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PARÂMETROS CLÍNICOS, ALTERAÇÕES SOROLÓGICAS E QUALIDADE DO 
SÊMEN DE TOUROS JOVENS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE COM 

HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1 
 
 
  RESUMO – Este trabalho teve como objetivo analisar parâmetros clínicos, 
alterações sorológicas e qualidade do sêmen de touros jovens infectados 
experimentalmente com o herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1) entre os dias 0 e 49 
pós-inoculação (PI), com o intuito de caracterizar as manisfestações que direcionam 
o diagnóstico, nas diversas fases de infecção. Neste experimento foram utilizados 12 
touros com aproximadamente 30 meses de idade. Seis animais foram inoculados 
com a amostra padrão Nebraska do BoHV-1 pelas vias intranasal e intraprepucial 
com 10 mL de suspensão viral (107,0TCID50/mL) repartidos 5 mL em cada via. Os 
outros seis animais ficaram como grupo controle. Todos os touros inoculados com o 
BoHV-1 apresentaram edema e hiperemia no prepúcio entre o terceiro e o décimo 
sexto dia pi, dos quais dois também apresentaram exsudato nasal, detectado entre o 
terceiro e o oitavo dia PI. Nenhum dos animais do grupo controle manifestou sinais 
clínicos da doença. Por meio da técnica de virusneutralização (VN) foram detectados 
títulos de anticorpos com valores entre 4 e 512 em todos os animais inoculados, no 
período entre 14º e 49º dia PI. Em todos os animais inoculados foi constatada a 
presença de material genético do BoHV-1 nas amostras de sêmen analisadas por 
meio da técnica da reação em cadeia pela polimerase (PCR). Em quatro desses 
animais foi detectado o material genético viral aos 7,14 e 21 dias PI e em dois 
animais o material genético do vírus foi identificado por mais uma semana, ou seja, 
até o 28º dia PI. Todos os animais do grupo controle apresentaram resultados 
negativos nas técnicas de VN e PCR. Em relação à qualidade do sêmen, não foram 
observadas diferenças estatísticas (p≥0,05) entre o grupo de touros controle e o 
grupo de touros inoculados experimentalmente com o BoHV-1, por meio das 
análises do volume, da concentração, da motilidade, do vigor e dos defeitos 
espermáticos, assim como por meio das análises da integridade dos acrossomos e 
membranas dos espermatozoides com sondas fluorescentes. Os epidídimos e os 
testículos dos dois grupos de touros não apresentaram alterações histopatológicas 
dignas de nota.  
 
Palavras-chave: rinotraqueíte infecciosa bovina, doença reprodutiva, 
virusneutralização, reação em cadeia pela polimerase, qualidade espermática 
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CLINICAL PARAMETERS, SEROLOGICAL ALTERATIONS AND QUALITY FROM 
SEMEN OF YOUNG BULLS EXPERIMENTALLY INFECTED WITH 1 BOVINE 

HERPES VIRUS 
 
 
 ABSTRACT – This study aimed to analyze clinical parameters, serological 
alterations and quality from the semen of young bulls experimentally infected with 
type 1 bovine herpes virus (BoHV-1) between days 0 and 49 post-inoculation (P. I.), 
in order to characterize the manifestations that orientate diagnosis, in several phases 
of infection. Twelve bulls were used in this experiment, all being approximately 30 
months old. Six animals were inoculated with the Nebraska standard sample of 
BoHV-1 through intranasal and intrapreputial routes, each with 10 ml of the viral 
suspension (total dosage of 107.0TCID50/ml) divided in 5 ml for each route. The other 
six animals were used as a control group. All bulls inoculated with BoHV-1 presented 
edema and hyperemia on the foreskin between the third and sixteenth days after the 
inoculation, from which two animals also presented nasal exudate, detected between 
the third and eighth days P. I. No animals from the control group manifested any 
clinical signs characteristic of the infection caused by BoHV-1. By means of the viral 
neutralization (VN) technique, antibody titers with values ranging from 4 to 512 were 
detected in all inoculated animals between days 14 and 49 after the inoculation. In all 
inoculated animals, genetic material of BoHV-1 was present in semen samples 
analyzed by means of the polymerase chain reaction (PCR) technique. In four of 
these animals, viral genetic material was detected on days 7, 14 and 21 P. I. and in 
two animals the genetic material of the virus was identified for one more week, until 
day 28 after the infection. All animals in the control group showed negative results for 
the previously mentioned VN and PCR techniques. Considering the quality of semen 
samples from experimental bulls, no statistical differences were observed (p ≥ 0.05) 
between the control group and the group of bulls inoculated with BoHV-1, detected 
by means of volume, concentration, motility, liveliness and spermatic defects 
analysis, as well as analysis of the integrity of acrossomes and spermatozoon 
membrane, utilizing fluorescent probes. The epididymis and testis of bulls belonging 
to both experimental groups showed no histopathological changes that were 
noteworthy. 
 
Keywords: Bovine infectious rhinotracheitis, reproductive illness, viral neutralization, 
polymerase chain reaction, spermatic quality. 



 
 

1 

1 INTRODUÇÃO 
 
   A expansão da pecuária no Brasil tem revelado sua importância como um dos 

principais componentes de receita do Produto Interno Bruto (PIB) nacional. 

Entretanto o reflexo desta expansão se deve, entre outros fatores, aos programas de 

acasalamento dirigido utilizando a monta natural, a inseminação artificial e diversas 

outras biotecnologias de reprodução. Todavia o sucesso das técnicas depende da 

saúde reprodutiva dos machos e fêmeas utilizados nestes programas. 

  O índice de natalidade de um rebanho bovino pode ser diretamente 

influenciado pelo estado sanitário e nutricional dos animais em fase de reprodução. 

Doenças infecciosas, de origem bacteriana, viral ou parasitária, podem afetar o 

sistema reprodutivo, tanto dos machos como das fêmeas, causando uma série de 

problemas de infertilidade com diferentes níveis de interferência. Dentre as doenças 

virais mais importantes que afetam a esfera reprodutiva já identificada em bovinos 

no Brasil desde a década de 1960, destaca-se a rinotraqueíte infecciosa bovina 

(IBR), virose cuja a origem no rebanho nacional foi relacionada à importação de 

animais infectados com o BoHV-1 e de sêmen contaminado. 

  O material genético adquirido por criadores brasileiros que utilizam a 

inseminação artificial é oriundo de empresas que submetem obrigatoriamente os 

animais a testes sorológicos exigidos pelo Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) para um grupo de patógenos, conforme a Instrução 

Normativa número 40; no entanto, os animais utilizados por produtores para realizar 

a monta natural, quando muito, são submetidos apenas aos diagnósticos de 

brucelose e tuberculose.  

  Pelo fato do herpesvírus bovino tipo 1(BoHV-1) estabelecer reapidamente 

latência, ser transmitido pelo sêmen e provocar uma série de desordens 

reprodutivas e respiratórias em bovinos, tanto em machos como em fêmeas, o 

diagnóstico da infecção por herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1) deveria ser 

priorizado nos programas de prevenção às doenças da esfera reprodutiva. No 

entanto, alguns estudos ainda são necessários para ampliar os conhecimentos 

sobre diagnósticos. Dentre os mais frequentes estão as alterações detectáveis nos 

exames auxiliares, conforme a evolução da enfermidade, que podem facilitar a 

definição de estratégias de combate à infecção pelo BoHV-1.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA  
 
   2.1 O Herpesvírus Bovino Tipo 1 (BoHV-1) 
 
  2.1.1 Características gerais 
 
  O BoHV-1 que pertence à família Herpesviridae, subfamília 

Alphaerpesvirinae, gênero Varicellovirus, também é conhecido como vírus da 

rinotraqueíte infecciosa bovina (IBR) (FENNER; GIBBS; MURPHY, 1993). 

  A partícula viral tem entre 70 e 110 nm de diâmetro e é constituída por um 

capsídeo icosaédrico (100 nm), contendo DNA linear de fita dupla. A dupla cadeia de 

desoxirribonucleotídeos está organizada em um segmento de 104 kpb, denominado 

UL (Segmento longo único) e um segmento de 10 Kpb denominado US (Segmento 

curto único) sendo este último flanqueado por um segmento de IRS (Segmento de 

repartição interna) e TRS (Segmento de repartição terminal) invertidos, cada um 

contendo 11 Kpb, totalizando 136 Kpb (SCHWYZER; ACKERMANN, 1996). Esta fita 

dupla é rodeada pelo tegumento, que, por sua vez, é revestido por envelope 

lipoproteico (120-200 nm), no qual se localizam dez glicoproteínas (FENNER; 

GIBBS; MURPHY, 1993). As glicoproteínas são denominadas gB, gC, gD, gE, gG, 

gH, gI, gK, gL e gM. Cada uma delas diferencia-se em sua propriedade antigênica, 

molecular e função biológica nos processos de interação com a célula hospedeira e 

de replicação (SCHWYZER; ACKERMANN, 1996). 

  As glicoproteínas do BoHV-1 diferenciam-se em suas propriedades 

antigênicas, moleculares e função biológica nos processos de interação com a célula 

hospedeira e de replicação (SCHWYZER; ACKERMANN, 1996). Três glicoproteínas 

do envelope gB, gC e gD devido a sua localização e função biológica, possuem 

grande potencial imunogênico. A gB é a mais imunogênica e, durante a replicação 

viral, está envolvida nas etapas de adsorção, penetração e fusão celular 

(SCHWYZER; ACKERMANN, 1996). A gC é muito importante na indução de 

anticorpos neutralizantes, sendo-lhe atribuída a função de adsorção do vírus à célula 

hospedeira, e a gD é uma glicoproteína essencial para a replicação viral e sugere-se 

que também esteja envolvida na adsorção, na penetração e na fusão celular 

(FENNER; GIBBS; MURPHY, 1993)  

  Embora seja considerado apenas um sorotipo, o BoHV-1 pode ser 

diferenciado por particularidades do DNA, quando digerido com endonucleases, em 
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dois subtipos, BoHV1-1 e BoHV1-2, e este último em subgenotipos 2a e 2b. Apesar 

de não existir nenhuma associação absoluta entre subtipo e quadro clínico, 

amostras do subtipo 1 primariamente causam infecções respiratórias, enquanto as 

do subtipo 2 estão associadas mais a infecções genitais (D´OFFAY et al.,1995). 

 

 2.1.2 Transmissão 
 

  Anticorpos contra BoHV-1 podem ser encontrados em bovinos e outras 

espécies domésticas, como suínos, ovinos, caprinos e búfalos, ou selvagens, como 

elefantes e cervos. A prevalência apresenta alta variação, dependendo do tamanho 

do rebanho e das condições de manejo (TEIXEIRA , 1998; STRAUB, 1991). 

A principal fonte de infecção do BoHV-1 é a espécie bovina (KAHRS, 1997). 

Conforme Wentik et al. (1993), somente bovinos são disseminadores de BoHV-1, 

apesar da comprovação de infecções naturais e experimentais em ovinos, caprinos 

e suínos, porém não exercem papel importante na disseminação do vírus. 

  O BoHV-1, assim como outros herpesvírus de ruminantes, é transmitido 

diretamente por aerossóis, por contato entre animais infectados e susceptíveis, ou 

ainda pela via venérea (ENGELS; ACKERMANN, 1996). Mars et al. (2000a) 

demonstraram que o BoHV-1 foi transmitido pelo ar a partir de bezerros inoculados 

experimentalmente para bezerros susceptíveis sob condições de campo, por uma 

distância de pelo menos 4,4 m; além disso, estimaram uma distância de 6,2 metros 

para reduzir o risco de infecção, o que deve ser levado em consideração nos 

programas de erradicação da infecção pelo BoHV-1. 

  A transmissão indireta pode ocorrer via água ou alimento contaminado, pelo 

sêmen, pela colheita e transferência de embriões e ainda através de ordenhadeiras 

(ENGELS; ACKERMANN, 1996). A transmissão do BoHV-1 pelo sêmen tem sido 

amplamente favorecida pelo desenvolvimento de processos de criopreservação, 

uma vez que as condições de processamento e armazenamento desse material são 

ideais para a preservação do vírus (ROCHA, 1999). 

Van Schaik et al. (1998) estudaram alguns dos fatores de risco para a 

existência de anticorpos contra o BoHV-1 e observaram que nas propriedades onde 

introduziam novos animais, que participavam mais frequentemente de exposições 

agropecuárias apresentavam maior frequência de animais soropositivos. Além disso, 
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foi observado que o trânsito de pessoas dentro e entre propriedades é um fator de 

risco para a ocorrência da infecção. 

  É importante ressaltar que o animal, uma vez tendo sofrido infecção primária, 

torna-se portador do BoHV-1 por toda a sua vida, atuando daí em diante como 
potencial fonte de infecção para os suscetíveis (VAN DONKERSGOED; BABIUK, 

1991; PITUCO et al., 1997). 

  Bezerros nascidos de novilhas primíparas inoculadas de forma experimental 

com BoHV-1, que algumas vezes resultam em infecções fetais não letais, podem ter 
anticorpos contra BoHV-1 e não terem sinais da doença, porém, por serem 

latentemente infectados, podem eliminar o vírus quando estressados, tornando-se 

fonte potencial de disseminação (MILLER, 1991). 

  Outra forma já relatada de surtos desta enfermidade foi pela utillização de 
vacinas atenuadas, porém esta probabilidade é altamente remota (VAN 

DONKERSGOED; BABIUK, 1991). 

 
  2.1.3 Patogenia e latência 
 
  As portas de entrada do BoHV-1 no organismo são a mucosa da cavidade 

nasal, da orofaringe, a conjuntiva e a mucosa do trato genital (MUYLKENS et al., 

2007). Geralmente, a primeira replicação do vírus acontece nas células epiteliais da 

porta de entrada. Devem ser considerados pelo menos dois tipos de infecção do 

vírus no organismo infectado: a infecção restrita à porta de entrada e a infecção 

disseminada gerada tanto por viremia quanto por via neuronal (ENGELS; 

ACKERMANN, 1996). 

  Na infecção restrita ao local de penetração no organismo animal, os sinais 

clínicos da doença são principalmente atribuídos à destruição das células devido à 

replicação do vírus, e títulos mais altos do vírus são produzidos e excretados neste 

estágio da infecção. Tendo em vista a resposta imune, estas infecções são 

geralmente autolimitantes, com recuperação dentro de duas a três semanas. As 

lesões locais, contudo, facilitam infecções bacterianas secundárias, que podem 

causar problemas mais sérios, como pneumonia (ENGELS; ACKERMANN, 1996). 

  Na disseminação sistêmica (viremia), há inicialmente replicação nos linfonodos 
e passagem do BoHV-1 para a corrente sanguínea, onde pode infectar monócitos ou 

se ligar a linfócitos, que também servem como veículos, pelo menos até que os 
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anticorpos neutralizantes estejam presentes. Enterite causada por uma infecção pelo 
BoHV-1 pode servir de exemplo desse tipo de disseminação (ENGELS; 

ACKERMANN, 1996). Na disseminação neuronal, os vírus penetram nos axônios das 

células nervosas durante a replicação inicial na porta de entrada. Os vírus então, 

através de um transporte intra-axonal, alcançam os corpos de neurônios no gânglio 
regional, onde estabelecem a latência (WINKLER; DOSTER; JONES 2000). 

  Segundo diversos autores (BARBOSA et al., 2005; SOLIS-CALDERON et al., 

2005; VAN SCHAIK et al., 2002; VAN SCHAIK et al., 1998), o fator mais importante 

de risco associado à disseminação da doença é a introdução no rebanho de animais 
em período de incubação, em fase aguda ou latentemente infectados pelo vírus.  

  Após a infecção primária, o BoHV-1 tem a capacidade de permanecer em 

estado de latência, em gânglios periféricos, sem se replicar, por toda a vida do 

animal. Este mecanismo, quando é interrompido, justifica os períodos de uma nova 
excreção viral, acompanhados ou não de sinais clínicos (ACKERMANN et al., 1990). 

Este portador do vírus latente pode sofrer reativação com possível eliminação do 

vírus, porém na maioria das vezes sem provocar doença no animal, pois geralmente 

ele possui imunidade suficiente para prevenir os sinais clínicos (VAN 
DONKERSGOED; BABIUK, 1991; PITUCO et al., 1997). 

  Uma vez infectados pelo BoHV-1, os animais serão portadores do vírus e 

potenciais disseminadores da doença no rebanho por toda a vida (STRAUB, 1991). 
O mecanismo de indução da latência viral ainda não é totalmente conhecido, porém 

sabe-se que durante a reativação o BoHV-1 é transportado via nervosa, a partir dos 

gânglios periféricos, retornando ao foco primário da infecção. Neste local ocorre 

replicação e eliminação viral. Casos de reativação do BoHV-1 foram observados em 
animais submetidos ao tratamento com corticosteroides ou a condições variadas de 

estresse (CIACCI-ZANELA et al., 1999). Durante o período de latência não são 

sintetizadas proteínas virais. Consequentemente, devido a não apresentação de 

antígenos do BoHV-1 ao sistema imunológico, pode ocorrer decréscimo no título de 
anticorpos neutralizantes (ACKERMANN et al., 1990). 

 

   2.2 Manifestações causadas pelo herpesvírus bovino tipo 1 
 
  2.2.1 Rinotraqueíte infecciosa bovina (IBR) 
 

  A  forma  respiratória  do  BoHV-1  é  conhecida  como  IBR,  que   pode   não  
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apresentar sinais clínicos ou apresentar sinais que variam de brandos até doença 

severa. As lesões são limitadas ao trato respiratório, os animais apresentam febre 

alta, anorexia, corrimento nasal seroso ou sero-hemorrágico e posteriormente 

purulento, inflamação das narinas, pústulas e erosões da mucosa nasal (RIET-

CORREA et al., 1996; KAPIL; BASARABA, 1997). 

  Outros sintomas associados à forma respiratória da doença são: rinite; 

respiração rápida; dispneia associada a material mucopurulento nas passagens 

nasais e traqueia; dilatação das narinas (KAHRS; SMITH, 1965); tosse e queda na 

produção de leite (ROCHA, 1999). Frequentemente a inflamação da conjuntiva 

acompanha a forma respiratória clássica da IBR (KAHRS, 1997). A descarga ocular, 

inicialmente clara, pode tornar-se mucopurulenta, usualmente bilateral, com fotofobia 

(RIET-CORREA et al., 1996). O corrimento ocular pode marcar os pelos da pálpebra 

inferior e a face de forma bastante evidente. A córnea usualmente não é afetada, 

mas em alguns casos podem ocorrer ceratite e ulceração, devidas principalmente a 

infecções secundárias. Nos casos não complicados, há uma regressão do quadro 

clínico em cinco a dez dias (FENNER; GIBBS; MURPHY, 1993; RIET-CORREA et 

al., 1996; KAHRS, 1997).  

   O coeficiente de letalidade geralmente é baixo nesta forma respiratória, no 

entanto, este número pode aumentar quando o quadro é complicado com infecções 

bacterianas secundárias ou infecções víricas superpostas (KAHRS, 1997).  

   
  2.2.2 Balanopostite / vulvovaginite 
 

  No macho, a forma genital do BoHV-1 é denominada de balanopostite 

pustular infecciosa (IPB), caracterizada pela presença de pequenos nódulos 

avermelhados ou pequenas pústulas de até 2 mm na mucosa do prepúcio e do 

pênis. Coma a evolução da doença a mucosa peniana torna-se hiperêmica, com 

sensibilidade aumentada, podendo o animal apresentar micção frequente e 

incapacidade para monta (ROCHA, 1999).  

