar os dados
existentes ainda ha necessidade de informacgoes
adicionais, que poderdo ser obtidas por meio da
avaliagao de maior nimero de transferéncias. Nessa
categoria nao sao listadas doengas caracteristicas da
espécie bovina.

iii) Categoria 3: S&o relacionadas aquelas doengas
para as quais as evidéncias preliminares indicam que o
risco de transmissao pode também ser negligenciavel.
Entretanto, ha necessidade de dados experimentais
obtidos tanto in vivo quanto in vitro que possam ratificar
os achados preliminares. Em bovinos sao citadas as
seguintes doengas e/ou agentes patogénicos: virus da
imunodeficiéncia bovina, virus da diarréia viral bovina,
Haemophilus somnus, Mycobacterium
paratuberculosis, Neospora caninum e Peste Bovina.

iv) Categoria 4: Incluem-se nessa categoria aquelas
doencas para as quais ainda nao sao disponiveis dados
suficientes para que haja uma conclusao sobre os riscos
de transmissado ou ainda, aquelas doengas para as
quais, em embrides manipulados de forma inadequada,
os riscos de transmissdo via transferéncia de embrides
nao podem ser negligenciados. Em bovinos estao
incluidos nessa categoria agentes virais (virus da
estomatite vesicular, virus akabane, herpesvirus bovino
4, enterovirus bovino, virus parainfluenza 3), bacterianos
(Ureaplasma /| Mycoplasma spp, Anaplasma sp,
Chlamydia psittaci, Escherichia coliO9;K99, Leptospira
borgpetersenii sorovar hardjobovis, e Mycobacterium
bovis) e um protozoario (Trichomonas foetus).

A Transferéncia de Embrioes e os Virus

Desde o advento da comercializagdo da TE
questiona-se sobre o risco da infecgao e os possiveis
efeitos patogénicos, particularmente dos virus, em
embrides de pré-implantacédo e a possibilidade de sua
transmissao por meio dessa técnica (FRAY et al., 2000).

O virus da diarréia viral bovina (bovine viral diarrhea
virus —-BVDV-) e o herpesvirus bovino 1 (bovine
herpesvirus 1 — BoHV-1-) causadores,
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respectivamente, da diarréia viral bovina (BVD) e da
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), estdo entre os
agentes infecciosos mais importantes devido aos
transtornos reprodutivos ocasionados em bovinos. A
BVD e a IBR sao duas doengas infecciosas
economicamente importantes, de grande disseminagao
e dificil controle, que estdo amplamente disseminadas
nos rebanhos bovinos de corte e de leite tanto do Brasil
quanto da maioria dos paises onde a pecuaria bovina é
uma importante atividade econémica (RICHTZENHAIN
et al., 1999; RUDAN et al., 1999; MEDICI et al., 2000;
TAKIUCHI et al., 2001; FLORES et al., 2005).
Considerando a freqiéncia de ocorréncia, a
epidemiologia € que ambas as infecgées podem
comprometer diretamente os desempenhos produtivo
e reprodutivo dos animais infectados, causando perdas
econdmicas significativas a pecudria bovina, essas duas
viroses sao motivo de preocupacao tanto de técnicos
quanto de pecuaristas com relagdo ao seu impacto
negativo na TE (HOUE, 1999; STRINGFELLOW e
GIVENS, 2000a; TAKIUCHI et al., 2005).