  O BoHV-1 pode replicar-se na mucosa prepucial e na uretra, contaminando o 

sêmen durante a ejaculação, quando o líquido seminal passa sobre as mucosas 

infectadas (ROCHA, 1999; GIVENS; MARLEY, 2008). A fase aguda da enfermidade 

tem um curso clínico de quatro a sete dias, e as lesões são curadas em dez a 14 

dias, sempre quando não há complicações. Muitos casos são subclínicos ou 
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inaparentes e podem passar despercebidos (PUENTE, 2003). A infecção assume 

importância maior em touros usados para inseminação artificial, já que o vírus é 

eliminado pelo sêmen e, desta forma, pode ser transmitido para fêmeas suscetíveis 

(ROCHA, 1999; BARBOSA et al., 2005). 

  Na fêmea, a forma genital do BoHV-1 recebe a denominação de vulvovaginite 

pustular infecciosa (IPV), com a mucosa genital apresentando desde nódulos até 

lesões extensivas do tipo vesiculares, erosivas e ocasionalmente ulcerativas, as 

quais causam relutância ao coito. Dependendo da severidade dos sinais clínicos, a 

recuperação ocorre dentro de 1 a 2 semanas (ROCHA, 1999). 

A consequência mais séria relatada da IPV é o prolapso uterino devido à 

tensão causada pela dor associada a lesões extensivas (ROCHA, 1999). Miller 

(1991) observou que, quando o vírus penetra no útero por inseminação artificial com 

sêmen contaminado, há o desenvolvimento de uma endometrite necrosante 

localizada, causando infertilidade temporária que perdura por 1 a 2 semanas. Após 

esta exposição intrauterina ao vírus, há também uma ooforite necrosante severa, 

mas que após a recuperação da infecção não deixa danos permanentes nas funções 

ovarianas. 

   

   2.2.3 Outras formas e manifestações 
 

  Depois de replicar-se na porta de entrada (mucosas oro-nasal, ocular, genital) 

o BoHV-1 começa a circular na corrente sanguínea e produz aborto em vacas 

prenhes, nas quais o vírus, durante a viremia, atravessa a placenta, infecta o feto e 

causa aborto subsequente à morte fetal (MILLER, 1991). O BoHV-1 pode também 

causar, com pouca frequência, uma forma neurológica em bezerros que se caracteriza 

por depressão profunda, incoordenação, tremores, convulsões com período de 

excitação e movimentos de pedalagem. Esses sinais são geralmente seguidos por 

colapso físico e mental, coma e morte. As lesões histopatológicas incluem 

meningoencefalite não supurativa, necrose neuronal, malácia focal e frequentemente 

inclusão intranuclear em artrócitos (BARBOSA et al., 2005). 

  Uma forma sistêmica da enfermidade aparece em neonatos que sofreram 

exposição no final da gestação ou logo após o nascimento. Esses neonatos 

apresentam uma forma aguda de infecção pelo BoHV-1, demonstrando problemas 

respiratórios, lesões necróticas na mucosa oral, língua, esôfago e nos compartimentos 
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gástricos, com ou sem diarréia, geralmente culminando na morte do animal. Há 

também casos descritos em que a forma respiratória aparece associada à forma 

ocular ou à balanopostite e à vulvovaginite (RIET-CORREA et al., 1996).   

  
   2.3 Diagnóstico da infecção pelo herpesvírus bovino tipo 1  (BoHV-1) 
 

  O diagnóstico da infecção pelo BoHV-1 não deve ser fundamentado apenas 

nos sinais clínicos, pois, apesar de presuntivos e por não serem patognomônicos, 

devem então ser confirmados por exames laboratoriais. O diagnóstico com apoio 

laboratorial deve buscar o isolamento e a identificação do vírus ou de componentes 

virais e de anticorpos específicos (VAN DONKERSGOED; BABIUK, 1991; 

Organização Mundial de Saúde Animal (OIE, 2013). 

  Na identificação do agente, o melhor método diagnóstico é o isolamento do 

vírus em cultivo celular (OIE, 2013), entretanto esta técnica é muito laboriosa, pois 

demanda tempo, exige a manutenção de cultivos celulares e depende da presença 

do vírus infeccioso na amostra teste, fato que dificulta sua utilização rotineira (VAN 

DONKERSGOED; BABIUK, 1991). Estando o laboratório adequado, o BoHV-1 

cresce bem em uma grande variedade de células como as de rim, pulmão e testículo 

de bovino, células derivadas de pulmão fetal, traqueia ou ainda em linhagens 

estabelecidas como a Madin & Darby bovine kidney (MDBK) (TAKIUCHI; ALFIERI; 

ALFIERI, 2001). 

  Os espécimes clínicos colhidos para exame geralmente são secreções nasais 

e genitais, lavado prepucial, fragmentos de mucosa do trato respiratório e 

fragmentos de órgãos como amígdalas, pulmões e linfonodos braquiais. Em casos 

de abortamentos, o fígado, pulmão, baço e rim do feto ou os cotilédones 

placentários são utilizados (OIE, 2013). Relato de Batista et al. (2010) mostraram a 

possibilidade de isolar também o BoHV-1 de encéfalos bovinos. Já o isolamento do 

vírus no sêmen necessita de algumas etapas laboratoriais especiais, pois o fluído 

seminal contém enzimas e outros fatores que são tóxicos para às células e inibem a 

replicação viral (ROCHA, 1999; OIE, 2013). 

  O isolamento viral em culturas celulares permite a visualização de efeito 

citopático característico do BoHV-1, que aparece, geralmente, três dias após a 

inoculação e é caracterizado pelo arredondamento das células, semelhante a 

cachos de uva amontoados ao redor de áreas de lise na monocamada celular. 
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Algumas vezes, células gigantes com diversos núcleos podem também ser 

observadas. Após sete dias, se nenhum efeito citopático aparecer, uma passagem 

cega deve ser feita. Para tal, primeiro congela-se a cultura celular inoculada e depois 

descongela-se e clarifica-se por centrifugação. O sobrenadante é, então, utilizado 

para inoculação em outro sistema de monocamadas celulares (TAKIUCHI; ALFIERI; 

ALFIERI, 2001; OIE, 2013). 

  Para identificação de vírus que produz o efeito citopático como o BoHV-1, o 

sobrenadante da cultura pode ser neutralizado com antissoro poli ou monoclonal 

anti-BoHV-1, antes de ser inoculado em nova cultura celular, ou submetido a 

técnicas sorológicas como imunofluorescência (IF), ensaio imunoenzimático (ELISA) 

ou técnicas de imuno-histoquímica (IHQ) (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001; OIE, 

2013). 

  O isolamento do vírus deve ser interpretado, pois isso não necessariamente 

significa que é a causa do aparecimento da doença, pois existe a possibilidade de um 

vírus latente ser reativado devido a condições de estresse. Já o diagnóstico sorológico 

confirmatório necessita ser feito em duas colheitas que resultem na soroconversão do 

resultado negativo para positivo, com quatro vezes ou mais o aumento do título de 

anticorpos para BoHV-1 em amostras de soro pareadas (OIE, 2013).  

As técnicas sorológicas de IF, IHQ e ELISA também podem ser utilizadas 

para detecção direta do antígeno viral nas amostras clínicas. As vantagens dos 

métodos de detecção de antígeno sobre o isolamento viral são o não requerimento 

de cultivos celulares e a rapidez do diagnóstico, que pode ser dado em apenas um 

dia, porém suas desvantagens são maior custo e menor sensibilidade (TAKIUCHI; 

ALFIERI; ALFIERI, 2001; OIE, 2013). 

  O diagnóstico da infecção por detecção de anticorpos contra o BoHV-1 pode 

ser feito por diferentes técnicas sorológicas. Segundo a OIE (2013), os resultados 

desses testes podem ser usados para diferentes propósitos: (a) diagnosticar uma 

infecção aguda por meio de detecção de soroconversão; (b) demonstrar a ausência 

da infecção, com exigência de atestado negativo para o comércio internacional de 

animais; (c) determinar a prevalência da infecção em estudos soroepidemiológicos; 

(d) dar suporte aos programas de erradicação e subsequente vigilância; (e) avaliar a 

resposta de anticorpos após uma vacinação ou uma infecção experimental. 

  As técnicas sorológicas comumente utilizadas na identificação de anticorpos 

contra o BoHV-1 são: virusneutralização (VN); ELISA; imunofluorescência direta 
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(IFD); imunofluorescência indireta (IFI); e hemaglutinação passiva (HAP) (TAKIUCHI; 

ALFIERI; ALFIERI, 2001; PUENTE, 2003). 

  As técnicas de VN e ELISA são as mais utilizadas para detecção de 

anticorpos contra o BoHV-1. A identificação de problemas clínicos causados pelo 

BoHV-1, por meio de provas sorológicas, só pode ser realizada por sorologia 

pareada quando se evidencia aumento no título de anticorpos VN presentes em 

amostras de soro do mesmo animal, colhidas com intervalo de três a quatro 

semanas. Essas técnicas são incapazes de diferenciar animais vacinados de 

animais expostos ao vírus de campo. Esses animais, assim como os animais com a 

infecção na forma latente, apresentarão uma flutuação no título de anticorpos, com 

tendência a queda ao longo do tempo (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001). 

  O teste de VN mesmo padronizado apresenta algumas variações. Pode variar 

com relação à amostra viral, à diluição inicial do soro, ao período de incubação 

vírus/soro (uma a 24 horas), ao tipo de célula utilizada e ao dia da leitura final (OIE, 

2013). De todas essas variações, o período de incubação vírus/soro é a que mais 

influencia a determinação do título de anticorpos. Um período de incubação de 24 

horas pode aumentar a sensibilidade da técnica em até 16 vezes com relação ao 

título final de anticorpos, quando comparado ao período de incubação de uma hora 

(BELKNAP et al., 1994; BARBOSA et al., 2005; ALEXANDRINO, 2008; YESILBAG; 

GUNGOR, 2008; KAMPA et al., 2009; AFFONSO et al., 2010; GATTI et al., 2010). 

Mesmo sendo um teste relativamente simples para execução, interpretação e 

de permitir a titulação dos soros positivos, a VN tem a desvantagem de ser uma 

reação que demanda tempo e complexidade laboratorial, pois exige a produção e 

manutenção de cultivos celulares (VAN DONKERSGOED; BABIUK, 1991). 

  Várias técnicas de ELISA têm sido desenvolvidas para a detecção de 

anticorpos para o BoHV-1, incluindo o ELISA indireto, de bloqueio, captura e 

competição. Cada vez mais esses testes proporcionam diferentes possibilidades de 

diagnóstico tais como: a confirmação de uma infecção aguda através da detecção 

de Imunoglobulina M (IgM) (FLORENT; WISEMAN, 1990); a diferenciação entre 

animais infectados e vacinados através da detecção de anticorpos contra a 

glicoproteina gE, cujo gene é deletado na amostra vacinal (VAN OIRSCHOT et al., 

1997); a detecção de anticorpos em amostras de leite (NYLIN; STROGER; 

RONSHOLT, 1999) e a diferenciação entre anticorpos contra o BoHV-1 e anticorpos 

contra o herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5) (WELLENBERG et al., 2001).  



 
 

11 

  Uma variedade de técnicas de reação em cadeia pela polimerase (PCR) têm 

sido desenvolvidas para detectar o DNA do BoHV-1 em fragmentos de tecidos, 

secreções nasais e em amostras de sêmen, por ser o isolamento viral, neste caso, 

dificultado devido à presença de substâncias citotóxicas no líquido seminal (ROCHA 

et al., 1998; SMITHS et al., 2000; OIE, 2013). Esta técnica também permite a 

diferenciação entre o BoHV-1 e o herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5) em virtude do 

tamanho do produto amplificado, além de ser capaz de separar animais 

naturalmente infectados com estirpes de campo do BoHV-1 de animais vacinados 

com estirpes timidino-quinase (MOORE; GUNN; WALLS, 2000). 

  Pesquisas foram desenvolvidas com o objetivo de estabelecer uma PCR 

sensível e rápida para a detecção do BoHV-1 em abortamentos, para uso na rotina 

laboratorial (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001). Nesses estudos, os autores 

sempre ressaltam a maior sensibilidade da PCR, quando comparada aos métodos 

mais tradicionais. Além disso, Mars et al. (1996) relataram que a técnica de PCR 

também poder ser capaz de detectar o BoHV-1 precocemente, a partir do quarto dia 

pós-infecção, antes mesmo do aparecimento de anticorpos detectáveis pelos 

procedimentos sorológicos tradicionais. Mais recentemente, a PCR ganhou um 

diferencial com o método de diagnóstico real-time inovação tecnológica que otimiza 

os resultados da técnica já existente (CHANDRANAIK, 2010). 

  A análise por enzima de restrição é uma técnica voltada para a caracterização 

genômica de estirpes isoladas, sendo, desta forma, dependente da multiplicação do 

vírus em cultivo celular, para posterior extração e clivagem do DNA viral com 

enzimas de restrição. Uma vez realizadas as digestões enzimáticas, os produtos 

obtidos são analisados em gel de agarose a fim de determinar o perfil de restrição 

do DNA clivado (SILVA et al., 2007; ARRUDA et al., 2010; PESHEV; CRISTOVA, 

2010; MEDINA et al., 2010). Este método é bastante usado para determinação dos 

subtipos virais BoHV-1.1, BoHV-1.2a e BoHV-1.2b (ARRUDA et al., 2010). 

 
   2.4 Prevalência   
 

  O BoHV-1 está presente em rebanhos de praticamente todo o mundo. Em 

países da Comunidade Europeia, as infecções pelo BoHV-1 apresentam prevalência 

muito variada. Em alguns países está em processo de erradicação, enquanto outros 

apresentam prevalências entre 20 e 90%, comprovadamente na França (20%), 
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Alemanha (30% a 50%), Inglaterra (50%) e Bélgica (60% a 90%). Áustria, 

Dinamarca, Finlândia, Noruega, Suécia e Suíça são países considerados livres de 

BoHV-1 (VAN OIRSCHOT, 1998). 

  Na Tabela 1 estão relacionadas várias referências relativas à prevalência do 

BoHV-1 em diversos países do mundo. 

 
Tabela 1. Prevalência do BoHV-1 em diversos países,técnica de diagnóstico por  

vírusneutralização (VN) ou ensaio imunoenzimático (ELISA) e referência 
da pesquisa. 

 

Origem Animal/ tipo de 
exploração (%) Técnica Referência 

 
Chile 

 
Rebanho bovino 

 
47,2 

 
VN 

 
HOCHESTEIN-MINTZEL et al. 

(1986) 
Holanda Fêmeas bovinas de 

diversas 
propriedades 

 
    71,4 

 
VN 

 
FRANKEN (1986) 

 
Grã-Bretanha 

 
Bezerros, acima de 
4 meses 

 
   34,0 

 
ELISA 

 
HOGG (1992) 

 
Itália 

 
Rebanho bovino 

 
43,3 

 
ELISA 

 
FARAH et al. (1994) 

 
França 

 
Rebanhos bovinos 
leiteiros 

 
24,5 

 
ELISA 

 
REYNAUD et al. 

(1995) 
 
Itália 

 
Rebanhos bovinos 
de gado leiteiro 

 
 

84,3 

 
 

VN 

 
 

CASTRUCCI et al. (1997) 
 
Croácia 

 
Vacas leiteiras 

 
85,8 

 
ELISA 

 
BIUK –RUDAN et al. (1998) 

 
Nova        
Zelândia 

 
Rebanho bovino 

 
66,5 

 
ELISA 

 
MOTHA; HANSEN (1998) 

 
 
Escócia 

 
Reprodutores         
bovinos 

 
   49,0 

 
ELISA 

 
MCGOWAN; MURRAY, (1999) 

 
Hungria 

 

Rebanhos bovinos:   
- pequenos 
- grandes 

 

 
15,7 
 64,1 

 
 

ELISA 

 
 

TEKES et al. (1999) 

 
Bélgica 

 

Rebanhos bovinos 
de gado leiteiro,         
de gado misto e  
de gado corte 

 
    
   84,0 
   89,0 
   53,0        

 
 
 

ELISA 

 
 
 

BOELAERT et al. (2000) 

 
Zâmbia 

 
Rebanho bovino 

 
48,3 

 
ELISA 

 
MWEENE et al. (2003) 

 
Venezuela 

 
Rebanho bovino 

 
51,0 

 
ELISA 

 
OBANDO et al. (2004) 

 
EUA 

 
Rebanho bovino 

 
20,4 

 
ELISA 

 
WALDNER (2005) 
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Cont.  

Origem Animal/ tipo de 
exploração (%) Técnica Referência 

 
México 

 
Rebanho bovino  

 
41,5 

 
ELISA 

 
CANTU et al. (2008) 

 
Argentina 

 
Rebanho bovino 

 
37,0 

 
ELISA 

 
GUARINO et al. (2008) 

 
Uruguai 

 
Rebanho bovino de 
corte 

 
69,0 

 
ELISA 

 
GUARINO et al. (2008) 

 
Índia 

 
Rebanho bovino 

 
    29,3 

 
ELISA 

 
LATA et al. (2008) 

 
Coréia do Sul 

 
Cabras 

 
9,5 

 
ELISA 

 
YANG et al. (2008) 

 
Turquia 

 

Bovinos com 
problemas 
respiratórios 

 
      1,7 

 
VN 

 
YESILBAG; GUNGOR (2008) 

 
Índia 

 
Rebanho bovino 

 
    41,0 

 
ELISA 

 
BANDYOPADHYAY et al. (2009) 

 
Sudão 

 
Camelos 

 
76,9 

 
ELISA 

 
INTISAR et al. (2009) 

 
Tailândia 

 
Rebanho bovino 

 
18 

 
ELISA 

 
KAMPA et al. (2009) 

 
Bulgária 

 
Rebanho de ovinos 

 
    64,0 

 
VN 

 
RUSENOVA; BOCHEY (2009) 

 
Argentina 

 
Rebanho bovino 

 
5,9 

 
ELISA 

 
MARCOPIDO; PARREÑO (2010) 

 
Estônia 

 
Rebanhos bovinos 
leiteiros 

 
76,5 

 
ELISA 

 
RAAPERI et al. (2010) 

 
Índia 

 
Fêmeas bovinas        
com problemas 
reprodutivos 

 
    22,2 

 
ELISA 

 
TRANGADIA et. (2010) 

 
Equador 

 
Rebanho bovino 

 
82,1 

 
ELISA 

 
CARBONERO et al. (2011) 

 
Irlanda 

 
Rebanhos bovinos 
de gado leiteiro e 
de corte 

 
 

69,9  
79,8 

 
  
 ELISA 

 
 

COWLEY et al. (2011) 

 
Colômbia 

 
Rebanho bovino 
leiteiro 

 
17,7 

 
ELISA 

 
QUEVEDO et al. (2011) 

 
Estônia 

 

Rebanhos bovinos 
leiteiros 

 

    49,0 
 

ELISA 
 

RAAPERI et al. (2012) 

 
Irã 

 
Rebanho bovino 

 
61,9 

 
ELISA 

 
ROSHTKHARI (2012) 

  

  Já foram realizados inúmeros levantamentos sorológicos no Brasil, que 

demonstraram que o BoHV-1 também está distibuído nos rebanhos bovinos de 

corte, de leite e em outras espécies de ruminantes por todo o País. 

  A prevalência do BoHV-1 em vários estados brasileiros está descrita na 

Tabela 2. 
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Tabela 2. Prevalência do BoHV-1 em diversos estados brasileiros, técnica de 
diagnóstico por virusneutralização (VN) ou ensaio imunoenzimático 
(ELISA) ou hemaglutinação passiva (HAP) e referência da pesquisa. 

 

Origem 
Animal/tipo de 

exploração 
(%) 

Técnic
a 

Referência 

Bahia Rebanho bovino 34,5 VN GALVÃO; DORIA; ALICE (1963) 

Paraná Rebanho bovino 54,0 ELISA MÉDICI; ALFIERI; ALFIERI  

(1986) 

Rio de Janeiro Rebanho bovino 81,5 HÁP ANUNCIAÇÃO et al. (1989) 

Goiás Rebanho bovino 85,7 HAP ANUNCIAÇÃO et al. (1989) 

Rio Grande do Sul Rebanho bovino 81,8 VN RAVAZOLLO et al. (1989) 

Paraná Rebanho bovino 10,6 VN KRUGER et al. (1991) 

Rio Grande do Sul Rebanho bovino 18,0 VN LOVATO et al. (1995) 

Pernambuco Rebanho bovino 69,5 VN SILVA et al. (1995) 

Rio Grande do Sul Rebanho bovino 29,3 VN KRAHL et al. (1997) 

Paraíba Rebanho bovino 62,7 VN MELO et al. (2002) 

Sergipe  Rebanho bovino 96,0 VN MELO et al. (2002) 

Goiás Touros de Centrais de 

Inseminação 

69,4 VN FARIA et al. (2003) 

Goiás Fêmeas bovinas com 

problemas reprodutivos 

83,0 VN VIEIRA et al. (2003) 

Goiás Rebanho bovino 51,9 VN BARBOSA et al. (2005) 

São Paulo Rebanho bovino de 

corte 

36,7 ELISA JUNQUEIRA (2006) 

Minas Gerais Rebanho bovino 86,0 ELISA MINEO et al. (2006) 

Minas Gerais Rebanho bovino 54,7 VN ALEXANDRINO (2008) 

São Paulo Rebanho bovino 54,7 VN ALEXANDRINO (2008) 

Goiás  – 

Região de Goiânia 

Região do Centro 

Goiano 

Região do Norte 

Goiano 

Região do 

Nordeste Goiano 

Região Entorno do 

Distrito Federal 

Região do Sudeste 

Goiano 

 

Rebanho bovino 

 

Rebanho bovino 

 

Rebanho bovino 

 

Rebanho bovino 

 

Rebanho bovino 

 

Rebanho bovino 

 

1,9 

 

7,6 

 

17,5 

 

4,5 

 

6,2 

 

6,7 

 

VN 

 

VN 

 

VN 

 

VN 

 

VN 

 

VN 

 

     AFFONSO et al. (2010) 

 

     AFFONSO et al. (2010)  

 

 AFFONSO et al. (2010) 

 

  AFFONSO et al. (2010) 

 

  AFFONSO et al. (2010) 

 

  AFFONSO et al. (2010) 
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Cont.  
Origem Animal/tipo de 

exploração 
(%) Técnica Referência 

Região do sul 

Goiano 

Região do 

Sudoeste Goiano 

Região do Oeste 

Goiano 

Região do 

Noroeste Goiano 

 

Rebanho bovino 

 

Rebanho bovino 

 

Rebanho bovino 

 

Rebanho bovino 

 

9,6 

 

17,9 

 

21,0 

 

6,7 

 

VN 

 

VN 

 

VN 

 

VN 

 

AFFONSO et al. (2010) 

 

AFFONSO et al. (2010) 

 

AFFONSO et al. (2010) 

 

AFFONSO et al. (2010) 

São Paulo  - 

Jaboticabal, 

Altinópolis e 

Viradouro 

 

Rebanho bovino 

 

1,6 

40,0 

78,6 

 

VN 

 

 

GATTI et al. (2010) 

Maranhão Rebanho bovino 69,2 ELISA BEZERRA et al. (2012) 

 
 
   2.5 Controle e Erradicação do Herpesvírus Bovino Tipo 1 (BoHV-1) 
 

  Programas de combate do BoHV-1 podem ser empregados, utilizando 

estratégias que incluem ou não a vacinação dos animais, com objetivos de controlar 

ou até erradicar a enfermidade, levando em consideração a prevalência da doença, 

os objetivos da propriedade e a região em questão (PITUCO et al., 1997). 

  Países com prevalências relativamente baixas, como a Dinamarca e a Suíça, 

implantaram programas de erradicação com excelentes resultados. Além disso, 

esses países nunca permitiram a vacinação em seus territórios. Outros países que 

apresentaram apenas poucos casos de BoHV-1 também estão livres, tais como  

Suécia, Finlândia, Noruega e Áustria (VAN OIRSCHOT, 1998). 

  O programa de erradicação desenvolvido na Suíça foi dividido em quatro 

fases: prevenção da transmissão da infecção através da restrição ao comércio de 

bovinos e conhecimento da prevalência de anticorpos para o BoHV-1 no rebanho; 

sorologia e abate de animais com anticorpos, a fim de erradicar o BoHV-1 dos 

rebanhos; detecção e eliminação de novos reservatórios do vírus; programa de 

monitoramento e ações legais a fim de manter a situação (ACKERMANN et al., 

1990).  

Países que apresentam soroprevalências altas do BoHV-1 não podem 

implementar um programa de erradicação baseado em teste e eliminação dos 
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animais positivos. Esses países, primeiramente, precisam diminuir a incidência das 

infecções, e isso pode ser conseguido através da vacinação intensiva (VAN 

OIRSCHOT, 1998). 

  O controle geralmente é direcionado para diminuir o impacto da doença, 

enquanto a erradicação tem como finalidade a eliminação total do agente circulante. 

A erradicação pode ser considerada como alvo definitivo depois do programa de 

controle da enfermidade (VAN OIRSCHOT, 1998). 

  Em países com prevalência moderada ou alta da doença, como é o caso do 

Brasil, o saneamento só é economicamente viável por meio da prevenção de novas 

infecções, combinada à remoção de animais infectados. Novas infecções não 

ocorrem se a transmissão viral dentro e entre rebanhos for prevenida. Vacinas 

marcadas, que permitem a diferenciação sorológica entre anticorpos de animal 

infectado e de animal vacinado, e o melhoramento nas práticas de manejo do 

rebanho podem ser valiosos instrumentos em programas de erradicação do BoHV-1 

(VAN OIRSCHOT, 1998). 

  No Brasil, alguns bovinocultores tentam combater voluntariamente a 

enfermidade, entretanto falta o estabelecimento de diretrizes por parte dos órgãos 

competentes para a implantação de um programa nacional de controle e erradicação 

do BoHV-1 (PITUCO et al., 1997). 

  No Estado de São Paulo, Del Fava et al. (1998) obtiveram sucesso na 

tentativa de erradicar o BoHV-1 de um rebanho bovino leiteiro de alto valor genético 

e com baixa prevalência (15,6%) de animais infectados sem a utilização de vacina e 

realizando uma estratégia que consistia em monitoramento sorológico constante do 

rebanho, descarte de animais soropositivos, utilização de sêmen livre de BoHV-1 e 

realização de quarentena quando do ingresso de animais no rebanho. 

  Portanto, os programas de controle do BoHV-1 devem ser específicos para 

cada rebanho e devem incluir algumas medidas básicas para evitar a contaminação 

ou disseminação da infecção dentro do rebanho. De tais medidas destacam-se: 

utilização de touros não reagentes; sêmen negativo para o BoHV-1; vigilância 

constante com exame clínico adequado; descarte de fêmeas soropositivas com 

problemas reprodutivos, tendo em vista que a maioria das propriedades utiliza monta 

natural; quarentena de animais recém-adquiridos antes da introdução junto ao 

rebanho a manutenção de programas sanitário e nutricional adequados, que em 

condições predisponentes de quebra de resistência são de grande valor; e em último 
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caso, quando se julgar necessário, pode-se fazer a imunoprofilaxia específica dos 

animais usando vacinação (LAMBERTO, 2003). 

 

  2.5.1 Vacinas contra o herpesvírus bovino tipo 1 ( BoHV-1)  
 
  Para imunoprofilaxia artificial ativa contra o BoHV-1 foram desenvolvidos 

diferentes tipos de imunógenos ou vacinas. Como não existe uma vacina ideal, que 

proteja 100% dos animais sem efeitos colaterais, os diferentes métodos de produção 

de vacinas contra o BoHV-1 apresentam vantagens e desvantagens com relação ao 

tipo e à duração da imunidade, biossegurança, virulência residual, reações 

adversas, entre outros (VAN OIRSCHOT et al., 1996). 

  As vacinas contra BoHV-1 podem ser divididas dentro de duas principais 

categorias: as vacinas com vírus atenuado ou modificado e as vacinas com vírus 

inativado ou de subunidades. Nestas últimas, é necessário incluir um adjuvante para 

induzir uma imunidade adequada (VAN OIRSCHOT et al., 1996; LAMBERTO, 2003).  

  As vacinas com vírus atenuado ou modificado apresentam variações, 

podendo ser atenuadas por passagens seriadas em cultivo celular, ou modificadas 

quimicamente, como as vacinas com vírus vivos mutantes termossensíveis. Elas 

podem ser administradas por via intranasal ou intramuscular, provocando uma 

rápida resposta imune (dentro de 72 horas), que tem duração relativamente longa. 

Essas vacinas podem causar imunossupressão, e algumas vacinas administradas 

por via intramuscular podem causar abortamentos. Os animais vacinados excretam 

o vírus, constituindo um risco para animais susceptíveis. Além disso, em algumas 

situações, o vírus vacinal pode tornar-se latentemente infectado (VAN 

DONKERSGOED; BABIUK, 1991; LAMBERTO, 2003). 

  Segundo Van Oirschot et al. (1996), as vacinas com vírus inativado são 

administradas por via intramuscular, têm a vantagem de o vírus vacinal não se tornar 

latente, não causar abortamentos e os animais vacinados não excretarem o vírus, 

porém não propiciam uma proteção rápida (7 a 10 dias após a segunda dose), 

podem ter diferentes adjuvantes em suas composições e a duração da imunidade é 

curta. Silva, Weiblen e Flores (2007) avaliaram em bovinos a imunogenicidade de 

seis vacinas comerciais inativadas: uma brasileira, uma norte-americana, duas 

uruguaias e duas argentinas, e verificaram que apenas a vacina norte-americana e 

uma vacina uruguaia induziram títulos de anticorpos superiores a 16, referência 

mínima da relação com a proteção. 
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  Outros tipos de vacina denominadas "vacinas marcadas ou geneticamente 

modificadas" são constituídas por vírus que tiveram a deleção de um ou mais genes 

não essenciais, ou por subunidades de uma ou mais glicoproteínas. Mutantes de 

BoHV-1 têm sido desenvolvidos pela deleção de um ou mais genes que codificam as 

glicoproteínas gC, gG, gI ou gE (VAN OIRSCHOT et al., 1996). Mars et al. (2000b) 

realizaram experimentos com uma vacina viva gE-deletada e concluíram que a cepa 

vacinal não é re-excretada após tratamento com corticosteroide e que, 

consequentemente, o vírus vacinal reativado não é disseminado no rebanho. Mars et 

al. (2001) avaliaram também a eficácia da vacina viva gE-deletada, e os resultados 

sugeriram que seu uso poderá reduzir a incidência e a transmissão das infecções 

pelo BoHV-1 a campo. 

  Uma desvantagem do uso das vacinas convencionais é sua interferência com 

os diagnósticos sorológicos de rotina e pesquisas soroepidemiológicas. As vacinas 

marcadas devem ser usadas em conjunto com testes de diagnóstico que detectam 

anticorpos contra a glicoproteína ausente na cepa vacinal. Desta forma, pode-se 

diferenciar animais infectados de animais vacinados, o que justifica o outro nome 

dado a estas vacinas: DIVA - Differentiating Infected from Vaccinated individuals 

(VAN OIRSCHOT et al., 1996). 

  Pituco et al. (1997), no Estado de São Paulo, observaram queda relevante na 

prevalência da infecção em rebanhos que foi utilizada uma hiperimunização 

(vacinação semestral de animais soropositivos), associada à eliminação gradual dos 

animais soropositivos, monitoramento sorológico dos negativos, quarentena e 

utilização de sêmen livre de BoHV-1. 

  Com relação aos touros de centrais de inseminação artificial, Rocha et al. 

(1998) concluíram que a vacinação de touros doadores de sêmen deve ser evitada, 

porém, se adotada, devem ser utilizadas vacinas marcadas, pois permitem a 

diferenciação entre animais vacinados e naturalmente infectados. 

 

 2.5.2  Programas de monitoração do BoHV-1 em centrais de colheita de  
   sêmen bovino 
 
  A transmissão do BoHV-1 tem sido amplamente favorecida pelo 

desenvolvimento de processos de criopreservação do sêmen, uma vez que essas 

técnicas de processamento e armazenamento são ideais para a preservação deste 

agente (ROCHA et al., 1999). 
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 A presença do BoHV-1 no sêmen implica o risco potencial de disseminação 

desse agente entre os rebanhos de todo o mundo, implicações essas que não só se 

centram na infecção exclusiva da fêmea receptora, ou do coletivo da exploração 

pecuária, como também na possível introdução dessa virose no país importador. 

Esse risco potencial de transmissão gera uma grande preocupação sobre o 

intercâmbio nacional e internacional deste material genético e, em especial, sobre os 

métodos de detecção deste vírus, que é veiculado através do sêmen ou dos 

embriões, obrigando quase todos os países a implantarem rigorosos programas 

sanitários voltados para o controle das importações (PHILIPOTT, 1993). 

  O sêmen contaminado pelo BoHV-1 é um excelente veículo para a difusão 

desse agente, principalmente pela facilidade de distribuição deste material 

congelado e pela capacidade do touro para produzir várias doses a partir de uma 

única ejaculação. Uma vez que a congelação possibilita a sobrevivência desse vírus, 

a União Europeia e os Estados Unidos da América recomendam um rigoroso 

controle sanitário sobre os touros mantidos nos centros de colheita de sêmen, 

exigindo provas de isolamento de agentes infecciosos ou provas sorológicas de 

todos os animais com idade superior a seis meses. (AFSHAR; EAGLESOME, 1990; 

PHILIPOTT, 1993). 

  Países do MERCOSUL estão ainda estudando normas para o comércio de 

sêmen entre seus integrantes. Assim, o perigo da transmissão de vírus via sêmen 

segue vigente, como consequência da existência nos centros de I.A. de animais 

clinicamente sadios ou sorologicamente negativos, porém que estão latentemente 

infectados pelo BoHV-1. Pela alta prevalência da IBR, ainda existe uma tolerante 

demanda por sêmen de touros de apreciável valor genético que apresentam 

sorologia positiva frente a este vírus. Isso obriga a um contínuo monitoramento dos 

seus ejaculados para a detecção do vírus e, assim, evitar o risco de transmissão por 

essa via (PHILLIPOTT, 1993). 

  Tanto que, segundo Afshar e Eaglesome (1990), o vírus da IBR foi detectado 

em quase todos os centros de colheita de sêmen dos Estados Unidos da América e 

do Canadá, de onde provêm grande parte do sêmen importado pelo Brasil. Também 

é importante ressaltar que a infecção causada pelo BoHV-1 está presente em 

praticamente todos os países sul-americanos, apesar de não ser rotineiramente 

diagnosticada ou notificada. Nesse sentido, no Brasil estão registrados casos de 

balanopostites em touros, com eliminação de vírus pelo sêmen, assim como a 

presença de anticorpos em doadoras e receptoras de embriões.  
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  Os elevados índices de touros sororreagentes ao BoHV-1 em centrais de 

colheita de sêmen no Brasil demonstram que os rebanhos de cria e recria estão 

recebendo material genético de reprodutores infectados (PITUCO et al., 1997). A 

pesquisa de vírus em sêmen congelado, proveniente de touros mantidos em centrais 

de colheita de sêmen no Brasil, tem diagnosticado partidas infectadas (MEYER et al. 

2001), motivo pelo qual se recomenda a pesquisa de vírus em todas as partidas 

provenientes de touros sororreagentes e descarte das infectadas (MEYER et al. 

2001; OIE, 2013). 

  Vale ressaltar que em centrais de colheita de sêmen da Europa exigem que 

os touros sejam soronegativos para o BoHV-1. Por outro lado, a OIE (2013) prevê 

que países importadores devem exigir certificação do sêmen industrializado como 

livre de BoHV-1. Já o sêmen congelado deve ser adquirido de touro não reagente ou 

de partidas com certificação livre de BoHV-1 (TIKOO; CAMPOS; BABIUK, 1995). 

  As condutas sanitárias para a IBR/IPV são periodicamente revistas pela OIE, 

e pelo fato de o Brasil ser membro dessa organização, deve acompanhar as 

mudanças para poder realizar a certificação sanitária dos produtos pecuários, 

atendendo assim às exigências do mercado internacional. O Brasil possui rebanhos 

bovinos geneticamente melhorados. A conscientização de que sanidade e 

produtividade devem caminhar juntas pode e deve sempre ser reforçada, para 

vislumbrar um futuro melhor, pois uma das grandes fatias de arrecadação de divisas 

é a venda e exportação de reprodutores, sêmen e embriões. As exigências de 

certificação de produtos tem se intensificado com a ampliação das fronteiras 

mercadológicas advindas da globalização. Cabe aos técnicos entenderem o 

momento e aplicarem metodologias de diagnóstico e prevenção para poder obter os 

resultados almejados (BARBOSA et al., 2005). 

  O êxito dos programas de controle de infecção do BoHV-1 no sêmen 

depende, em boa parte, da identificação e eliminação de animais infectados ou 

portadores. Usualmente nesses animais o controle é feito por meio do isolamento de 

vírus em cultivos celulares, inoculação em animais suscetíveis ou, então, pela 

detecção indireta usando técnicas sorológicas, como VN, IF, ELISA entre outras 

(ALFIERI, 2000). 

  A maioria dessas técnicas, entretanto, apresenta limitações, principalmente 

de ordem prática, resultantes da sua complexidade, da infraestrutura necessária à 

sua realização, ou da lentidão dos procedimentos laboratoriais necessários para a 

detecção e caracterização de fatores relacionados com os agentes patogênicos. Por 
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outro lado, existem também limitações quanto às características de sensibilidade e 

especificidade. Por esses motivos, nos últimos anos têm-se intensificado a busca 

por técnicas de maior rapidez, precisão e confiança, que possibilitem o diagnóstico 

do BoHV-1 com um grau de sensibilidade e especificidade similar ou superior aos 

procedimentos convencionais, e cujos resultados sejam obtidos no mesmo dia. 

Desta maneira, técnicas simples e de fácil execução para a caracterização de 

proteínas e ácidos nucleicos, como as imunoenzimáticas e immmunobloting, ou as 

amplificações "in vitro" de ácidos nucleicos por meio da PCR, são recomendadas 

para substituir os métodos convencionais de diagnóstico desse vírus (RODRIGUEZ; 

SCHUDEL, 1993).  