Virus da diarréia viral bovina (BVDV): O BVDV
pertence a Familia Flaviridae, Género Pestivirus e é
constituido por &cido nucléico RNA fita simples de
polaridade positiva. As caracteristicas de replicagéo do
BVDV em cultivo celular (in vitro) possibilitam a
classificagdo das estirpes virais em biotipo citopatico
(CP), que ocasiona efeito citopatico, e em biotipo néo-
citopatico (NCP), que néo induz lise celular. O biotipo
NCP é o mais importante e o mais freqliente e deveria
ser considerado o genuino pestivirus. Esse biotipo possui
a habilidade de atravessar a placenta em um periodo
no qual o sistema imune fetal ainda néo esta
completamente formado (40-110 dias de gestacao) e,
nesse periodo, o virus é reconhecido como préprio (self)
pelo hospedeiro. Nessa situagado, desenvolve-se
infeccdo persistente e os animais tornam-se
imunotolerantes e persistentemente infectados (PI) pelo
BVDV. Os animais Pl sdo a principal fonte de
disseminagao e de infecgao pelo BVDV nos rebanhos.
O biotipo CP, que induz vacuolizagao e morte celular, é
comumente associado ao quadro clinico conhecido
como “Doencga das Mucosas”. Essa forma de
apresentagao clinica é grave e quase sempre fatal e
somente ocorre em animais Pl apds uma re-infecgao
ou, mais comumente, apds um processo de mutagao
da estirpe NCP em CP (NETTLETON e ENTRICAN,
1995).

O BVDV é responsavel por inimeras sindromes
clinicas incluindo infec¢des entéricas e respiratorias
agudas, assim como outros sinais clinicos associados
aos efeitos imunodepressivos decorrentes da infecgao
viral. Com relacdo a esfera reprodutiva o BVDV ¢é
considerado o principal patégeno da reprodugdo em
bovinos e os efeitos deletérios mais importantes da
infeccdo ocorrem nos embrides. Com freqiéncia, a
primo-infecgdo de uma fémea gestante, soro-negativa
para o BVDV, pode ocasionar mortalidade embrionaria
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e/ou fetal, mumificagao fetal, efeito teratogénico e o
nascimento de bezerro fraco, com peso corporal abaixo
da média da raga (NETTLETON e ENTRICAN, 1995;
FRAY et al., 2002; NISKANEN et al., 2002).

Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1): O BoHV-1 pertence
a Familia Herpesviridae, Subfamilia
Alphaherpesvirinae, Género Varicellovirus e
caracteriza-se pelo ciclo replicativo rapido (24-48 h),
acompanhado de lise das células infectadas. Ainfecgao
caracteriza-se por diversas formas clinicas que
comprometem os sistemas respiratério e reprodutivo.
O BoHV-1 pode ocasionar repeti¢ao de cios a intervalos
regulares/irregulares, abortamentos, natimortalidade,
mortalidade perinatal, redugdo na fertilidade e
infertilidade temporaria devido a infecgao uterina. O
BoHV-1 pode também determinar lesdes necrosantes
nos ovarios, principalmente se a infecgdo ocorrer no
periodo da ovulagao, afetando o corpo Iuteo em
formagéo, com consequente queda na concentragao
de progesterona, resultando em falha na prenhez
(MILLER e VAN DER MAATEN, 1986).

Apés a primo-infecgéo, a laténcia viral, que é a
principal caracteristica biol6gica dos herpesvirus, induz
nos animais o estado de portadores e transmissores
potenciais do virus devido aos episddios de reexcrecao
viral. O virus mantém-se em ganglios periféricos,
persistindo assim durante toda a vida do animal. Sob
condigdes de estresse ou de terapia com corticéide o
BoHV-1 pode ser reativado, com consequente liberagao
de particulas virais infectantes (STRAUB, 1990).

Infeccao dos embriées pelo BVDV e BoHV-1:
Segundo WRATHALL e SUTMOLLER (1998), para que
uma doenca infecciosa seja transmitida pela TE o
agente etiolégico deve estar presente nas células
embrionarias (infeccdo embrionaria verdadeira), em
associacado com a ZP e/ou nos diferentes fluidos que
envolvem o embrido.

Ainfecgao viral em células embrionarias é, ao menos,
uma possibilidade muito importante a ser considerada.
Uma das possiveis formas dessa infec¢éo & por meio
dos gametas, podendo comprometer o embrido, o feto
ou, subseqlientemente, o animal recém-nascido. Nesse
tipo de infecgao o patégeno pode estar associado ao
od6cito, no momento da fertilizagao, ou ser carreado para
0 seu interior por meio da fusdo com o espermatozéide.
Desse modo, a infec¢ao pode ocorrer antes ou durante
a fertilizagdo (WRATHALL e SUTMOLLER, 1998).