 

   2.6 Avaliação das características seminais   
 

Além de monitorar a presença do BoHV-1 e de outros agentes infecciosos, as 

centrais de colheita de sêmen submetem as amostras colhidas a diversos testes de 

avaliação de qualidade espermática. 

  A avaliação espermática tem como objetivo estimar o potencial de fertilidade de 

um indivíduo, determinar, entre vários indivíduos, aqueles com maior fertilidade, e 

estabelecer características confiáveis que possam ser utilizadas como indicadores de 

fertilidade (FRENEAU, 2011).  

  Atualmente os métodos de avaliação utilizados em centrais de colheita de 

sêmen de bovinos consistem basicamente em análise subjetiva da motilidade, vigor 

(antes e após estresse térmico), concentração, volume e morfologia espermática. 

Porém pode-se estimar, mas não assegurar, a fertilidade do sêmen com base nessas 

avaliações, uma vez que não é avaliada a capacidade do espermatozoide de sofrer 

alguns processos in vivo, tais como a capacitação e a reação acrossômica, 

necessários para a fecundação (MAZZIERO et al., 2009) 

  Sendo assim, o desenvolvimento de ensaios laboratoriais para predizer a 

capacidade fecundante do sêmen tem instigado há muitos anos os pesquisadores. 

Entretanto, nenhum teste laboratorial isolado pode estimar o potencial de fertilidade do 

sêmen (ARRUDA et al., 2005). Por essa razão, têm ocorrido grandes avanços no 

estudo da célula espermática, permitindo o desenvolvimento de muitas técnicas para 

avaliar outros aspectos do espermatozoide, tais como: integridade de membrana 

plasmática, acrossomal e capacitação. A análise desses parâmetros fornece 

importantes informações sobre a amostra de sêmen (CELEGHINI et al., 2008). 
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  Para a realização dessas análises, é de fundamental importância que as 

colheitas das amostras de sêmen sejam realizadas com um rigoroso padrão de 

qualidade. Embora existam diversos métodos para colheita de amostras de sêmen, a 

eletroejaculação é o mais popular e o mais indicado para a colheita em touros de 

campo que não foram condicionados a outros procedimentos. Para a análise e a 

interpretação do espermiograma, há valores de referência para os diferentes atributos 

(motilidade, concentração, etc.). Esses valores de referência são determinados pelo 

Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA) e estão disponíveis na publicação 

“Manual para exame andrológico e avaliação de sêmen animal” (CBRA, 1998) 

 

  2.6.1 Avaliação de características físicas do sêmen 
 

No exame físico do sêmen, entre outras análises, são realizadas avaliações 

de volume, motilidade, vigor e concentração espermática. O volume do ejaculado 

deve ser lido diretamente no tubo de colheita e expresso em mililitros. Esse valor é 

relativo e depende do método de colheita e do regime sexual anterior à colheita, e 

não existe valor mínimo ou valor máximo estabelecido (BARBOSA et al., 1991). A 

motilidade é a avaliação subjetiva do percentual de espermatozoides móveis. O 

exame é realizado em microscópio de contraste de fase com 100x de aumento, 

observando-se uma gota de sêmen fresco, entre lâmínula e lâmina previamente 

aquecida a 37ºC. A motilidade é dada em porcentagem e significa o número de 

espermatozoides com motilidade progressiva em cada 100 deles observados 

(FRENEAU, 2011). O vigor é a intensidade de movimentação do espermatozoide 

observado individualmente. A avaliação deve ser feita na mesma preparação para 

motilidade e logo após essa avaliação. A escala de avaliação varia de zero a cinco, 

em que zero representa células paradas e cinco, movimento vigoroso e de alta 

velocidade (ANCHIETA et al., 2005). 

         A concentração espermática representa o número de espermatozoides por 

unidade de volume ejaculado. Existem vários métodos para contagem, o mais 

utilizado é a contagem em câmara de Neubauer, em que um volume de sêmen 

conhecido é diluído em um volume também conhecido de meio (geralmente 

formolsalina tamponada), que, após homogeneização, é colocado na câmara e a 

determinação é realizada em microscópio óptico com objetiva de 10 ou 20 vezes de 

aumento, sendo o resultado expresso em número de espermatozoides/mL de 
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sêmen. A concentração varia em função de fatores extrínsecos (método e frequência 

de coleta) e intrínsecos (idade, biometria testicular) (BARBOSA et al., 1991). 

 

  2.6.2 Avaliação da morfologia espermática 
 

  A avaliação da morfologia espermática no exame andrológico de rotina de 

touros é considerada o aspecto isolado que mais se relaciona com a fertilidade no 

rebanho. Também adquire importância para caracterizar, de forma prática, a idade 

da maturidade sexual de um touro. Após vários estudos, Blom (1973) adotou a 

classificação em defeitos maiores e defeitos menores, segundo a origem do defeito. 

  Os defeitos maiores são anomalias no acrossomo, gota citoplasmática 

proximal, cabeça subdesenvolvida, estreita na base, pequena anormal, contorno 

anormal, “pouch formation”, diadema, cauda enrolada na cabeça, piriforme, formas 

teratológicas, patologias da peça intermediária, cauda fortemente dobrada ou 

enrolada na cabeça, cauda dobrada com gota e formas duplas. Os defeitos menores 

são cauda levemente dobrada ou enrolada, retroabaxial, oblíqua, gota citoplasmática 

distal e cabeça, podendo ser delgada, gigante, curta, larga, pequena normal e 

isolada normal (BLOM, 1973). 

  Para a análise da patologia dos espermatozoides, ou seja, das alterações nas 

características morfológicas, há a necessidade de um microscópio com o dispositivo 

de contraste de fase. É preciso utilizar esfregaços em lâmina, corados para exame 

em microscopia óptica, sob imersão, com aumento de 1.000 vezes, associado ao 

exame em preparação úmida. Para este último, deve ser montada a lâmina com 

uma pequena gota do sêmen da amostra armazenada em solução formolsalina, 

colocada entre lâmina e lamínula, lacrada com esmalte e observada em microscopia 

de contraste de fase (aumento de 1.000 x). Em cada preparação devem ser 

analisadas pelo menos 200 células, e os resultados da frequência das alterações 

são expressos em porcentagem (BLOM, 1973). 

  Na interpretação da morfologia espermática, devem ser considerados, para 

defeitos maiores, os limites de 5% para os individuais e 20% para os totais, e para 

os defeitos menores, 10% para individuais e 25% para os totais. Para o total de 

defeitos, ou seja, a soma de defeitos maiores e de defeitos menores, o limite é de 

30% (BLOM, 1973). 
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  2.6.3  Avaliação de integridade de membrana plasmática, acrossomal e  
   capacitação  
 

 Os espermatozoides são constituídos por vários compartimentos na membrana 

plasmática, e a manutenção da integridade e funcionalidade dessa membrana é de 

fundamental importância, visto que uma membrana intacta e funcionalmente ativa é 

requerida para o metabolismo espermático, a capacitação, a reação do acrossoma, a 

ligação e a penetração no ovócito. Sendo assim, a avaliação da funcionalidade das 

membranas parece ser um importante parâmetro para avaliar a capacidade 

fecundante dos espermatozoides (FREITAS-DELL´ AQUA, 2009). 

  Graham e Mocé (2005) definem integridade de membrana plasmática como 

sinônimo de viabilidade espermática. Muitos estudos fundamentam-se na ideia de 

que a membrana plasmática intacta impede certos corantes de penetrarem na célula 

espermática. 

  Mais recentemente, foi desenvolvido e testado o uso de sondas fluorescentes 

para DNA, enzimas intracitoplasmáticas, lecitinas ou mesmo de potencial de 

membrana, o que tem provido novas ferramentas para avaliar a funcionalidade do 

espermatozoide pós-descongelação. Os estudos iniciais para avaliação da 

integridade de membrana em espermatozoides com o uso de sondas fluorescentes 

citam o brometo de etídeo, o qual penetra apenas em células com lesão de 

membrana, com especificidade por DNA, e quando intercalado à dupla hélice, sua 

fluorescência aumenta; no entanto, devido à sua grande toxicidade, o uso desse 

fluorocromo tem sido restringido (FREITAS-DELL´ AQUA et al. 2009). 

  Dentre os diversos corantes fluorescentes utilizados nas análises de 

integridade de membrana pode ser destacado o Hoechst 33342, Hoechst 33258 

(MAZZIERO et al., 2009) e Iodeto de Propídeo (IP) (CELEGHINI et al., 2008). Dentre 

estes, o IP vem sendo mais amplamente utilizado devido à facilidade de preparação 

e aplicação da técnica, estabilidade e eficiência na avaliação da integridade da 

membrana plasmática. O IP é um fluorocromo de alta intensidade ao qual a 

membrana plasmática íntegra é impermeável. Dessa forma, ele se liga somente ao 

DNA de espermatozoides cuja membrana está danificada, corando o núcleo de 

vermelho (GARNER; THOMAS; GRAVANCE, 1999). 

  Atualmente, a associação de sondas fluorescentes vem sendo utilizada, tais 

como o uso simultâneo de IP e Hoechest 33342 ou SYBER-14 (CARVALHO, 2009). 
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Outra sonda que vem sendo amplamente utilizada juntamente com o IP para 

avaliação de integridade de membrana plasmática é o Diacetato de 6 

carboxifluoresceína (C-FDA), fluorocromo que penetra rapidamente na membrana 

plasmática intacta, ainda na forma não fluorescente. No entanto, no interior da 

célula, o C-FDA é hidrolisado por esterases, resultando em 6-carboxifluoresceína 

livre, altamente fluorescente, sendo retido no interior da célula com membrana 

plasmática íntegra, fluorescendo de verde (GARNER; THOMAS; GRAVANCE, 

1999). 

  Para avaliação da condição acrossomal, assim como para integridade da 

membrana plasmática, um grande número de técnicas podem ser utilizadas, 

entretanto a técnica que utiliza lecitinas conjugadas destaca-se pela praticidade e 

eficácia nos resultados obtidos (SILVA; GADELLA, 2006) . As lecitinas conjugadas 

se ligam a glucose, mannose, galactose e N-acetilglucosamina ou outros 

carboidratos específicos de glicoproteínas que estão exclusivamente localizados no 

acrossoma. Dependendo da espécie de mamífero, as lecitinas mais comumente 

utilizadas são Psium sativum PSA ou PNA (SILVA; GADELLA, 2006; CARVALHO, 

2009). Para visualização em microscopia de epifluorescência, estas aglutininas 

devem ser conjugadas ao FITC (CELEGHINI et al., 2008) e ao IP (GARNER; 

THOMAS; GRAVANCE, 1999). As lecitinas são impermeáveis ao acrossoma intacto, 

no entanto a reação acrossomal ou acrossoma danificado permite a entrada dessas 

macromoléculas. O PNA se liga a glicoproteínas da membrana acrossomal externa, 

e o PSA se liga a componentes enzimáticos da matriz na luz do acrossoma, ou seja 

o açúcar α-manosidade, encontrado no conteúdo acrossomal (CELEGHIlNI et al., 

2008; SILVA; GADELLA, 2006). Para células não fixadas, a presença de coloração 

verde na região do acrosssoma indica acrossoma reagido (CELEGHINI et al., 2008). 
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3 OBJETIVOS 
 
   3.1 Objetivo geral 
 

  Analisar parâmetros clínicos, alterações sorológicas e qualidade do sêmen de 

touros jovens infectados experimentalmente com BoHV-1, em comparação com 

touros não infectados. 

 
   3.2 Objetivos específicos  
 

  Descrever a evolução da infecção com BoHV-1, observando o curso dos 

sinais clínicos e a temperatura retal no grupo de touros do experimento. 

 
  Quantificar os níveis de anticorpos contra o BoHV-1, por meio da técnica de 

VN, com o intuito de monitorar a resposta imune humoral de touros do experimento. 

 
  Identificar material genético do vírus ao longo do tempo por meio da técnica 

de PCR no sêmen dos touros do grupo controle e inoculados experimentalmente 

com o BoHV-1.  

 
  Avaliar a qualidade espermática dos touros do grupo controle e inoculados 

experimentalmente com o BoHV-1. 

 
  Realizar avaliações histopatológicas em fragmentos de testículos e 

epidídimos dos animais do experimento. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
   4.1 Caracterização dos Animais do Experimento 
 

  Este experimento foi autorizado em reunião ordinária de 7 de julho de 2011 

da CEUA- Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho” Campus de Jaboticabal, com protocolo de 

número 0143030/11. 

Para a realização do experimento foram utilizados 12 bovinos machos não 

castrados, com aproximadamente 30 meses de idade, mestiços, Girolandos, 

criados com o mesmo manejo, porém em locais diferentes da mesma propriedade 

(Fazenda Palmital) do Instituto Federal Goiano, Câmpus Urutaí - Goiás. Antes de 

iniciar o experimento, um lote de 50 touros, com idade e caracterização racial 

definidas anteriormente, foi submetido a dois testes de qualidade espermática, o 

que possibilitou selecionar para a pesquisa apenas os animais que apresentaram 

no exame as seguintes características: concentração espermática ≥ 400x106  

(FRENEAU, 2011) e motilidade espermática ≥ 70%, vigor espermático ≥ 3 em uma 

escala de 0 a 5 (CBRA, 1998)  e acima de 70% de células espermáticas normais 

de acordo com os parâmetros de (BLOM, 1973). 

Trinta e quatro touros que atendiam esses requisitos foram testados pela 

técnica de VN, só depois escolhidos 23 que foram negativos nos testes do BoHV-1. 

Após os resultados da reação de VN, foram separados do lote 12 touros que 

apresentavam os resultados mais próximos em relação às características 

espermáticas avaliadas. A partir daí os touros foram separados em dois grupos, 

com seis animais cada, mantidos em locais diferentes. Um grupo foi inoculado 

experimentalmente com o BoHV-1, e o outro ficou como grupo controle.  

  O projeto em questão foi realizado em quatro centros de pesquisa: 

Laboratório de Viroses da Reprodução do Departamento de Medicina Veterinária 

Preventiva e Reprodução Animal da UNESP de Jaboticabal, Laboratório de 

Tecnologia de sêmen da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) 

- Cerrados, Planaltina- DF, Laboratório de Microscopia de Epifluorescência da 

Universidade de Brasília (UnB), Brasília- DF, e no Instituto Federal Goiano, Campus 

Urutaí.  
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   4.2 Amostragem 
 

  Foram feitas oito colheitas de sangue e sêmen em cada grupo de touros 

controle e inoculados com intervalos semanais, sendo que a primeira feita antes no 
dia 0 e as demais nos dias 0, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 após a inoculação 

experimental. Ao todo foram colhidas 96 amostras de sangue e 96 de sêmen em 

ambos os grupos, durante todo o experimento. 

  
   4.3 Inoculação Viral 
 
  Para a infecção experimental foi utilizada a amostra padrão Nebraska do 
BoHV-1 inoculada pelas vias intranasal e intraprepucial com 10 mL de suspensão 

viral (dose total de 107,0TCID50/mL) repartida em ambas as vias.  

 

   4.4 Avaliação clínica dos touros inoculados 
 

  Após a inoculação os touros foram monitorados por meio de parâmetros 

determinados diariamente pela aferição da temperatura retal durante 14 dias no 

período da manhã e presença de sinais clínicos, tais como: secreções nasais, 

dispneia, lesões ulcerativas, hiperemia, edema, presença de pontos hemorrágicos 

ou pequenas pústulas no prepúcio e problemas com a micção, por até 18 dias.  

 

   4.5 Colheita de Sangue 
 

  As amostras de sangue foram colhidas por punção da veia jugular ou veia 

sacral média, utilizando-se tubos sem anticoagulante com sistema a vácuo 

(Vacunteiner Becton-Dickson ®). 

  Foi realizada uma colheita prévia de sangue para certificação da negatividade 

dos touros frente ao BoHV-1 antes da inoculação. A cada semana depois da 

infecção experimental foram colhidas mais sete amostras de cada animal. No 

momento da colheita as amostras foram deixadas em repouso em temperatura 

ambiente para retração do coágulo e, em seguida, foram transportadas sob 

refrigeração para o laboratório onde foram centrifugadas a 744 x G durante 10 

minutos, para separação do coágulo. Os soros obtidos foram estocados à 

temperatura de -20 ºC até o momento da realização dos testes. 
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   4.6 Procedimentos de Análise Sorológica 
 

Os procedimentos relacionados à manutenção das culturas celulares até 

terminar com a VN seguem as recomendações preconizadas pelo “Manual de 
Testes Diagnóstico e Vacinas para Animais Terrestres, Organização Mundial de 

Saúde Animal” (OIE, 2013). 

 
  4.6.1 Manutenção das culturas celulares 
 

  Para o desenvolvimento da reação de VN, foram utilizadas células MDBK, 

mantidas em monocamada em garrafas de poliestireno (TPP ®), com área de 75cm². 

As células foram cultivadas em “Minimum Essential Médium” (MEM) (Gibco®), filtrado 

em filtro (Millipore®) de 0,22 μm, acrescido de 0,2% de bicarbonato de sódio, 
tamponado em pH 7 e enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab®). 

Subculturas, ou seja, passagens sucessivas de células com a finalidade de 

manutenção da viabilidade celular, foram produzidas a cada 48 horas. Nessa 

ocasião, foi retirado o meio de cultivo das garrafas que apresentavam uma 
monocamada celular completa, as células foram lavadas duas vezes com tripsina-

versene (Difco®), em seguida a monocamada foi novamente submetida ao 

tratamento com solução de tripsina-versene (Difco®), por um período de 2 a 3 
minutos em estufa a 37ºC, para promover o desprendimento do tapete celular e a 

individualização das células. Após essa individualização, a solução de tripsina-

versene foi desprezada, e a ressuspensão celular feita pela adição do meio de 

manutenção MEM contendo 10% de SFB. 

 Posteriormente uma alíquota dessa suspensão foi retirada para contagem em 

câmaras de Neubauer para determinação da concentração celular. Feitos os 

cálculos, preparou-se a suspensão com 3,0x105 células/mL para adição nas placas 

de reações de VN, e com 200.000 células/mL para outros subcultivos de células em 

garrafas de 75 cm2. A seguir, as garrafas foram colocadas em estufa à temperatura 

de 37ºC para formação de novo tapete celular para utilização posterior. 

 
  4.6.2 Multiplicação viral 
 

  A suspensão viral padrão utilizada nas reações de VN foi obtida inoculando 1 

mL de amostra preparada do vírus BoHV-1 estirpe Nebraska, em garrafa contendo 
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monocamada de células MDBK pré-formada. O cultivo celular inoculado foi incubado 

em estufa, à temperatura de 37ºC, por 1hora para adsorção do vírus nas células. 

Transcorrido esse tempo, foram adicionados 5 mL do meio de manutenção. 

Novamente a garrafa foi submetida a incubação em estufa à temperatura de 37ºC 

até que o tapete celular apresentasse aproximadamente 90% de efeito citopático 

(EC). 

  Assim que a monocamada apresentou o EC desejável, o inóculo foi 
submetido ao congelamento à temperatura de -80ºC, seguido de rápido 

descongelamento em banho-maria à temperatura de 37ºC, para rompimento das 

células e consequentemente liberação de maior quantidade de partículas virais. Em 

seguida, o inóculo foi clarificado por centrifugação a 1.800 x G à temperatura de 4ºC 
por um período de 15 minutos. Finalmente o sobrenadante contendo as partículas 

virais foi distribuído em criotubos, no volume de 0,7 mL, depois vedados e 

armazenados em nitrogênio líquido à temperatura de –196ºC. Uma dessas alíquotas 

foi descongelada e submetida ao processo de titulação viral. 
 
  4.6.3 Titulação viral 
 

  Para determinação do título do vírus, foram utilizadas placas de microtitulação 

descartáveis de poliestireno cristal, com 96 cavidades de fundo chato (TPP®). Em 

cada poço acrescentaram-se 50 μL de meio MEM (pH 7), exceto na nona coluna, 

que permanecia vazia para separar as cavidades com diluições virais daquelas com 

os controles celulares. Em seguida, a alíquota de vírus descongelada foi diluída, em 

tubos de ensaio, em escala logarítmica seriada de base 10 (10-1 a 10-8), mantendo 

sempre os tubos em banho de gelo, para evitar a queda do título viral. Em cada uma 

das oito primeiras colunas da placa de microtitulação foi colocada a respectiva 

diluição (a primeira coluna recebeu a diluição 10-1 e assim por diante, até que a 

oitava coluna recebeu a diluição 10-8) (REED; MUENCH, 1938). 

  Depois foram acrescentados, em cada poço da placa, 50 μL de suspensão de 

células MDBK na concentração de 3,0x105 células/mL. As colunas de número 10, 11 

e 12 foram os controles celulares e receberam apenas 100 μL de meio e a 

suspensão celular na mesma quantidade e concentração do restante da placa. 

Terminado esse procedimento, a placa foi incubada em estufa à temperatura de 

37ºC em atmosfera controlada com 5% de CO2. Decorridas 96 horas, a placa foi 

observada em microscópio invertido, para pesquisar os efeitos citopáticos 
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característicos de cada vírus. O título viral foi calculado segundo o método de REED; 

MUENCH (1938). 

 

  4.6.4 Pesquisa de anticorpos neutralizantes 
 

A pesquisa de anticorpos neutralizantes foi realizada pelo teste de VN, 

descrito no “Manual de Testes Diagnóstico e Vacinas para Animais Terrestres, OIE, 

2013” usando a estirpe Nebraska do BoHV-1 proveniente da Universidade Estadual 

de Londrina - PR. 

  Os soros a serem testados foram descongelados, inativado o sistema 

complemento em banho-maria à temperatura a 56ºC durante 30 minutos, e 

colocados em duplicata nas microplacas de 96 cavidades. Na primeira coluna de 

cada placa, foram adicionados 100 μL de meio MEM em cada cavidade, e nas 

demais, 50 μL, excetuando a da coluna 3, onde a diluição foi de 1:2. Em seguida, 

foram adicionados 50 μL da amostra na segunda, terceira e quarta colunas. Como 

próxima etapa foi feita a diluição seriada, a partir da quarta coluna, que tinha a 

diluição 1:4, até a décima segunda coluna, onde a diluição foi de 1:1024.  

Após esse processo, em cada cavidade, exceto na primeira e segunda 

coluna, que foram controles, foram adicionados 50 μL da suspensão viral ajustada a 

uma concentração de 200 TCID50. Para o preparo das 200 TCID50, foi subtraído o 

logaritmo de 200 TCID50 (2,3) do título viral. Do resultado da subtração foi obtido o 

antilogaritmo correspondente. Este valor representava o volume final da diluição que 

continha as 200 TCID50. Após a adição dessa suspensão viral, as microplacas foram 

incubadas em estufa à temperatura de 37˚C em atmosfera controlada com 5% de 

CO2 por um período de 18 a 24 horas. 

  Após a incubação da mistura soro com vírus e meio de cultura, foram 

adicionados em cada cavidade da placa 100 uL de uma suspensão de células 

MDBK, numa concentração de 3,0 x 105 células/mL, cultivadas em MEM 

suplementado com 10% de SFB. Terminada essa etapa, a microplaca foi novamente 

incubada à temperatura de 37ºC em atmosfera controlada com 5% de CO2 por um 

período de 72 horas, seguida de leitura do efeito citopático característico. Foram 

utilizados em cada prova o controle do soro e o controle de células MDBK. A 

interpretação do teste considerou positiva a amostra de soro que neutralizou o vírus 

a partir da diluição 1:2.  
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  Amostras pareadas de cada animal foram testadas na mesma microplaca, e o 

título expresso como o inverso da diluição capaz de neutralizar as 200 TCID50. 

  Nas reações de VN foi também verificado se as TCID50 do BoHV-1 estavam 

dentro do intervalo de validação do teste preconizado pelo “Manual de Testes 

Diagnóstico e Vacinas para Animais Terrestres, Organização Mundial de Saúde 

Animal”, que é de 20 a 200 TCID50. Foi utilizada a mesma diluição que definiu as 

200 TCID50 na placa de validação da reação, a partir da qual foram obtidas as 

diluições que definiram 0,2 TCID50, 2,0 TCID50  e 20 TCID50 para o BoHV-1. 

  Com as diluições preparadas, utilizando uma placa de microtitulação com 96 

cavidades, foram colocadas nas quatro primeiras colunas as respectivas diluições 

contendo 0,2 TCID50, 2,0 TCID50, 20 TCID50 e 200 TCID50, sendo a quinta e a décima 

primeira coluna mantidas como colunas limítrofes, onde nenhum reagente foi 

adicionado. As cavidades da última coluna desta placa foram destinadas ao controle 

da suspensão celular.  

  Em cada reação também foram realizados os mesmos procedimentos de 

titulação descritos no item 4.5.3, pois a suspensão viral foi obtida a partir de uma das 

diluições (10-1 a 10-8), e o título viral estabelecido foi confirmado utilizando as 

cavidades das cinco colunas que ainda restavam na placa. Como o valor desse título 

já era previamente conhecido, e por questões de espaço na placa, foram utilizadas 

apenas as diluições com intervalos próximos ao título. Sendo assim, foram 

adicionados 50 μL de cada diluição por cavidade nas colunas correspondentes às 

diluições desejadas, com oito repetições 

  Transcorrido o período de incubação de 24 horas, pois esta placa foi 

submetida ao mesmo intervalo de tempo da reação de VN, foram adicionados, em 

todas as cavidades da placa, 50 μL da suspensão viral de células contendo 3,0x105 

céls./mL em meio de manutenção MEM acrescido de 10% de SFB. A placa de 

validação foi mantida em estufa a 37ºC com atmosfera controlada contendo 5% de 

tensão de CO2. A leitura foi realizada antes das demais placas da reação de VN, 

pois os resultados nela encontrados validavam ou não o teste realizado. 

 
   4.7 Procedimentos de Análise de Sêmen 
 

  Todos os procedimentos de análises a fresco, cálculo da concentração e 

descongelação das amostras de sêmen foram feitos segundo o protocolo 
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recomendado pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal e estão disponíveis na 
publicação “Manual para exame andrológico e avaliação de sêmen animal” (CBRA, 

1998). 

 
  4.7.1 Colheita de amostras de sêmen 
 

  As amostras de sêmen foram colhidas antes e durante sete semanas após os 

animais serem infectados experimentalmente com o BoHV-1, datas seguidas 

também para o grupo controle. Durante todo o experimento, os grupos de animais 

infectados e controle permaneceram em locais distintos na Fazenda Palmital do 

Instituto Federal Goiano Campus-Urutaí.  

  Antes do início do experimento, os animais foram condicionados à colheita de 

sêmen por meio de eletroejaculação. 

  Todas as colheitas realizadas seguiram o mesmo protocolo: 
 

 contenção do animal em tronco coberto e com brete; 

 poda dos pelos do prepúcio, permanecendo com cerca de 1cm de     

comprimento; 

 massagem da uretra, estimulando o animal a urinar; 

 lavagem do prepúcio com solução de Kilol 0,4%; 

 preparação de um suporte com funil adaptado a um tubo, para colheita do 

ejaculado; 

 preparação do eletroejaculador previamente carregado; 

 limpeza do reto do animal; 

 aproximação do coletor junto ao prepúcio; 

 introdução do eletroejaculador no reto, com a região da probe que possui 

metal voltada para baixo.; 

 
  Após a introdução do eletroejaculador no reto, iniciou-se a aplicação de 

voltagens gradativas, com períodos de estimulação rítmica repetida, alternando com 

períodos de descanso. Os intervalos dos estímulos, no início, para o animal expor o 

pênis, foram de 2 a 3 segundos de duração e meio segundo de descanso, de 5 a 10 

estimulações com intensidade de 0 a 250 A. Quando o animal começou a liberar o 

pré-ejaculado aplicaram-se estímulos mais intensos e de maior duração, 5 
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segundos, com o mesmo período de descanso e cerca de 15 a 20 estimulações com 

intensidades que variaram de 250 a 500 A. No eletroejaculado, em geral, é 

eliminado primeiramente o plasma seminal ou pré-ejaculado, que é menos denso. O 

ejaculado posterior é que foi aproveitado (SILVA; DODE, 1993). 

 

  4.7.2 Testes no sêmen fresco   
 

  Imediatamente após a colheita, o sêmen foi levado ao laboratório e foi mantido 

em banho-maria à temperatura de 37°C até o processamento final. A motilidade e o 

vigor dos espermatozoides foram analisados sobre lâmina aquecida à temperatura de 

37O C, em microscópio de contraste de fase com aumento de 100 x vezes. O 

resultado da motilidade foi dado em valores de 0% a 100%. O vigor foi avaliado em 

uma escala de 0 a 5, classificando desta forma a diferença de intensidade de 

movimento dos espermatozoides. O volume foi averiguado pela leitura direta do tubo 

de colheita graduado com fração de 0,1 mL (CBRA, 1998). 

  Concomitantemente a essas análises, separou-se uma alíquota de sêmen 

fresco em eppendorf contendo 1 mL de solução de formol-salina tamponada, material 

que posteriormente foi utilizado para a análise da morfologia espermática (CBRA, 

1998)  

  Após a motilidade, o vigor e o volume terem sido averiguados, o ejaculado foi 

diluído com o meio de congelamento Botu-Bov (Botupharma-Ltda/ME) na proporção 

de 1:1 e mantido à temperatura de 37°C até o término do cálculo da concentração e 

consequentemente o volume final do diluente ter sido definido.  

 
  4.7.3 Cálculo da concentração espermática  
 

  Primeiramente foi preparada uma mistura com 5 μL de sêmen e 995 μL de 

água, da qual foram colocados 10 μL em cada lado de uma câmera de Neubauer. 

Posteriormente foi feita a contagem de cinco quadrantes de cada lado da câmara em 
microscopia óptica com aumento de 400 x. A diferença da soma entre os dois lados 

da câmara só tinha validade quando não ultrapassava 10%. A soma dos dois 

quadrantes da câmara então era dividida por 2, e o valor obtido multiplicado por 107, 

resultando na quantidade de espermatozoides por mL (concentração a fresco) 
(CBRA, 1998). 
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  4.7.4 Envase do sêmen 
 

  O envase das palhetas foi realizado com seringa de 0,50 mL. Foram utilizadas 
palhetas da marca MINITUB, fabricadas em cloreto de polivinil, medindo 133 mm de 

comprimento e 2 mm de diâmetro 

  Todas as palhetas foram seladas com álcool polivilínico, verificou-se antes a 

identificação de todos os dados nas palhetas, referente ao número do touro e à da 
respectiva colheita. 

  Após o envase, as palhetas foram submetidas à curva de congelação, sendo 

colocadas na geladeira a uma temperatura de 4ºC, onde permaneceram por um 

período de 4 horas. Em seguida, foram dispostas horizontalmente sobre o vapor de 
nitrogênio líquido por 15 minutos, a uma temperatura de -150ºC, só então foi 

efetuada a congelação, a colocação em raques, e o armazenamento em nitrogênio 

liquido a  -196°C, até o momento de análise (SENGER, 1986). 

 
  4.7.5 Descongelamento das amostras 
 

  Para examinar o sêmen, as palhetas foram descongeladas em água à 

temperatura de 35ºC a 37ºC durante 30 segundos. Em seguida, foram cortadas, e o 
conteúdo depositado em um eppendorf, para melhor homogeneização da amostra. 

  O tubo contendo o sêmen foi deixado em banho-maria à temperatura de 37ºC 

para a realização de todas as avaliações programadas (CBRA, 1998). 

 

4.7.6 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para detecção de 
herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1) 

 

   Para a realização da técnica de PCR, foi utilizado o Kit da Prômega, cujo 
protocolo e metodologia para diagnóstico do BoHV-1 em amostras de sêmen já 

estão bem estabelecidos.  

  No início da extração do DNA, de acordo com as recomendações do Wizard® 

Genomic DNA Purification Kit (Prômega), utilizou-se 150 μL de amostra de sêmen, 
que foi centifugada a 1.000 X G por um período de 10 segundos, originando um 

pellet que posteriormente foi lavado com PBS e vortexado. Em seguida foram 

adicionados a esse material 600 μL de solução de lise de ácido nucleico, que foi 

misturado com a utilização de pipeta.  
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  Para a lise e precipitação das proteínas, utilizou-se 3 μL de RNase ao material 

misturado, incubou-se a 37ºC  por 30 minutos, após isso foram adicionados 200 μL 

da solução de precipitação da proteína. O produto dessa mistura passou pelo vortex, 

foi colocado em banho de gelo durante 5 minutos e posteriormente foi centrifugado a 

1.000 x G por 4 minutos. 

  A precipitação e a reidratação do DNA iniciaram-se com a transferência do 

sobrenadante da centrifugação anterior para um novo tubo contendo 600 μL de 

isopropanol à temperatura ambiente. Após esse procedimento o material foi 

misturado por inversão, centrifugado a 1.000 x G por um minuto, removido o 

sobrenadante e adicionados 600 μL de etanol também à temperatura ambiente. 

Posteriormente esse material foi centrifugado a 1.000 X G por 2 minutos, o etanol foi 

aspirado e o pellet originado foi secado por 15 minutos e reidratado com 100 μL de 

solução de reidratação. O extrato de DNA foi armazenado à  temperatura de - 20ºC 

e utilizado posteriormente. 

  Após a extração, o DNA e os primers foram adicionados ao mastermix, solução 

que contém Taq polimerase, desorribonuleotídeo trifosfatado (dNTPs) e cloreto de 

magnésio (MgCl2). A essa mistura foi adicionada água para completar a reação. O 

tampão do mastermix sendo verde possibilitou a sua aplicação direta no gel de 

agarose após a retirada do termociclador. A reação enzimática ocorreu a partir de 

primers de PF 5-CTAACATGGAGCGCCGCTT-3 e PR 50-CGGGGCGATGCCGTC-

30. A amplificação utilizou um termociclador Techne (UK): na temperatura de 94,8ºC 

durante 5 min (1ciclo), seguido por 35 ciclos de 1 minuto à temperatura de 94,8ºC, 1 

minuto à temperatura de 61,8ºC, e 1 minuto à temperatura de 72,8ºC e para a 

extensão final um tempo de 5 minutos à temperatura de 72,8ºC. 

  Os produtos de amplificação foram analisados por meio de eletroforese em 

gel de agarose a 2,0%. A visualização dos fragmentos amplificados foi feita por meio 

da transiluminação do gel em luz ultravioleta, após corá-lo em solução de brometo 

de etídio (0,5 μg/mL). 

 

  4.7.7 Avaliação da morfologia espermática 
 

  Para a análise da morfologia dos espermatozoides, foram utilizadas as 

amostras mantidas em solução formol-salina tamponada, no momento das colheitas. 

Para a realização deste teste, foi colocada uma gota de sêmen da amostra entre 
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lâmina e lamínula e observada em microscopia de contraste de fase, com aumento 

de 1.000 x (CBRA, 1998). 

  Foram feitas duas preparações e em cada uma foram examinadas pelo 

menos 100 células, perfazendo um total de 200 células analisadas para cada 

amostra. Os resultados de frequências das alterações encontradas foram expressos 

em porcentagem, detectando a quantidade de espermatozoides normais e a 

ocorrência de possíveis defeitos espermáticos. Posteriormente, os defeitos foram 

classificados, de acordo com Blom (1973), em maiores, menores e totais. 

 
  4.7.8 Análise de integridade de membrana plasmática e acrossoma 
 

As análises de membrana plasmática e acrossoma foram realizadas no 

laboratório de microscopia de epifluorescência da Universidade de Brasília (UnB). 

  A integridade da membrana plasmática foi avaliada utilizando o C-FDA e IP 

(Molecular Probe®, Eugene, Oregon, EUA). Conforme descrito por Martins et al. 

(2007), uma amostra de 10μL de sêmen descongelado foi adicionada a 40μL de 

solução corante e incubada por 10 minutos em microtubo protegido da luz. Uma 

alíquota de 10 μL da mistura foi colocada em uma lâmina coberta com uma lamínula e 

observada em microscópio de epifluorescência (Axiophot Zeiss: filtro de comprimento 

de onda de 395/420 nm excitação/emissão). Foram examinadas 200 células 

espermáticas por lâmina, sendo classificadas as porcentagens de: membrana íntegra 

(presença de coloração verde na cabeça); membrana lesada (presença de coloração 

vermelha na cabeça) (SILVA; GADELLA, 2006). 

  A integridade do acrossoma foi avaliada utilizando uma conjugação de FITC 

(sonda fluorescente) com lecitina de amendoim PNA e IP. como descrito por 

Celeghini et al. (2008), uma amostra de sêmen de 10 μL foi diluída em 30 μL de uma 

solução de corante e incubada por 10 minutos. Uma alíquota de 10 μL de solução de 

corante com sêmen foi colocada sobre uma lâmina e coberta com uma lamínula. 

Foram examinadas 200 células espermáticas em microscópio de contraste de fase e 

microscópio de epifluorescência (Axiophot Zeiss: Filtro de comprimento de onda 

494/517 excitação/emissão). 

Os espermatozoides foram classificados em quatro categorias, sendo: 

porcentagem de morto com acrossoma íntegro (presença de coloração vermelha na 

cabeça e ausência de coloração no acrossoma); porcentagem de morto com 
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acrossoma reagido (presença de coloração vermelha na cabeça e verde no 

acrossoma); porcentagem de vivo com acrossoma íntegro (ausência de coloração 

na cabeça e no acrossoma); porcentagem de vivo com acrossoma reagido (ausência 

de coloração na cabeça e presença de coloração verde no acrossoma) (CELEGHINI 

et al., 2008). 

 

   4.8 Exame anátomo-histopatológico dos testículos e epidídimos 
 

  Setenta dias após a infecção experimental com BoHV-1, os bovinos 

pertencentes a cada grupo foram orquiectomizados pelo método cirúrgico, 

posteriormente à avaliação macroscópica os testículos foram seccionados na porção 

média, enquanto os epidídimos foram seccionados na região do corpo, a seguir estes 

foram fixados em formol por 24 horas. Em seguida, foram conservados em álcool 

etílico a 70%. Após fixação, os tecidos foram incluídos em parafina, seccionados a 

uma espessura de 5 μm e corados com hematoxilina e eosina, após isso foi feita 

leitura em microscópio óptico com aumento de 400x (LUNA, 1968).  