Embora exista a evidéncia da presenga do BVDV
em oécitos e em células do cumulus oophorus dos
foliculos em desenvolvimento de vacas Pl, poucos
patdégenos, entre eles os virus, tém sido apontados como
agentes causadores de infecgdo nos odcitos. Muitos
microrganismos que podem ser encontrados no sémen,
na realidade ndo estdo associados aos
espermatozoides e sim, livres no fluido seminal ou em
leucocitos. Portanto, em contraste com a real
possibilidade de transmissdo de doengas, 0 uso de



81

Impacto do herpesvirus bovino 1 e do virus da diarréia viral bovina na transferéncia de embrides

sémen contaminado, quando adequadamente
processado de acordo com as normais sanitarias
internacionais, oferece risco sanitario minimo para os
embrides (STRINGFELLOW e GIVENS, 2000a).

Outra forma de infecgdo dos embrides é
representada pelos virus presentes no trato reprodutivo
da fémea, tanto como resultado da infecgao do tecido
ovariano, quanto dos fluidos que envolvem os embrides
in vivo no ovario, oviduto ou UteroDevido ao continuo
contato com o embrido, desde o momento da coleta
até a transferéncia, todos os fluidos utilizados in vitro
para a lavagem, cultura e congelamento também podem
ser fontes de contaminagao viral, estabelecendo estreita
proximidade com o embrido até o momento da
transferéncia (STRINGFELLOW e GIVENS, 2000b).

Com relagéo a infecgdo do embrido em seu ambiente
in vivo ou in vitro, um dos principais pontos de resisténcia
aos patogenos é a ZP. A ZP é uma matriz extracelular
Unica que envolve o oécito e também o embrido em
sua fase inicial, e que confere especificidade na
fertilizagao, bloqueio a polispermia e prote¢ao durante
os estadios iniciais do desenvolvimento embrionario. A
maioria dos patégenos é incapaz de penetrar a ZP
intacta e infectar as células dos embrides coletados
(STRINGFELLOW e GIVENS, 2000c).

Na TE a doadora, a receptora e o embrido sao todos
hospedeiros potenciais de infecgdao. Os agentes
etiolégicos de doencgas infecciosas podem ser
intrinsecos ou extrinsecos ao hospedeiro. Sendo o
embrido o principal hospedeiro a ser considerado, o0s
fatores intrinsecos mais importantes séo a resisténcia
primaria, conferida pela ZP, e a resisténcia secundaria,
promovida pela idade do embrido, que na coleta para a
transferéncia em bovinos é de seis a oito dias, ou seja,
antes da eclosao da ZP. O embrido com a ZP intacta, e
livre de material aderente, € mais propenso a estar livre
de microrganismos infecciosos (STRINGFELLOW e
GIVENS, 2000a).

ARCHBALD et al. (1979) avaliaram os embrides
produzidos por vacas superovuladas e que foram
inoculadas com o BVDV no lumen dos cornos uterinos
sete dias ap6s a |A. Oito dos 12 embrides, colhidos trés
dias ap6s a inoculagao, apresentavam inicio de
degeneracao. A ZP, quando observada ao microscopio
eletrénico, mostrava-se normal. Porém, aderidas a ZP
foram observadas estruturas morfologicamente
semelhantes ao virus. Embora esse estudo tenha sido
pioneiro na exposi¢ao in vivo de embrides ao BVDV, a
degeneragcdo do embrido nao significou
necessariamente a infeccao e sim, foi o resultado do
desenvolvimento de um ambiente uterino hostil, com
consequente inibicdo do desenvolvimento embrionario
normal.

Outro estudo demonstrou a ineficiéncia reprodutiva
de sete doadoras PI, ocasionada pela ndo resposta a
superestimulagdo, com consequentes falhas nas
concepgdes (BROCK et al., 1997).