 

   4.9 Análise estatística  
 

  O delineamento experimental foi realizado com seis repetições, no esquema 

fatorial 2x8, originando 16 tratamentos e totalizando 96 observações. A análise teve 

dois fatores: inoculação e dias após inoculação. O fator “Inoculação” foi composto 

pelos tratamentos: C – controle e I - inoculado. O fator “Dias após inoculação” foi 

composto por: D1 – 0 dia, D2 – 7º dia, D3 – 14º dia, D4 – 21º dia, D5 – 28º dia, D6 – 

35º dia, D7 – 42º dia e D8 – 49º dia. A verificação estatística da significância dos 

tratamentos foi feita pela análise de variância (ANOVA) GLM. Para a comparação 

das médias foi utilizado o teste de Tukey, com 5% de probabilidade. Todas as 

análises foram realizadas pelo software estatístico SAS versão 9.1.2 (2009). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
  As doenças da reprodução podem interferir nos índices de natalidade, taxa 

de gestação, retorno ao cio, natimortos, entre outros, ou seja, causar prejuízos. No 

entanto a maioria dessas disfunções geralmente passam despercebidas por falta 

de monitoração. Quando observadas, normalmente a maioria dos casos de falha 

na reprodução são atribuídos às fêmeas, quando na verdade essa anomalia 

deveria ser dividida com os machos, que podem transmitir grande número de 

doenças infecciosas por meio da monta natural e da inseminação artificial, além de 

provocar uma série de desordens reprodutivas na fertilidade do rebanho. 

  No caso da IBR, a infecção nos touros possui caráter considerável na 

disseminação da enfermidade por meio da cópula devido às lesões no pênis e no 

prepúcio e à presença no sêmen contaminado, que podem transmitir o vírus às 

fêmeas sadias. Entretanto, em alguns touros infectados pelo BoHV-1, os sinais nos  

aparelhos reprodutivos  e até  mesmo  os  sinais respiratórios característicos dessa 

infecção na fase aguda são imperceptíveis ou de curta duração. Em decorrência 

disso, as informações obtidas, por meio de algumas análises laboratoriais 

realizadas em amostras de animais infectados por esse vírus, podem levar ao 

diagnóstico tardio em relação ao início da infecção no rebanho. 

  Devido aos fatores relacionados acima, este trabalho procurou caracterizar 

as disfunções em touros jovens conforme a evolução da infecção pelo BoHV-1  

monitorando ao mesmo tempo a temperatura corpórea, os sinais clínicos, os títulos 

de anticorpos no soro sanguíneo, a presença de material genético viral em 

amostras de sêmen e a qualidade espermática. Os resultados observados foram 

comparados com parâmetros das análises de um grupo de touros controle. As 

técnicas de avaliação do sêmen foram utilizadas com o objetivo de identificar, 

ainda nas propriedades rurais, possíveis alterações espermáticas que pudessem 

ser atribuídas à infecção por esse vírus. O experimento também realizou análises 

histopatológicas em fragmentos de testículos e epidídimos dos dois grupos de 

touros, inoculados e controle, visando caracterizar quaisquer alterações 

histopatológicas ocasionadas pela ação do BoHV-1 após a fase aguda da doença. 
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   5.1 Monitoração da temperatura corpórea 

 
Tabela 3.  Temperatura corpórea dos grupos de touros controle (números 1 a 6) e 

inoculados (números 7 a 12) com o BoHV-1, medida durante 14 dias. 
 
 

Animal 
Temperatura corpórea (d)* 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

To
ur

os
 C

on
tro

le
 

1 39,1 38,9 39,0 38,9 38,8 39,0 38,7 38,9 38,9 38,6 38,8 38,9 38,7 38,5 38,6 

2 38,7 38,9 38,7 38,8 38,8 38,6 38,8 39,0 38,9 38,7 38,7 38,8 39,0 38,6 38,7 

3 38,8 38,8 39,1 39,0 38,9 38,8 38,8 39,3 38,8 39,2 38,9 39,0 38,7 38,5 38,9 

4 39,0 38,9 39,2 39,0 39,1 39,0 38,9 39,1 39,0 38,8 38,8 39,0 38,9 39,0 38,8 

5 38,9 39,0 38,9 38,8 39,2 39,0 38,8 39,1 38,7 39,0 38,6 39,1 38,8 38,8 39,1 

6 38,8 38,7 39,0 38,9 38,8 39,1 39,0 38,8 38,7 39,0 39,1 38,7 38,9 39,0 38,8 

To
ur

os
  I

no
cu

la
do

s 

7 38,8 38,7 39,3 40,0 40,2 40,5 40,1 39,9 39,4 39,5 39,0 38,7 38,9 39,0 38,8 

8 38,9 39,0 39,5 40,1 40,0 40,3 39,7 39,3 39,3 38,8 38,9 38,9 38,7 38,8 38,7 

9 38,8 38,8 39,2 40,1 39,9 40,2 40,0 39,5 39,3 38,9 38,9 39,0 38,8 38,9 38,8 

10 39,1 39,0 39,3 40,3 40,0 40,1 39,9 39,5 39,3 39,0 39,0 38,9 39,0 38,8 38,9 

11 38,6 38,8 39,3 39,5 39,9 41,0 40,5 39,9 39,2 39,0 38,7 38,9 38,8 38,6 38,7 

12 38,8 38,9 39,4 39,9 40,0 41,0 40,3 40,0 39,5 39,3 39,0 38,9 38,8 39,0 38,9 

* Dias antes e após a inoculação  

 
  Todos os seis touros jovens inoculados com o BoHV-1 apresentaram 

aumento na temperatura corpórea (> 39,5), porém em períodos e graus variados. 

Os touros de números 7, 8, 9, 10 e 12 manifestaram hipertermia a partir do terceiro 

dia pós-inoculação, enquanto o touro de número 11 aumentou a temperatura 

corpórea no quarto dia pós-inoculação viral. Três touros, os de números 8, 9 e 10, 

permaneceram com hipertemia até o sexto dia, e três, os de números 7, 11 e 12, 

até o sétimo dia após a inoculação do vírus BoHV-1. Nenhum dos touros do grupo 

controle manifestou hipertermia durante os dias do estudo (Tabela 3). Bitsch (1973) 

também detectou aumento da temperatura corpórea em dois touros inoculados 

pelas vias respiratória e intraprepucial com o vírus BoHV-1 entre os dias 4 e 9 após 

a infecção experimental. Já Vogel et al. (2004) não observaram aumento da 

temperatura corpórea em nenhum dos quatro touros inoculados com o BoHV-1, só 

que nesse referido estudo os animais foram inoculados apenas pela via 

intraprepucial.  
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   5.2 Monitoração dos sinais clínicos 
 

Tabela 4.  Sinais clínicos no grupo de touros controle (números 1 a 6) e inoculados 
(números 7 a 12) com o BoHV-1, monitorados durante 17 dias do 
experimento. 

 

Animal 
Sinais clínicos (d)* 

0 1 2    3  4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

To
ur

os
 C

on
tro

le
 

1 - - -    -  - - - - - - -  -   - -  - - - - 
2 - - -    -  - - - - - - -  -   - -  - - - - 
3 - - -    -  - - - - - - -  -   - -  - - - - 
4 - - -    -  - - - - - - -  -   - -  - - - - 
5 - - -    -  - - - - - - -  -   - -  - - - - 
6 - - -    -  - - - - - - -  -   - -  - - - - 

To
ur

os
  I

no
cu

la
do

s 

7 - - -  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - 
8 - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
9 - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
10 - - -  +  + + + + + + + +  + +  + + - - 
11 - - -  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ ++ - 
12 - - -  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++ ++ ++ ++ ++ - 

* Dias antes e após a inoculação  
Ausência de sinais clínicos -, edema e hiperemia no prepúcio +, edema, hiperemia, vesículas, 
pústulas e úlceras no prepúcio ++, edema, hiperemia, vesículas, pústulas, úlceras no prepúcio e 
sinais respiratórios +++.  

 
  Só os touros inoculados apresentaram alguns sinais clínicos característicos 

da infecção pelo BoHV-1, porém essas manifestações ocorreram em tempos 

distintos e em graus variáveis conforme o touro, como mostra a Tabela 4. No caso 

de sinais clínicos relacionados à doença reprodutiva, o touro de número 10 

apresentou a forma mais branda da infecção, com edema e hiperemia no prepúcio, 

iniciando no terceiro e permanecendo até o décimo quinto dia PI. Os animais de 

número 7, 11 e 12, além de edema e hiperemia, apresentaram vesículas no 

prepúcio entre o terceiro e o décimo sexto dia PI. De modo semelhante, Bitsch 

(1973) detectou, em dois touros inoculados com o BoHV-1, pústulas na mucosa 

peniana, úlceras e áreas hiperêmicas na mucosa do prepúcio, entre o 8º e o 23º 

dia PI. Também foram observados por Van Oirschot (1995), após a inoculação 

intraprepucial com o vírus BoHV-1, pontos escuro-avermelhados, vesículas e 

pústulas nas mucosas prepuciais de todos os touros infectados 

experimentalmente. O autor reportou, ainda, que algumas dessas lesões, 

posteriormente, formaram placas, úlceras e originaram infecções bacterianas 
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secundárias, que resultaram em uma descarga prepucial purulenta.  Da mesma 

forma, Vogel et al. (2004) observaram balanopostite grave, caracterizada por 

vermelhidão do pênis e da mucosa do prepúcio acompanhada de vesículas e 

exsudato fibrinoso em todos os touros inoculados com o BoHV-1 pela via 

intraprepucial, tendo esses sinais diminuído gradualmente até o 14º dia PI. Henzel 

(2008) também identificou, após inoculação intravaginal com o BoHV-1, o 

aparecimento de sinais moderados a severos de vulvovaginite, que foram 

inicialmente observados no 2º dia PI, sendo caracterizados por congestão e edema 

da mucosa vulvovestibular e da vagina posterior.  

  Apenas os touros de número 8 e 9 apresentaram, além dos sinais clínicos 

de infecção prepúcial (edema, hiperemia e vesículas), exsudato nasal, detectado 

entre o terceiro e o oitavo dia PI.  

  Bitsch (1973) e Belknap et al. (1994) também observaram sinais 

respiratórios em todos os touros inoculados com o BoHV-1. No primeiro trabalho, 

além do exsudato nasal, houve descrição de conjuntivite unilateral em um dos 

animais inoculados. Já Vogel et al. (2004), que inocularam touros com o BoHV-1, e 

Henzel (2008), que infectaram experimentalmente bezerras com o mesmo vírus, 

não observaram nenhum sinal respiratório nos touros inoculados durante todo o 

experimento.  

  Apesar de a fase aguda da doença se desenvolver em período rápido, de 

aproximadamente sete dias, os sinais clínicos originados com a enfermidade, 

quando não curados, podem permanecer por um período maior que 14 dias, 

ocasionando transtornos à saúde do animal (KAHRS, 1997). Nos touros 

observados no presente estudo, os sinais clínicos foram evidentes e 

permaneceram por um tempo menor do que o período de 28 dias de detecção do 

BoHV-1 no sêmen, e o de anticorpos no soro, que foram detectados depois do 

aparecimento dos sinais clínicos, ou seja, 14 dias após a infecção experimental . A 

Figura 1 mostra as lesões no aparelho reprodutivo detectadas no touro de número 

7, e a Figura de número 2 permite a visualização de sinais respiratórios detectados 

no touro de número 9, ambos os touros infectados experimentalmente com o vírus 

BoHV-1. 
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Figura 1.  Manifestação clínica com edema, hiperemia e úlceras no 

prepúcio, após 8 dias de inoculação com o BoHV-1 do 
touro número 7.  

 

 

 
Figura 2. Manifestação clínica com exsudato nasal, após 7 dias de 

inoculação com o BoHV-1 do touro número 9.  
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   5.3 Reação de vírusneutralização (VN) 
 
Tabela 5. Títulos de anticorpos neutralizantes contra o BoHV-1 obtidos no teste de 

VN de amostras sanguíneas colhidas ao longo do tempo de touros do 
grupo controle (números 1 a 6) e do grupo de touros inoculados 
(números 7 a 12). 

 

Animal   Dias após a inoculação 
0 7 14 21 28 35 42 49 

To
ur

os
 C

on
tro

le
 1   < 2* < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 

2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 
3 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 
4 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 
5 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 
6 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 < 2 

To
ur

os
  

In
oc

ul
ad

os
 

7 < 2 < 2        8      32 128 512 128 32 
8 < 2 < 2   8 64 256 512 128 32 
9 < 2 < 2   8 32 128 512 256 64 
10 < 2 < 2   4 32     128 128 64 8 
11 < 2 < 2   8 32 64 128 64 16 
12 < 2 < 2   8 32 128 512 512 128 

* Título expresso como a recíproca da maior diluição do soro capaz de impedir a replicação do vírus 
no teste de vírusneutralização. 

 

Ocorreu a soroconversão em todos os touros inoculados, com a detecção de 

anticorpos VN a partir do 14º dia pi, com títulos iniciais de 4 ou 8, que posteriormente 

atingiram um máximo de 512 no 35º dia PI e declinaram gradativamente até o final 

do experimento de 49 dias de colheita. 
 A soroconversão dos touros de números 10 e 11 atingiu títulos de até 128, 

entretanto os de números 7, 8, 9 e 10 apresentaram ápice com título de 512. Os 

títulos na VN primeiro aumentaram e depois começaram a diminuír a partir do 42º 
dia pi. Estes dados estão apresentados na Tabela 5. De forma semelhante, Henzel 

(2008), após a inoculação de bezerras pela via intravaginal, observou soroconversão 

em todos os touros inoculados com o vírus BoHV-1 no 28º dia PI, apesar de esses 

touros apresentarem títulos entre 4 e 32, portanto menores do que os dos touros do 
presente experimento. Vogel et al. (2004) também observaram soroconversão em 

todos os quatro touros, com títulos variando entre 32 e 64, após 30 dias de 

inoculação com o vírus BoHV-1, apresentando da mesma forma títulos menores do 

que o presente trabalho. Resultados que podem ser atribuídos, as respectivas doses 
de 3 e 2 mL e a inoculação experimental apenas pela via reprodutiva utilizadas 

nesses referidos experimentos. 

Bitsch (1973) observou que os dois touros inoculados com o BoHV-1 

apresentaram títulos de anticorpos de 64 para o touro A e de 128 para o touro B, 
após 30 dias de infecção experimental.  
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  Belknap et al. (1994) detectaram em bezerros inoculados com o vírus BoHV-
1 neurovirulento, títulos de anticorpos que variaram entre 256 e 512 após 30 dias, 

declinando para níveis entre 16 e 32 após 60 dias de inoculação experimental. 

Gungor e Okzul (2007), por meio da técnica de VN, analisaram  amostras de soro 

sanguíneo provenientes de um grupo de novilhas infectadas naturalmente pelo 
BoHV-1, colhidas em seis períodos distintos durante dois anos e observaram 

títulos que variaram entre 4 e 128, valores similares aos observados em infecções 

experimentais. Para os autores, oscilações nos títulos VN durante o longo período 

de observação podem ter sido ocasionadas por recidivas da infecção primária ou 
até mesmo por reinfecções com estirpes diferentes. 

 

   5.4 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
 

  A análise pela técnica de PCR resultou na amplificação de produtos com 160 pb 

em vinte amostras provenientes das colheitas de sêmen realizadas com intervalo de sete 

dias nos touros inoculados com o BoHV-1. A Tabela 6 apresenta um resumo da 

comprovação do DNA após a inoculação viral. Em todos os touros infectados foi 
constatado material genético do BoHV-1. Nos touros de número 8, 10, 11  e 12 foi 

detectado o DNA viral aos 7, 14 e 21 dias PI, já nos touros de número 7 e 9 o DNA do 

vírus foi identificado por uma semana a mais, ou seja, até o 28º dia pi. Por outro lado, 
todos os touros do grupo controle apresentaram resultados negativos na referida técnica. 

Van Engelenburg et al. (1995), também por meio da técnica de PCR, identificaram o 

material genético do BoHV-1 em 118 amostras de sêmen, de oito touros inoculados 

apenas pela via intraprepucial, colhidas nos dias 2, 6, 9, 13, 16, 20, 23, 27, 30 PI. 
 
Tabela 6. Resultados da PCR em amostras de sêmen de touros do grupo controle 

(números 1 a 6) e do grupo de touros inoculados (números 7 a 12) com o 
BoHV-1. 

 

Animal Dias após a inoculação 
0 7 14 21 28 35 42 49 

To
ur

os
 C

on
tro

le
 1 - - - - - - - - 

2 - - - - - - - - 
3 - - - - - - - - 
4 - - - - - - - - 
5 - - - - - - - - 
6 - - - - - - - - 

To
ur

os
  

In
oc

ul
ad

os
 

7 - + + + + - - - 
8 - + + + - - - - 
9 - + + + + - - - 
10 - + + + - - - - 
11 - + + + - - - - 
12  + + + - - - - 

 (-) Negativo para o vírus, (+) Positivo para o vírus 
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Smiths et al. (2000), da mesma forma, por meio da técnica de PCR e após 
inoculação do BoHV-1 pela via intraprepucial, identificaram o DNA  do vírus em 

amostras de sêmen entre o 1º e o 44º dia PI. Neste estudo, Smiths et al. (2000) 

analisaram três técnicas de PCR, as quais detectaram a presença de material 

genético do BoHV-1 em  100% das amostras quando foi usada a técnica A, em 98% 
das amostras com a técnica B  e em 73% das amostras com a técnica C, fato que 

demonstrou a eficácia da técnica de PCR para o diagnóstico do BoHV-1 em amostras 

de sêmen de touros com infecção recente. 

  Os resultados obtidos por meio da técnica de PCR, para detecção do DNA do 
BoHV-1, após as inoculações experimentais do presente trabalho, foram similares aos 

observados por ROCHA et al. (1998), que também usando a técnica de PCR 

identificaram material genético do BoHV-1 em amostras de sêmen de touros 

infectados naturalmente em centrais de colheita de sêmen. Os dados obtidos 
demonstram a assertividade da aplicação da técnica de PCR para identificação do 

DNA do BoHV-1 em diferentes tipos de amostras, independentemente da quantidade 

ou da origem do material a ser analisado. Essas observações são reforçadas pelos 

resultados de Moore, Gunn e Walls (2000), que também, por meio do teste de PCR, 
detectaram o BoHV-1 em 105 amostras de swabs nasais provenientes de bovinos 

com doença respiratória, e de Silva (2009), que detectou o BoHV-1 em 3 amostras de 

swabs nasais de animais com doença respiratória, em 2 amostras de sangue de 
vacas com vulvovaginite, em 1 amostra de sêmen de um touro com balanopostite e 

em 5 amostras de sêmen oriundas de uma central de colheita de sêmen. 

 Alegre, Nanni e Fondevila (2001), utilizando a técnica PCR multiplex, 

detectaram o DNA do BoHV-1 em três amostras de sêmen provenientes de animais 
inoculados pela via intranasal.  

 Chandranaik (2010) detectou o material genético do BoHV-1 em quatro 

amostras de sêmen provenientes de centrais de colheitas de sêmen, por meio da 

técnica de PCR em tempo real. Oliveira et al. (2011), por meio da técnica do tipo 

nested (nPCRs), detectaram o DNA do BoHV-1 em 34 amostras de sêmen 

provenientes de touros que não apresentavam sinais clínicos de infecção por esse 

vírus. Esses resultados reforçaram a preocupação do presente trabalho, que 

identificou o material genético do BoHV-1 no grupo dos touros inoculados até o 28º dia 

PI, período em que esses animais já não apresentavam sinais clínicos característicos 

da IBR/IPB. Da mesma forma, Van Engelenburgg et al. (1995) e Smiths et al. (2000) 

detectaram o DNA do BoHV-1 no sêmen de animais infectados experimentalmente 
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por até 30 e 44 dias PI, respectivamente. Resultados que fortalecem um dos objetivos 

do presente trabalho em investigar a possibilidade do BoHV-1 infectar o sêmen e 

interferir na sua qualidade, durante e após o período de infecção aguda.  

Para identificar possíveis alterações na qualidade do sêmen do grupo de 

animais inoculados com o BoHV-1, cujo material genético foi detectado entre o 7º e o 

28º dia PI, foram realizadas avaliações de volume seminal, concentração, motilidade, 
vigor, defeitos espermáticos e integridade dos acrossomos e membranas plasmáticas 

dos espermatozoides, em todas as amostras de sêmen dos dois grupos de touros, 

controle e inoculados, colhidas durante todo o experimento.  A Figura 3 mostra os 

produtos amplificados pela PCR neste trabalho.  
   

 
Legenda: Canaletas M – DNA “ ladder” Promega® 
 Canaletas 1,15,29,43 e 57 – controles positivos BoHV-1  
 Canaletas 2,16,30,44 e 58  - controles negativos Promega® 
 Canaletas 3,4,5,6,7 e 8 – amostras dos animais 1,2,3,4,5 e 6 do grupo controle  
 Canaletas 9,10,11,12,13 e 14 – amostras dos animais 7,8,9,10,11 e 12 coletadas dia 0, antes da inoculação do  

grupo com o vírus, BoHV-1 
             Canaletas 17,18,19,20,21 e 22 - amostras coletadas, 7 dias após a inoculação dos animais  7,8,9,10,11 e 12. 
             Canaletas 23,24,25,26,27 e 28 - amostras coletadas, 14dias após a inoculação dos animais 7,8,9,10,11 e 12. 
                   Canaletas 31,32,33,34,35 e 36 – amostras coletadas, 21dias após a inoculação dos animais 7,8,9,10,11 e 12. 
                 Canaletas 37,38,39,40,41 e 42 - amostras coletadas, 28dias após a inoculação dos animais 7,8,9,10,11 e 12. 
            Canaletas45,46,47,48,49 e 50 – amostras coletadas,35 dias após a inoculação dos animais 7,8,9,10,11 e 12. 
                   Canaletas 51,52,53,54,55 e 56 – amostras coletadas, 42dias após a inoculação dos animais 7,8,9,10,11 e 12. 
                   Canaletas 59,60,61,62,63 e 64 – amostras coletadas, 49 dias após a inoculação dos animais7,8,9,10,11 e 12. 
 
Figura 3. Análise para detecção do material genético viral, por 
eletroforese em gel de agarose com 2% de brometo de etídio, dos 
produtos (160 pb) amplificados pela PCR em amostras de sêmen do 
grupo de touros controle (números 1 a 6) e inoculados (números 7 a 12) 
com o BoHV-1.   
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   5.5 Volume e Concentração Seminal 
 

  No presente trabalho, o volume do ejaculado e a concentração espermática 

foram as primeiras características seminais avaliadas. 

  Os valores médios de volume de sêmen e concentração espermática 

observados in natura nos touros dos grupos controle e inoculados com o BoHV-1 

estão  dispostos na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Média ± desvio padrão do volume (mL) e concentração espermática no 
sêmen fresco do grupo de touros (C) controle e (I) inoculados com o 
BoHV-1.  

 

Dias 

Parâmetros de volume e concentração espermatica avaliados 

Volume espermático  
(mL) 

Concentração de espermatozoides  
(106 sptz/mL) 

Grupo  C grupo I Grupo C Grupo I 
D-0 5,23±0,27Aa* 4,91±0,53Aa 496,33±22,31Aa 513,00±26,34Aa 

D-7 5,15±0,42Aa 5,40±0,20Aa 507,50±42,27Aa 519,00±26,68Aa 

D-14 5,58±0,31Aa 5,21±0,42Aa 494,50±35,85Aa 523,83±24,84Aa 

D-21 4,98±0,54Aa 5,30±0,35Aa 518,66±22,70Aa 504,66±24,51Aa 

D-28 5,43±0,22Aa 4,93±0,51Aa 503,50±24,96Aa 524,50±16,30Aa 

D-35 5,13±0,44Aa 5,35±0,23Aa 515,50±18,51Aa 497,50±12,16Aa 

D-42 5,28±0,25Aa 5,01±0,45Aa 489,50±32,41Aa 517,33±19,69Aa 

D-49 5,46±0,19Aa 5,33±0,30Aa 501,33±19,31Aa 520,16±33,70Aa 

* Nas colunas, letras maiúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), e nas linhas, letras 
minúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), para cada parâmetro avaliado. 
 
  As médias dos volumes de sêmen variaram de 4,98 ± 0,54 mL a 5,58 ± 0,31 

mL no grupo de touros controle e de 4,91 ± 0,53 mL a 5,40 ± 0,20 mL no grupo de 

touros inoculados. As médias apresentaram resultados estatisticamente 

semelhantes (p≥0,05), tanto quando analisados os resultados entre grupos, como 

quando analisadas as médias dentro de cada grupo, ao longo do tempo. 

  Em relação à concentração espermática, os resultados encontrados variaram 

de 489,50 ± 35,49x106 sptz/mL a 518,66 ± 22,70,09x106 sptz/mL no grupo de touros 

controle e de 497,50 ± 12,16x106 sptz/mL a 524,50 ± 16,30x106 sptz/mL no grupo de 

touros inoculados. As médias apresentaram resultados estatisticamente 

semelhantes (p≥0,05), tanto quando analisados os resultados entre grupos, como 

quando analisadas as médias dentro de cada grupo, ao longo do tempo. 
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  Os resultados das médias de volumes e concentrações espermáticas 

encontradas nos dois grupos de touros, controle e inoculados, se alternaram entre 

aumentos e diminuições, conforme o dia de colheita, porém sem indicação da 

influência do BoHV-1, mesmo tendo sido detectado material genético viral no sêmen 

dos touros inoculados nas primeiras semanas deste experimento.  

Como não existem dados com o BoHV-1 na literatura pertinente, então só é 

possível uma comparação mais ampla com outros agentes. Desse modo, Paton et 

al. (1989) detectaram, em um grupo de touros inoculados experimentalmente com o 

vírus da diarreia viral bovina (BVDV), redução nas médias de concentração 

espermática, de 58x108 sptz/mL, encontrada no início da pesquisa, para valores 

inferiores a 10x108 sptz/mL após 40 dias do início da infecção experimental, 

entretanto nesse estudo os volumes seminais não foram relatados. 

   Galvão (2009), analisando amostras de sêmen de dois grupos de touros, um 

grupo com infestação experimental de Dermatobia hominis na bolsa escrotal e outro 

grupo controle, detectou diferença significativa entre as médias de volume 

espermático encontradas nos dois grupos, que foram de 7,4 mL no grupo de touros 

controle e de 5,7 mL no grupo de touros infestados, e nas médias de concentração 

espermática, que foram de 69,2x108 sptz/mL no grupo de touros controle e de 

35,7x108 sptz/mL no grupo de touros infestados, demonstrando diferença estatística 

significativa entre as amostras analisadas e possível interferência da infestação 

experimental pela D.hominis nos resultados encontrados. 

 Da mesma forma, Sekoni et al. (2004) analisaram volumes e concentrações 

espermáticas em amostras de sêmen oriundas de quatro touros inoculados 

experimentalmente com o Trypanossoma vivax e detectaram após a inoculação 

experimental diminuição das concentrações espermáticas de 1650,5x106 sptz/mL, 

antes da infecção experimental, para índices de 200,50x 106 sptz/mL doze semanas 

após a inoculação. No mesmo período, os volumes seminais médios reduziram de 

5,8 mL    detectados no início para 1,0 mL no final do experimento. Possivelmente as 

reduções das concentrações e volumes espermáticos observadas nesse estudo 

foram influenciadas pela ação do Trypanossoma vivax detectado no sangue desses 

touros após a infecção experimental.  

Já Martins et al. (2011) não identificaram diferença estatisticamente 

significativa em relação ao volumes espermáticos médios de dois grupos de touros 

da raça Gir, com idades de maturidade sexual diferentes, que foram 
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respectivamente de 5,3 mL ± 1,8 no grupo de touros que apresentaram maturidade 

sexual precoce e de 5,0 mL ± 1,6, no grupo de touros que apresentaram  maturidade 

sexual tardia.  

 

   5.6 Motilidade Espermática 

 
 Os resultados referentes à porcentagem de motilidade das células 

espermáticas dos grupos controle e inoculados, antes do congelamento e após o 

descongelamento, estão organizados na Tabela 8. As médias encontradas no grupo 

controle tiveram percentuais que variaram entre 70,00% ± 6,32% e 78,83% ± 4,08%, 

cuja análise estatística demonstrou ausência de diferença significativa entre os 

resultados encontrados (p≥0,05). Para o grupo de touros inoculados, as médias 

encontradas apresentaram limites de motilidade entre 71,66% ± 4,08% e 76,66% ± 

5,16%, cuja análise também mostrou ausência de diferença estatística significativa 

(p≥0,05) e uniformidade entre as médias analisadas.  

 
Tabela 8. Média ± desvio padrão das porcentagens de motilidade de 

espermatozoides no sêmen fresco e pós-descongelamento proveniente 
do grupo de touros (C) controle e (I) inoculados com o BoHV-1. 

 

 
Dias 

 Paãmetros de motilidade de espermatozóides avaliados em (%)  
Antes Congelamento Após Descongelamento 

 

C 
 

I 
 

C 
 

I 
D-0  71,66 ± 4,08Aa* 73,33 ± 5,16Aa 38,33 ± 6,32Aa 43,33 ± 8,16Aa 

D-7 73,33 ± 5,16Aa 76,66 ± 5,16Aa 40,00 ± 7,83Aa 46,66 ± 5,16Aa 

D-14 78,33 ± 4,08Aa 75,00 ± 5,47Aa 45,00 ± 5,47Aa 43,33 ± 5,16Aa 

D-21 75,00 ± 5,47Aa 76,66 ± 5,16Aa 41,66 ± 7,52Aa 45,00 ± 5,47Aa 

D-28 76,66 ± 5,16Aa 73,33 ± 5,16Aa 43,33 ± 8,16Aa 40,00 ± 7,52Aa 

D-35 70,00 ± 6,32Aa 75,00 ± 5,47Aa 38,33 ± 7,52Aa 41,66 ± 6,32Aa 

D-42 75,00 ± 5,47Aa 71,66 ± 4,08Aa 40,00 ± 8,16Aa 45,00 ± 5,47Aa 

D-49 73,33 ± 8,16Aa 75,00 ± 5,47Aa 43,33 ± 6,32Aa 46,66 ± 5,16Aa 

* Nas colunas, letras maiúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), e nas linhas, letras 
minúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), para cada parâmetro avaliado. 

 
  Comparando as médias dos dois grupos, em todos os tempos de colheita, 

verificou-se que não houve diferença estatística (p≥0,05). Em ambos os grupos as 

médias de porcentagem de motilidade aumentaram na primeira colheita pós-
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inoculação, entretanto os resultados posteriores aumentaram e diminuíram 

alternadamente até a última colheita, aos 49 dias.  

  As médias da motilidade pós-descongelamento encontradas no grupo controle 

tiveram percentuais entre 38,33% ± 6,32% e 45,00% ± 5,47%, cuja análise estatística 

demonstrou ausência de diferença significativa entre os resultados encontrados 

(p≥0,05). Para os touros inoculados com o BoHV-1, as médias de motilidade tiveram 

percentuais que variaram entre 40,00% ± 7,83% e 46,66% ± 5,16%, indicando 

resultados estatisticamente semelhantes (p≥0,05) entre os dados obtidos.  

Comparando os percentuais de todas as médias de motilidade nos dois 

grupos pós-descongelamento, verificou-se ausência de diferença estatística 

significatica (p≥0,05). Os resultados obtidos demonstraram uniformidade entre as 

amostras testadas em todos os períodos de colheita. Nos dois grupos, as médias 

aumentaram e diminuíram em períodos alternados até o final do trabalho.   

Os resultados de motilidade espermática detectados antes e após a 

descongelação do sêmen no grupo de touros inoculados, possivelmente, não foram 

relacionados à presença do BoHV-1, pois ocorreram alternâncias entre aumentos e 

diminuições dos percentuais médios encontrados, durante todo período do 

experimento, independentemente da presença do vírus, cujo material genético foi 

detectado nas amostras desses animais apenas nas primeiras semanas PI. Da 

mesma forma Souza et al. (2011) observaram percentuais médios de motilidade 

espermática de 58,9 ± 12,74% em amostras de sêmen de touros infectados com o 

BoHV-5  e  de 63,2 ± 12,64% em amostras de sêmen de touros controle do mesmo 

experimento, demonstrando similaridade estatística entre os percentuais médios 

encontrados.  

Semelhante aos resultados anteriores mas com outro vírus, Whitmore et al. 

(1977) também detectaram similaridade estatística entre quatro amostras de sêmen 

de touros com isolamento viral positivo para o BVDV, após inoculação experimental 

com amostras de sêmen de um grupo de touros utilizados como controle. As 

amostras desses dois grupos apresentaram percentuais de motilidade espermática 

similares, com índices variando entre 60% e 75% durante todo o período da 

pesquisa.  

Já Paton et al. (1989), também observando touros inoculados 

experimentalmente com o BVDV, detectaram redução nos percentuais de motilidade 

espermática em amostras de sêmen pós-descongelação de 40% no início do 
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experimento para 20% após o vigésimo dia de inoculação experimental, indicando 

possível interferência do BVDV na redução da motilidade espermática detectada, 

após a infecção experimental. ALM et al. (2009) também detectaram possível 

interferência nos percentuais de motilidade espermática, que variaram entre 40% e 

60% nas amostras de sêmen de 54 touros infectados naturalmente pelo vírus 

respitatório sincicial bovino (BRSV).  

 

   5.7 Vigor Espermático 
 

  A classificação do vigor espermático está organizada na Tabela 9. As médias 

encontradas no grupo controle variaram entre um mínimo de 3,33 ± 0,51% e um 

máximo de 3,83 ± 0,40%, cuja análise estatística demonstrou ausência de diferença 

significativa entre os resultados encontrados (p≥0,05). Para o grupo de touros 

inoculados com o BoHV-1, da mesma forma as médias apresentaram limites entre 

3,33 ± 0,51% e 3,83 ± 0,40%, resultados que demonstraram similaridade estatística 

(p≥0,05) entre as médias analisadas.  

A análise comparativa das médias dos dois grupos em todas as etapas do 

experimento não mostrou diferença estatística significativa (p≥0,05) entre as 

amostras testadas. Nos dois grupos, as médias do vigor espermático se intercalaram 

entre aumento e diminuição em cada grupo, até o fim do 49º dia do experimento. 

 

Tabela 9.  Médias ± desvio padrão da escala (0 a 5) de vigor de espermatozóides no 
sêmen fresco e após descongelamento proveniente dos grupos de touros 
(C) controle e (I) inoculados com o BoHV-1. 

 

Dias 
 Parâmetros de vigor de espermatozoides avaliados  

Antes Congelamento  Pós Descongelamento 
C I C I 

D-0 3,66 ± 0,51Aa* 3,50 ± 0,54Aa 2,66 ± 0,51Aa 2,83 ± 0,40Aa 
D-7 3,33 ± 0,51Aa 3,66 ± 0,51Aa 2,50 ± 0,54Aa 2,83 ± 0,40Aa 

D-14 3,83 ± 0,40Aa 3,33 ± 0,51Aa 3,00 ± 0,00Aa 2,66 ± 0,51Aa 
D-21 3,83 ± 0,40Aa 3,83 ± 0,40Aa 2,83 ± 0,40Aa 3,00 ± 0,00Aa 
D-28 3,33 ± 0,51Aa 3,50 ± 0,54Aa 2,66 ± 0,51Aa 3,00 ± 0,00Aa 
D-35 3,50 ± 0,54Aa 3,83 ± 0,40Aa 3,00 ± 0,00Aa 2,66 ± 0,51Aa 

D-42 3,83 ± 0,40Aa 3,66 ± 0,51Aa 2,83 ± 0,40Aa 3,00 ± 0,00Aa 
D-49 3,50 ± 0,54Aa 3,66 ± 0,51Aa 2,50 ± 0,54Aa 2,83 ± 0,40Aa 

*Nas colunas, letras maiúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), e nas linhas, letras 
minúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), para cada parâmetro avaliado. 
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 As médias referentes ao vigor espermático pós-descongelamento no grupo 

controle variaram entre 2,50 ± 0,54% e 3,00 ± 0,00%, cuja análise estatística 

demonstrou ausência de diferença significativa dentro do grupo ao longo do tempo. 

(p≥0,05). Os touros inoculados com o BoHV-1 obtiveram médias que variaram 

entre 2,66 ± 0,54% e 3,00 ± 0,00%, indicando semelhança estatística (p≥0,05) 

entre os dados analisados.  

  Comparando todas as médias do vigor espermático dos dois grupos 

concomitantemente na etapa pós-descongelamento, verificou-se ausência de 

diferença estatística significativa (p≥0,05). Os resultados apresentados 

demonstraram similaridade entre as amostras testadas, em todos os períodos de 

colheita. Nos dois grupos, as médias aumentaram e diminuíram em períodos 

alternados de colheitas até o final do estudo.  

  Os resultados de vigor espermático detectados antes e após a 

descongelação do sêmen no grupo de touros inoculados, da mesma forma como 

foi observado na avaliação de motilidade espermática, possivelmente não sofreram 

interferência do BoHV-1, pois ocorreram alternâncias entre aumentos e 

diminuições dos percentuais médios durante todo o período do experimento, 

independentemente da presença do vírus, cujo material genético foi detectado nas 

amostras desses animais apenas nas primeiras semanas pi.  

  Também com outro agente, Galvão (2009) detectou similaridade estatística 

(p≥0,05) no valor médio de vigor espermático de 3,5 encontrado no grupo de 

touros controle, comparado com o resultado 3,0 encontrado no grupo de touros 

infestados experimentalmente pela D.hominis. Com isso, concluiu que a infestação 

pela D.hominis não interferiu nos valores de vigor espermático detectados durante 

o experimento.  

  Já Buzinhani et al. (2011) detectaram redução nos valores médios de vigor 

espermático de 3,5 para 2,5 em amostras de sêmen de touros infectadas 

experimentalmente com Ureaplasma diversum, demonstrando diferença estatística 

significativa (p≤0,05) entre os resultados encontrados.  
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   5.8 Defeitos Espermáticos 
 

Tabela 10.  Médias ± desvio padrão das porcentagens de defeitos maiores, defeitos 
menores e totais de espermatozoides do grupo de touros (C) controle e 
(I) inoculados com o BoHV-1. 