Embrides com a ZP intacta, provenientes de
doadoras natural ou artificialmente infectadas, foram

experimentalmente contaminados in vitro com BoHV-
1, BVDV, virus da lingua azul ou com o virus da febre
aftosa, seguindo-se um periodo de cultivo que permitisse
areplicagao viral. Ap6s a exposicao os embrides foram
lavados para a diluicdo dos agentes virais e tratados
com tripsina, de acordo com as recomendacgdes da IETS
e nenhum desses embrides de pré-implantagao
apresentou infecgdo. Esse resultado sugere que, em
embrides adequadamente manipulados, é altamente
improvavel que os virus sejam capazes de atravessarem
a ZP intacta e provocarem efeito deletério no
desenvolvimento embrionario (STRINGFELLOW e
GIVENS, 2000c).

Um fator a ser considerado com relagao as
inoculacdes experimentais realizadas in vitro é a forma
pela qual o virus interage com o embrido, pois essa
nunca serd igual ao ambiente in vivo. O meio no qual o
embrido fica exposto ao virus pode conter diferentes
concentragdes de enzimas, provenientes dos fluidos
oviductais e uterinos, alterando a interagao entre os dois
(BOOTH et al., 1999).

Entretanto, enquanto esta claro que a ZP intacta atua,
antes da eclosao, como barreira mecanica que protege
as células embrionarias da maioria dos patégenos, ela
também pode agir como veiculo passivo para os
mesmos. Apesar da demonstracdo de que a maioria
dos microrganismos patogénicos nao atravessa a ZP
intacta, alguns virus (ex. BoHV-1) podem aderir-se a
essa estrutura. Nessa situagao, pode ocorrer a infecgao
da receptora quando o embrido, juntamente com o virus
aderido, for transferido, assim como também a infecgao
do proprio embrido quando ocorrer a sua eclosdo. A
natureza dessa aderéncia e como a ZP atrai e carreia
o0 agente infeccioso é desconhecida e € uma area crucial
para futuras investigagdes. No entanto, quando aderidos
a superficie do embrido os virus somente sao
vulneraveis a tratamentos realizados com os objetivos
de remové-los ou inativa-los. Varios experimentos
demonstraram que, em embrides bovinos, os
tratamentos realizados com o objetivo profilatico podem
ser realizados com sucesso (WRATHALL e
SUTMOLLER, 1998; STRINGFELLOW, 1998; BOOTH
etal., 1999).

Estratégias de controle da infecgéo viral em embribes
transferidos: Somente trés virus, o virus da estomatite
vesicular, o BoHV-1 e o BoHV-4 foram associados com
a capacidade de aderéncia aos embrides bovinos
(STRINGFELLOW etal., 1991). AZP possui receptores
para esses virus que s6 podem ser inativados ou
removidos por tratamentos com soro hiperimune ou,
preferencialmente, com a enzima proteolitica tripsina.
Dois pontos importantes a serem considerados sobre o
tratamento com essa enzima é que ela nado é
recomendada para o controle de patégenos que nao
se aderem a ZP e que 0 seu uso nao deve substituir as
precaugdes sanitarias, que devem ser rigorosamente
observadas em todas as etapas da TE (GUERIN et al.,
1997; THIBIER, 2001).
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Na lavagem dos embrides obtidos in vivo e com a
ZP intacta, de acordo com as diretrizes descritas pela
IETS, o processo de 10 a 12 trocas do meio de lavagem,
em diluicdo de 1:100 entre elas, removera a maioria
dos microrganismos. Ressalta-se que tal procedimento
somente devera ser realizado em embriées com a ZP
intacta e livre de material aderente (STRINGFELLOW,
1998).

Segundo a IETS, atualmente ainda nao existem
métodos nado-letais disponiveis para avaliar a presenga
de agentes infecciosos nos embrides, anteriormente a
transferéncia para as receptoras. As opgdes para a
certificagao do estado de sanidade embrionéria incluem
testes especificos no animal doador, lavagem ou
tratamento dos embrides com tripsina e o teste de
amostras relacionadas com a coleta, que também
podem ser indicadoras da sanidade dos embrides
(STRINGFELLOW, 1998).

Entre as amostras a serem testadas estéo: i) o liquido
da coleta (“lavagem uterina”), que fornece a indicagao
da presenga de microrganismos patogénicos no Utero
da doadora que podem ocasionar a infecgcdo dos
embrides; ii) o0 meio de lavagem, que pode ser um
indicador da possivel exposicao das fémeas receptoras
aos patdégenos quando os embrides forem transferidos;
e iii) os o6citos ndo-fecundados e embrides néo-
transferiveis da mesma coleta. A analise desse material
visa a deteccdo dos patdégenos aos quais os embrides
transferiveis podem ter sido expostos e também avaliar
a eficiéncia do processo de lavagem.

Varios estudos tém sido conduzidos com o objetivo
de identificar a presenga de microrganismos
patogénicos em embrides bovinos com a ZP intacta,
ou em 6vulos e meio de lavagem uterina recuperados
de doadoras infectadas ou soropositivas. Os resultados
dessas analises tém demonstrado que agentes
infecciosos podem ser freqientemente encontrados no
liquido de lavagem e/ou de tratamento com tripsina.
Porém até o momento, esses microrganismos nao
foram isolados dos embrides ou évulos, indicando assim
a efetividade do processo de lavagem
(STRINGFELLOW e GIVENS, 2000b).

Vérias técnicas tém sido empregadas para o
diagnéstico das doencgas virais que comprometem a
eficiéncia da reproducdo em bovinos. Entre elas
observa-se grande variabilidade nas taxas de
sensibilidade e especificidade, bem como de praticidade
e rapidez de resultados. Os recentes avangos em
métodos de biologia molecular tém proporcionado novas
oportunidades para a realizagéao do diagnéstico de uma
gama de microrganismos de forma sensivel, especifica
e rapida. A técnica mais utilizada com esse objetivo tem
sido a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) que
possibilita a amplificagdo de segmentos do genoma viral
a partir de diferentes tipos de material biolégico. Mesmo
0s virus que apresentam o estado de laténcia, como é
0 caso do BoHV-1, ou que tenham sido inativados,
podem ser detectados pela PCR (TAKIUCHI et al., 2003
e 2005; PILZ et al., 2005).
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A PCR vem sendo adotada em todo o mundo para o
diagnéstico e também para a realizagao de analises
moleculares de microrganismos patogénicos
particularmente devido a sua especificidade,
sensibilidade e rapidez de resultados, que podem ser
obtidos em até 24 h. APCR é também uma alternativa
pratica capaz de detectar a presenca de virus nos mais
variados tipos de amostras biolégicas. APCR apresenta
vantagens adicionais quando comparada ao isolamento
viral em cultivo celular, pois essa técnica além de
laboriosa exige a presenga de particulas virais viaveis,
ou seja, infectantes (MEYER et al., 2003; TAKIUCHI et
al., 2005). APCR possibilita ainda a detec¢éo de baixos
titulos virais em embrides, fluidos uterinos e liquidos de
lavagem, nem sempre detectados por uma série de
métodos de diagndstico, tornando-se dessa forma uma
ferramenta indispensavel para a avaliagao da sanidade
dos embrides produzidos pela técnica de TE (GIVENS
et al., 2001).

De acordo com a IETS, um amplo programa de TE
preconiza que os rebanhos de doadoras e receptoras
sejam avaliados quanto a possibilidade da ocorréncia
de algumas doencas infecciosas. E recomendavel que
tanto as doadoras quanto as receptoras, apresentando
ciclos normais, sejam examinadas com relagédo a saude
geral e reprodutiva. Todas as drogas utilizadas devem
estar de acordo com as regulamentagfes nacionais e
locais. O sémen a ser utilizado deve atender a todas as
recomendagdes técnicas vigentes no pais ou estarem
de acordo com as normas de comercializagao
internacional (MAPLETOF e STOOKEY, 1998).