 
Dias  Parâmetros de defeitos espermáticos avaliados em (%) 

Maiores Menores Totais 
C I C I C I 

D-0 11,25±1,50Aa* 10,41±2,06Aa 8,00±1,26Aa 8,50±1,44Aa 19,25±1,47Aa 18,91±1,82Aa 

D-7 10,50±1,54Aa 11,33±1,32Aa 7,50±1,18Aa 7,67±1,16Aa 18,00±1,44Aa 19,00±1,24Aa 

D-14 12,75±1,03Aa 11,00±1,81Aa 7,33±1,21Aa 7,83±1,47Aa 20,08±1,02Aa 18,83±1,66Aa 

D-21 10,66±1,80Aa 11,75±1,21Aa 8,00±1,41Aa 7,41±1,28Aa 18,66±2,18Aa 19,17±1,15Aa 

D-28 11,00±1,37Aa 10,50±1,18Aa 8,33±1,08Aa 7,17±1,12Aa 19,33±1,63Aa 17,67±2,06Aa 

D-35 12,25±1,17Aa 11,08±1,82Aa 7,25±1,54Aa 8,75±1,28Aa 19,50±1,70Aa 19,83±2,60Aa 

D-42 10,75±2,08Aa 10,91±1,82Aa 7,50±1,26Aa 7,00±1,04Aa 18,25±2,50Aa 17,91±1,46Aa 

D-49 12,50±1,51Aa 10,25±2,00Aa 7,75±1,12Aa 8,25±1,36Aa 20,25±1,08Aa 18,50±1,03Aa 

* Nas colunas, letras maiúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), e nas linhas, letras 
minúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), para cada parâmetro avaliado. 
 

  Os resultados percentuais de defeitos maiores, menores e totais dos grupos 

de touros controle e inoculados estão dispostos na Tabela 10. Os percentuais 

médios de defeitos maiores encontrados variaram de 10,50% ± 1,54% a 12,75% ± 

1,03% no grupo de touros controle e de 10,25% ± 2,00% a 11,75% ± 2,47% no 

grupo de touros inoculados com o BoHV-1. A análise comparativa das médias dos 

dois grupos em todos os dias do experimento e em cada grupo independente não 

apresentou resultados estatisticamente diferentes (p≥0,05).  

  Em relação aos defeitos menores, os percentuais médios encontrados 

variaram de 7,25% ± 1,54% a 8,33% ± 1,08% no grupo de touros controle e de 

7,00% ± 1,04% a 8,75% ± 1,28% no grupo de touros inoculados com o BoHV-1. Da 

mesma forma como aconteceu com os defeitos maiores, cuja análise foi similar 

estatisticamente (p≥0,05), as médias dos defeitos menores de cada grupo e a 

análise comparativa entre os dois grupos em todos os dias do experimento não 

apresentaram diferença estatatisticamente significativa (p≥0,05). Essas médias nos 

touros inoculados com o BoHV-1 variaram durante todo tempo da pesquisa com 

índices similares.  

Os percentuais médios de defeitos totais variaram de 18,00% ± 1,44% a 

20,25% ± 1,08% nos grupos de touros controle e de 17,67% ± 2,06% a 19,83% ± 

2,60% no grupo de touros inoculados com o BoHV-1, resultados que demonstraram 
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similaridade estatística (p≥0,05) entre as médias de cada grupo analisado. A análise 

comparativa das médias dos dois grupos correspondentes a todos os dias do 

experimento também não mostrou diferença estatisticamente significativa (p≥0,05).  

Os percentuais de defeitos espermáticos detectados nos espermatozoides do 

grupo de touros inoculados, possivelmente, não foram relacionados à presença do 

BoHV-1, pois, como foi observado com as outras características espermáticas 

avaliadas, ocorreram alternâncias entre aumentos e diminuições dos percentuais 

médios encontrados, durante todo período do experimento, independentemente da 

presença do vírus, cujo material genético foi detectado nas amostras desses animais 

apenas nas primeiras semanas PI. 

Passos (2007) também identificou similaridade estatística entre os 

percentuais de defeitos espermáticos totais detectados nas amostras de sêmen de 

três grupos de touros da raça Nelore em uma mesma propriedade, que foram 

respectivamente de 14,4% ± 4,3% no grupo 1, de 14,3% ± 7,3% no grupo 2 e 13,9% 

± 4,2% no grupo 3, mantidos em locais diferentes.  

Já Whitmore et al. (1977) observaram aumento nos percentuais dos defeitos 

espermáticos totais, maiores e menores após a infecção experimental de touros com 

o BVDV, sinalizando para uma possível interferência desse vírus nos percentuais de 

defeitos espermáticos detectados após a inoculação experimental. Da mesma forma, 

em touros inoculados experimentalmente e com isolamento de BVDV, Paton et al. 

(1989) também observaram aumento nos percentuais dos defeitos espermáticos 

totais, que no referido estudo variaram de 13% a 60%  entre os dias 0 e 20 após a 

inoculação experimental.  

Alm et al. (2009) analisaram amostras de sêmen de 54 touros infectados pelo 

BRSV e observaram percentual médio de defeitos totais de 26%, resultados 

superiores ao percentual médio de defeitos totais detectados nas amostras de 25 

touros não infectados por esse vírus, que foi de 18,8%.  Sekoni et al. (2004) também 

observaram aumento nos defeitos espermáticos totais, que variaram de 5,3% a 70%, 

entre a primeira e a quinta semana após a inoculação experimental com o 

Trypanossoma congolense. 

  Da mesma forma, Santos et al. (2008) também detectaram diferença 

estatisticamente significativa em relação aos percentuais médios de defeitos 
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espermáticos totais encontrados entre amostras de sêmen de dois grupos de touros, 

um grupo submetido e outro grupo não submetido a dieta contendo gossipol (toxina 

encontrada no caroço de algodão), que foram de 26,9 ± 2,69% e 20,2 ± 1,5% 

respectivamente. Esses resultados demonstraram a possível interferência do 

gossipol nos percentuais médios de defeitos espermáticos totais detectados nas 

amostras de sêmen dos animais submetidos à dieta contendo caroço de algodão. 

 
   5.9 Avaliação de Integridade da Membrana 
 
Tabela 11.  Médias ± desvio padrão das porcentagens da integridade de membrana 

plasmática de espermatozoides do grupo de touros (C) controle e (I) 
inoculados com o BoHV-1. 

 
  

Dias 
  Parâmetro de integridade de membrana avaliado em (%)  

*C *I 

D-0 40,83 ± 2,85 Aa* 39,50 ± 3,20 Aa 
D-7 39,83 ± 2,71 Aa 42,33 ± 3,44 Aa 

D-14 41,66 ± 2,06 Aa 40,50 ± 2,88 Aa 
D-21 39,16 ± 2,22 Aa 41,16 ± 3,18 Aa 
D-28 41,00 ± 2,28 Aa 43,00 ± 4,09 Aa 
D-35 38,83 ± 3,54 Aa 40,83 ± 2,63 Aa 
D-42 40,33 ± 1,96 Aa 39,33 ± 2,33 Aa 
D-49 39,00 ± 3,16 Aa 40,16 ± 2,92 Aa 

* Nas colunas, letras maiúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), e nas linhas, letras 
minúsculas iguais indicam semelhança estatística (p≥0,05), para o parâmetro avaliado. 
 

  Os percentuais de espermatozoides com membranas íntegras que constam na 

Tabela 11 variaram de 38,33% ± 3,54% a 41,66% ± 2,06% para os touros do grupo 

controle e de 39,33% ± 2,33% a 43,00% ± 4,09% para os touros inoculados. As 

médias encontradas nos dois grupos tiveram resultados semelhantes. A análise 

comparativa dos grupos e dos dias de cada grupo demonstrou similaridade estatística 

entre os resultados encontrados (p≥0,05). As médias percentuais de espermatozoides 

com membranas íntegras encontradas no grupo dos touros inoculados apresentaram 

resultados com pequenas variações em todo o tempo da pesquisa.  

Os resultados detectados no grupo de touros inoculados, possivelmente, não 

sofreram interferência do BoHV-1, pois ocorreram alternâncias entre aumentos e 

diminuições dos percentuais médios, durante todo período do experimento, 

independentemente da presença do vírus, cujo material genético foi detectado nas 

amostras desses animais nas primeiras semanas PI. 
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  Passos (2007) já havia observado, em 22 touros da raça Nelore, separados em 

três grupos e mantidos em três locais diferentes de uma mesma propriedade, durante 

o período de estação de monta, que não existe interferência nos percentuais de 

espermatozoides com membranas íntegras, pois obtiveram resultados de 61,3 % ± 7,3 

no grupo 1, 63,4% ± 10,8  no grupo 2  e 65,8% ± 13,4 no grupo 3. Da mesma, forma 

Alm (2009), analisando amostras de sêmen de touros infectados pelo BRSV, não 

observaram interferência desse vírus nos percentuais de espermatozoides com 

membranas íntegras, que ficou em 67,8% mesmo após a infecção viral. Souza et al. 

(2011) identificaram similaridade estatística no percentual de membranas íntegras 

detectado nos espermatozoides de touros expostos ao BoHV-5, que foi de 46,3% ± 

9,3%, quando comparado ao percentual de 55,0 ± 6,0% nos espermatozoides de 

touros utilizados como controle.   

 As evidências visuais sobre integridade ou lesões de membrana plasmática 

estão exemplificadas na Figura 4. 

                                                                  
 

       
 
Figura 4.  Espermatozoides corados com C-FDA e IP, demonstrando membrana 

plasmática íntegra (A) de touro controle e (A´) de inoculado com o BoHV-1; 
membrana plasmática lesada (B) de touro controle e (B´) de touro inoculado  
observados em microscópio de epifluorescência com aumento de 600x.  

 
   5.10 Avaliação de integridade de acrossomo 
 

  Os percentuais de espermatozoides vivos sem e com reação acrossomal e de 

espermatozoides mortos sem e com reação acrossomal estão apresentados na 

Tabela 12. 

A 
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B 
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Tabela 12.  Média ± desvio padrão das porcentagens de espermatozoides vivos, sem 
reação acrossomal (S/R/A) e com reação acrossomal (C/R/A) e mortos 
(S/R/A) e (C/R/A) do sêmen dos grupos de touros controle (C) e 
inoculados (I) com o BoHV-1. 

 

Dias Grupos 

Parâmetros de espermatozoides  vivos e mortos com e sem 
reação acrossomal avaliados em (%)  

Vivo Morto 
S/R/A C/R/A S/R/A C/R/A 

D-0 Controle 36,17 ± 2,13Aa* 3,33 ± 1,63 Aa 27,00 ± 1,09 Aa 33,50 ± 1,04 Aa 
D-0 Inoculados 34,83 ± 1,94Aa 3,00 ± 1,54 Aa 28,17 ± 1,32 Aa 34,00 ± 3,26 Aa 
D-7 Controle 34,50 ± 2,07Aa 3,50 ± 0,83 Aa 28,00 ± 1,67 Aa 33,00 ± 2,09 Aa 
D-7 Inoculados 37,00 ± 1,89Aa 3,17 ± 0,98 Aa 27,00 ± 1,41 Aa 32,83 ± 1,26 Aa 

D-14 Controle 34,00 ± 2,09Aa 3,33 ± 1,36 Aa 28,50 ± 2,50 Aa 34,17 ± 1,47 Aa 
D-14 Inoculados 36,33 ± 2,25Aa 2,67 ± 1,50 Aa 27,67 ± 2,07 Aa 33,33 ± 1,63 Aa 
D-21 Controle 35,33 ± 2,16Aa 2,83 ± 1,16 Aa 27,17 ± 1,47 Aa 34,67 ± 2,50 Aa 
D-21 Inoculados 34,67 ± 3,55Aa 3,33 ± 1,63 Aa 28,00 ± 2,82 Aa 34,00 ± 2,28 Aa 
D-28 Controle 35,00 ± 2,58Aa 3,17 ± 1,16 Aa 28,00 ± 2,09 Aa 33,83 ± 3,43 Aa 
D-28 Inoculados 37,17 ± 2,99Aa 2,83 ± 2,13 Aa 26,66 ± 2,16 Aa 33,33 ± 2,58 Aa 
D-35 Controle 36,50 ± 2,88Aa 2,67 ± 1,36 Aa 27,33 ± 1,75 Aa 33,50 ± 2,88 Aa 
D-35 Inoculados 34,50 ± 1,87Aa 3,00 ± 1,41 Aa 28,83 ± 1,16 Aa 33,67 ± 2,13 Aa 
D-42 Controle 34,17 ± 3,55Aa 3,50 ± 1,04 Aa 28,33 ± 1,51 Aa 34,00 ± 2,56 Aa 
D-42 Inoculados 36,00 ± 2,64Aa 3,33 ± 1,21 Aa 27,50 ± 2,25 Aa 33,17 ± 2,92 Aa 
D-49 Controle 35,83 ± 2,48Aa 3,00 ± 1,26 Aa 28,67 ± 1,63 Aa 32,50 ± 1,97 Aa 
D-49 Inoculados 36,67 ± 1,86Aa 2,83 ± 1,16 Aa 27,83 ± 1,47 Aa 32,67 ± 3,32 Aa 

* Nas colunas, letras maiúsculas e minúsculas distintas são para indicar semelhança estatística 
(p≥0,05), para cada parâmetro avaliado. 

  
  Em relação aos espermatozoides vivos sem reação acrossomal, os 

percentuais variaram de 34,00% ± 2,09% a 36,50% ± 2,88% entre os touros 

controle e de 34,50% ± 1,87% a 37,17% ± 2,99% entre os touros inoculados com 

BoHV-1. A análise feita entre os grupos e entre os dias de cada grupo não mostrou 

diferença estatística (p≥0,05).  

  Os espermatozoides vivos com reação acrossomal apresentaram percentuais 

que variaram entre 2,67% ± 1,36% e 3,50% ± 1,04% no grupo de touros controle e 

de 2,67% ± 1,50% a 3,33% ± 1,63% no grupo de touros inoculados. As médias 

encontradas nos dois grupos tiveram resultados semelhantes. Os dois grupos e os 

dias de cada grupo analisados apresentaram resultado estatisticamente similares 

(p≥0,05).  

  A análise dos grupos e dos dias, dos grupos de touros controle e inoculados 

com BoHV-1, referentes aos espermatozoides mortos sem e com reação acrossomal, 

indicou ausência de diferença estatisticamente significativa (p≥0,05) entre todos os 

resultados encontrados.   



 
 

59 

  Os índices percentuais de espermatozoides mortos sem reação acrossomal 

variaram de 27,00% ± 1,09% a 28,67% ± 1,63% e de 26,66% ± 2,16% a 28,83% ± 

1,16% nas amostras dos respectivos grupos controle e inoculados com o BoHV-1. Já 

os percentuais de espermatozoides mortos com reação acrossomal variaram entre  

32,50% ± 1,97% e 34,67% ± 2,50%  nos touros do grupo controle e entre 32,67% ± 

1,26% e 34,00% ± 3,26% no grupo de touros inoculados com BoHV-1. As médias dos 

dois grupos foram similares, porém com uma ligeira vantagem em percentuais para o 

grupo de animais inoculados com o BoHV-1. Os percentuais médios de acrossomos 

íntegros detectados no sêmen do grupo de touros inoculados variaram durante todo o 

experimento e possivelmente não foram associados à presença do BoHV-1, cujo 

material genético viral foi detectado nas amostras desses animais apenas nas 

primeiras semanas pi. Da mesma forma, SOUZA et al. (2011) não econtraram 

diferença estatística e possível interferência do BoHV-5 nos percentuais de 

espermatozoides vivos com reação acrossomal, que no referido estudo foi de 3,7% ± 

1,2%  nas amostras de sêmen de touros expostos a esse vírus e de 3,3% ± 0,6% nas 

amostras de sêmen de touros utilizados como controle. Nesse contexto, as alterações 

acrossomais nos espermatozoides podem ser visualizadas na Figura 5.  
 

         
 

Figura 5. Fotografia em microscopia de contraste de fase (1) e epifluorescência (2) 
do mesmo campo de leitura. Espermatozoide vivo com acrossoma íntegro 
(A) do touro controle e (A´) do touro inoculado com o BoHV-1 visualizado 
no contraste de fase (1) não se apresenta corado com a conjugação de 
FITC (sonda fluorescente) com lecitina de amendoim PNA e IP quando 
avaliado em epifluorescência (2). Espermatozoide morto com acrossoma 
reagido (B) do touro controle e (B´) do touro inoculado visualizado no 
contraste de fase (1) apresenta-se corado com IP-PNA em 
epifluorescência (2) em aumento de 400x.  
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   5.11 Exame Anátomo-histopatológico dos Testículos e Epidídimos 
 

  No exame histopatológico realizado setenta dias após a infecção experimental 
com o BoHV-1, os fragmentos de testículo das amostras de touros controles e 

inoculados não apresentaram alterações dignas de nota. Observou-se parênquima 

com epitélio estratificado, com as zonas basal, intermediária e superficial com 

aspecto normal, assim como as células: espermatogônias, espermatócitos primários 
e secundários, espermátides e espermatozoides, bem como as células de Sertoli e 

Leydig. 

  Os fragmentos do corpo do epidídimo das amostras de touros controles e 

inoculados também não apresentaram evidência de diferença histológica. Foi 
possível verificar epitélio pseudoestratificado cilíndrico, com estereocílios de aspecto 

normal, assim como a lâmina própria e a musculatura. Resultados histológicos 

semelhantes foram detectados por Whitmore et al. (1977), que também não 

observaram alterações histológicas relevantes nas análises dos fragmentos de 
testículos e epidídimos de touros inoculados com o BVDV. Já Kui et al. (1980) 

observaram, nos testículos analisados de quatro touros infectados pela bactéria 
Brucella abortus, extensa fibrose e degeneração de células epiteliais tubulares, com 

mais de 94% de comprometimento dos túbulos semíniferos, que apresentavam 
perdas de células germinativas primordiais e células de Sertoli. As células de Leydig 

apresentaram quantidades e estruturas normais. Nesse mesmo estudo, os 

pesquisadores identificaram uma grave degeneração de células do epitélio tubular 
do corpo e da cauda dos epidídimos em um dos quatro touros analisados. Também 

com esse último agente, Adamu et al. (2007) observaram degeneração testicular, 

caracterizada pela depleção de células espermatogênicas e das células de Sertoli, a 

maioria das células de Leydig sofreram o processo de cariólise e destruição do 
tecido intersticial. Os epidídimos desse touro citado apresentaram comprometimento 

de mais de 60% do tecido intertiscial, com o aparecimento de áreas focais de 

necrose.  
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6 CONCLUSÕES 
 
 

  Com base nos resultados do presente trabalho com inoculação experimental 

pelas vias respiratória e prepucial da estirpe Nebraska do BoHV-1 em touros jovens, 

foi possível concluir que: 

 
 Todos os animais inoculados apresentaram manifestações clínicas 

características da infecção com forma e intensidade variável; 

 A resposta sorológica determinou soroconversão no 14º dia PI, com título 

máximo  de 512 entre os dias 35º e 42º PI, depois com tendência a queda;  

 Foi possível identificar a presença do material genético do vírus no sêmen de 

todos os animais a partir de 7 dias PI, com persistência de 21 até 28 dias PI ; 

 Não foram observadas diferenças estatísticas entre o grupo de touros 

controle e o grupo de touros inoculados em relação à qualidade do sêmen 

detectada por meio das análises do volume, da concentração, da motilidade, 

do vigor e dos defeitos espermáticos, assim como da integridade dos 

acrossomos e das membranas dos espermatozoides durante os 49 dias do 

experimento; 

 A integridade histopatológica do epidídimo e do testículo não foi influenciada 

pela infecção experimental com o BoHV-1.  
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