A coleta dos embrides deve ser realizada em
condigbes de assepsia. Na coleta ndo-cirargica, o
perineo e a vulva devem ser higienizados antes da
introdugdo do cateter. Os liquidos, recipientes e
instrumentos utilizados na irrigagdo do Utero e coleta
dos embrides devem estar estéreis.

Em resumo, existem riscos teéricos para a
transmisséo de doengas infecciosas por meio da TE.
Entretanto, apesar do nimero consideravel de embrides
transferidos anualmente em todo o mundo, com as
recomendacdes da IETS constantes no Coédigo da
Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE), casos
comprovados de agentes infecciosos transmitidos por
meio de embrides in vivo ainda nao foram relatados
(THIBIER, 2001).

O uso de embrides processados (lavados e/ou
tratados com tripsina) justifica-se pelo: i) custo
relativamente baixo; ii) a facilidade de incorporagao no
esquema de producao de embrides e iii) a efetividade
demonstrada apdés a exposi¢do a uma gama de
diferentes patdgenos de bovinos (STRINGFELLOW e
GIVENS, 2000c).

Portanto, é de grande importancia a ética e a
exceléncia técnica dos responsaveis por esses
procedimentos. Nao somente as condutas técnicas
devem ser realizadas de acordo com as
recomendagbes. Também se faz necessaria a
certificagdo de que os meios, 0s reagentes e 0s
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equipamentos, assim como o ambiente de trabalho,
estejam livres de microrganismos infecciosos.

Agradecimentos

Os recursos financeiros utilizados para a realizagao
desse trabalho foram obtidos nas seguintes agéncias
de fomento a pesquisa: CNPq, CAPES e Fundacao
Araucaria (FAP/PR).

Referéncias

ARCHBALD, L.F.; FULTON, R.W.; SEGER, C.L.; AL-
BAGDADI, F.; GODKE, R. Effect of the bovine viral
diarrhea (BVD) virus on preimplantation bovine embryos:
a preliminary study. Theriogenology, v.11, p.81-88, 1979.

BOOTH, P.J.; COLLINS, M.E.; JENNER, L. Association of non-
cythopatogenic BVDV with bovine blastocysts: effects of
washing, duration of viral exposure and degree of blastocyst
expansion. Veterinary Record, v.144, p.150-152, 1999.

BROCK, K.V.; LAPIN, D.R.; SKRADE, D.R. Embryo
transfer from donor cattle persistently infected with bovine
viral diarrhea virus. Theriogenology, v.47, p.837-844,
1997.

FLORES, E.F.; WEINBLEN, R.; VOGEL, F.G.F.; ROEHE,
P.M.; ALFIERI, A.A.; PITUCO, E.M. A infeccéo pelo virus
da diarréia viral bovina no Brasil — histérico, situagao atual
e perspectivas. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.25,
n.3, p.125-134, 2005.

FRAY, M.D.; PATON, D.J.; ALENIUS, S. The effects of
bovine viral diarrhea virus on cattle reproduction in relation
to disease control. Animal Reproduction Science, v.60-
61, p.615-627, 2000.

FRAY, M.D.; MANN, M.E.; BLEACH, E.C.; KNIGHT, P.G;
CLARKE, M.C.; CHARLESTON, B. Modulation of sex
hormone secretions in cows by acute infection with bovine
viral diarrhea virus. Reproduction, v.123, n.2, p.281-289,
2002.

GIVENS, M.D.; GALIK, P.K.; RIDELL,K.P;
STRINGFELLOW, D.A. Validation of a reverse
transcription nested polimerase chain reaction (RT-nPCR)
to detect bovine virus diarrhea virus (BVDV) associated
with in vitro-derived bovine embryos and co-cultured cells.
Theriogenology, v.56, p.787-799, 2001.

GUERIN, B.; NIBART, M.; MARQUANT-LEGUIENNE, B.;
HUMBLOT, P. Sanitary risks related to embryo transfer in
domestic species. Theriogenology, v.47, p.33-42, 1997.

HOUE, H. Epidemiological features and economical
importance of bovine viral diarrhea virus (BVDV) infections.
Veterinary Microbiology, v.64, p.89-107, 1999.

LAGE, A.P. Aspectos sanitarios em doadoras e receptoras
de embrides bovinos. Revista Brasileira de Reproducao
Animal, v.23, n.4, p.539-549, 1999.

MAPLETOF, R.J.; STOOKEY, J.M. Procedimentos
sanitarios gerais e consideracdes de bem estar
associados com a produgédo in vivo de embrides. In:
STRINGFELLOW, D.A.; SEIDEL, S.M. Manual da
Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides. 3.ed., Savoy IL: IETS, 1998. p.57-70.

MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento). Estatistica. Agricultura Brasileira em
Numeros — Anuario 2003. Rebanho Bovino Brasileiro.
www.agricultura.gov.br. Acesso em 03.09.05

MEDICI, K.C.; ALFIERI, A.A.; ALFIERI, A.F. Prevaléncia
de anticorpos neutralizantes contra o herpesvirus bovino
tipo 1, decorrente de infecgdo natural, em rebanhos com
distarbios reprodutivos. Ciéncia Rural, v.30, n.2, p.347-
350, 2000.

MEYER, A.D.; CORTEZ, A.; SOARES, R.M.; PITUCO,
M.E.; OKUDA, L.; CASTRO, A.M.M.G.; RICHTZEINHAIN,
L.J. Comparagao das técnicas de isolamento viral e
Nested PCR na detecgdo do BHV-1 em sémen bovino
experimentalmente e naturalmente contaminado.
Arquivos do Instituto Biologico, v.70, n.2, p.143-146,
2003.

MILLER, J.M.; VAN DER MAATEN, M.J. Experimentally
induced infectious bovine rhinotracheitis virus during early
pregnancy: effect on the bovine corpus luteum and
conceptus. American Journal of Veterinary Research,
v.47, n.2, p.223-228, 1986.

NETTLETON, P.F.; ENTRICAN, G. Ruminant pestiviruses.
British Veterinary Journal, v.151, p.615-642, 1995.

NISKANEN, R.; ALENIUS, K.; BELAK, K.; BAULE, S;
BELAK, S.; VOGES, H.; GUSTAFSSON, H. Insemination
of susceptible heifers with semen from a non-viraemic
bull with persistent bovine viral diarrhoea virus infection
localized in the testes. Reproduction of Domestic
Animals, v.37, p.171-175, 2002.

OIE, World Organization of Animal Health. Report of the
Meeting of the OIE Terrestrial Animal Health Standards
Commission. Categorization of Diseases and
Pathogenic Agents by the International Embryo
Transfer Society, Paris, 17-28 January 2005.

PILZ, D.; ALFIERI, A.F.; ALFIERI, A.A. Comparagéo de
diferentes protocolos para a detecgao do virus da diarréia
viral bovina por RT-PCR em grupos de sangue total e de
soro sanglineo, artificialmente contaminados. Semina
Ciéncias Agrarias, v.26, n.2, p.211-220, 2005.

REICHENBACH, H.D. Transferéncia e congelamento de
embrides bovinos: consideragdes praticas. Acta Sciential
Veterinariae, supl.31, p.15-27, 2003.

RICHTZENHAIN, L.J.; ALFIERI, A.A.; LEITE, R.C;
WEIBLEN, R.; MORO, E.; UMEHARA, O. Pesquisa de
anticorpos séricos contra o herpesvirus bovino tipo 1 em
fémeas bovinas de propriedades com histérico de
problemas reprodutivos, localizadas em 21 estados
brasileiros. Arquivos de Instituto Biologico, v.66 (supl.)
p.127, 1999.

Archives of Veterinary Science, v.11, n.1, p.78-84, 2006



84

RUFINO, F.A.

RUDAN, N.B; CVETNIC, S; MADIC, J; RUDAN, D.
Prevalence of antibodies to IBR and BVD viruses in dairy
cows with reproductive disorders. Theriogenology, v.51,
n.5, p.875-881, 1999.

STRAUB, O.C. Infectious bovine rhinotracheitis virus. In:
DINTER, Z. e MORUN, B. Virus Infectious of Ruminants.
Amsterdam: Elsevier Science Publishers. 1990. p.71-108.

STRINGFELLOW, D.A. Recomendagdes para o manuseio
sanitario de embrides obtidos in vivo. In:
STRINGFELLOW, D.A.; SEIDEL, S.M. Manual da
Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides. 3.ed. Savoy IL: IETS, 1998. p.83-88.

STRINGFELLOW, D.A.; GIVENS, M.D. Infectious agents
in bovine embryo production: harzards and solutions.
Theriogenology, v.53, p.85-94, 2000a.

STRINGFELLOW, D.A.; GIVENS, M.D. Preventing
disease transmission through the transfer of in-vivo-
derived bovine embryos. Livestock Production Science,
v.62, p.237-251, 2000b.

STRINGFELLOW, D.A.; GIVENS, M.D. Epidemiologic
concerns relative to in vivo and in vitro production of
livestock embryos. Animal Reproduction Science, v.60-
61, p.629-642, 2000c.

STRINGFELLOW, D.A.; RIDELL, K.P.; ZUROVAC, O. The
potential of embryo transfer for infections disease control
in livestock. New Zealand Veterinary Journal, v.39, p.8-
17, 1991.

TAKIUCHI, E.; ALFIERI, A.F.; ALFIERI, A.A. Herpesvirus
bovino tipo 1: tdpicos sobre a infecgdo e métodos de
diagnéstico. Semina: Ciéncias Agrarias, v.22, p.203-
209, 2001.

Archives of Veterinary Science, v.11, n.1, p.78-84, 2006

etal.

TAKIUCHI, E.; MEDICI, K.C.; ALFIERI, A.F.; ALFIERI, A.A.
Otimizacgao da reacdo em cadeia pela polimerase (semi-
nested PCR) para a detecgao do herpesvirus bovino tipo
1 em fragmentos de 6rgéos fetais e em sémen de bovinos
naturalmente infectados. Semina: Ciéncias Agrarias,
v.24, P.43-56, 2003.

TAKIUCHI, E.; MEDICI, K.C.; ALFIERI, A.F.; ALFIERI, A.A.
Bovine herpesvirus type 1 abortions detected by a semi
nested-PCR in Brazilian cattle herds. Research in
Veterinary Science, v.79, n.1, p.85-88, 2005.

THIBIER, M. Identified and unidentified challenges for
reproductive biotechnologies regarding infectious diseases
in animal and public health. Theriogenology, v.56,
p.1465-1481, 2001.

THIBIER, M. A contrasted year for the world activity of
the animal transfer industry: a report from the IETS data
retrieval committee. International Embryo Transfer
Society Newsletter, v.20, n.4, p.13-19, 2002.

THIBIER, M. Stabilization of numbers of in vivo collected
embryos in cattle but significant increases of in vitro bovine
produced embryos im some parts of the world. Data
Retrieval Committee Annual Report. www.iets.org/pdf/
data_retrieval/december2004.pdf. Acesso em 03.09.05

VIANA, F.C. Transferéncia de embrides: |- Principais
aspectos epidemiolégicos da interagéo agentes infecciosos/
embrides bovinos. II- Normas internacionais de importagéo/
exportagdo de embrides. Revista Brasileira de
Reproducgao Animal, v.14, n.4, p.263-277, 1990.
WRATHALL, A.E.; SUTMOLLER, P. Potencial da
transferéncia de embrides para controlar a transmissao
de doengas. In: STRINGFELLOW, D.A.; SEIDEL, S.M.
Manual da Sociedade Internacional de Transferéncia
de Embrides. 3.ed., Savoy IL: [ETS, 1998. p.17-46.

05/01/2006
20/06/2006

Recebido para publicagéo:
Aprovado:



