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RESUMO 

É sabido que alguns patógenos podem desencadear o processo de 

apoptose em determinadas células do organismo, entretanto, o BHV-5 inibe a 

apoptose em embriões bovinos com sete dias de desenvolvimento. Por esta 

razão, o objetivo deste trabalho foi investigar a interação vírus-embrião no 

mecanismo de morte celular programada. Oócitos bovinos foram divididos em 

dois grupos, sendo: I (controle) e II (exposto ao BHV-5). Após 24 horas de 

maturação in vitro, 100 oócitos de cada grupo foram desnudados e observados 

em microscópio invertido para verificação da extrusão do primeiro corpúsculo 

polar, sendo o restante dos oócitos incubados com espermatozoides, por 18 a 

20 horas, para que ocorresse o processo de fertilização in vitro. Transcorrido 

este período, os prováveis zigotos foram desnudados e transferidos para gotas 

contendo meio de cultivo (mSOF), até o dia sete pós-inseminação. Os 

embriões produzidos in vitro foram submetidos à técnica de PCR em tempo 

real para pesquisa do BHV-5 e análise da transcrição dos genes Mcl-1, Bax, 

caspase-2, -3 e Apaf-1 relacionados à apoptose, além do teste de MTT ((3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)), para avaliação da 

atividade mitocondrial. A análise estatística para a taxa de maturação nuclear 

dos oócitos foi feita pelo teste de 2. A produção in vitro de embriões, MTT e 

transcrição gênica foi avaliada pelo teste t não pareado. Observou-se que o 

BHV-5 não interferiu na taxa de maturação nuclear dos oócitos e no 

desenvolvimento embrionário, entretanto os embriões do grupo I apresentaram 

maior viabilidade mitocondrial e os embriões do grupo II tiveram a expressão 

dos genes Bax e caspase-2 diminuídos, comprovando que o vírus inibiu o 

processo de morte celular programada nos embriões bovinos sete dias pós-

inseminação, a fim de favorecer a disseminação viral. 

 

Palavras-Chave: apoptose, MTT, oócitos, qPCR e vírus  
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ABSTRACT 

 It is known that some pathogens can initiate apoptosis in certain cells of 

the organism, however, BHV-5 inhibits apoptosis in bovine embryos after seven 

days of development. Therefore, the aim was to investigate the interaction 

virus-embryo in the mechanism of programmed cell death. Bovine oocytes were 

divided into two groups: I (control) and II (exposed to BHV-5). After 24 hours of 

in vitro maturation, 100 oocytes of each group were denuded and observed 

under inverted microscope to check the extrusion of the first polar body, and the 

other oocytes were incubated with spermatozoa for 18 to 20 hours, for in vitro 

fertilization. After this period, presumptive zygotes were denuded and 

transferred to drops containing culture medium (mSOF), until day seven post-

fertilization. In vitro produced embryos were submitted to real time PCR to 

evaluated the presence of BHV-5 and expression of Mcl-1, Bax, caspase-2, -3 

and Apaf-1 related to apoptosis, also the MTT assay ((3 - [4,5-dimethylthiazol -

2-yl] -2,5-diphenyl tetrazolium bromide)) was performed for the evaluation of 

mitochondrial activity. Statistical analysis for nuclear maturation of oocytes was 

performed by 2 test. In vitro embryo production, MTT and gene expression 

were analyzed by unpaired t test. It was observed that BHV-5 did not influence 

nuclear maturation rate of oocytes or embryonic development, however 

embryos of group I showed greater mitochondrial viability, and embryos of 

group II had a decrease in genes expression of Bax and caspase-2, suggesting 

that the virus inhibited the process of programmed cell death in bovine embryos 

seven days post-fertilization, in order to promote viral spread. 

 

Keywords: apoptosis, MTT, oocytes, qPCR and virus 
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1. Exposição experimental de oócitos ao BHV-5 e produção in vitro de 

embriões bovinos 

Diversas biotécnicas ligadas à reprodução animal têm sido 

desenvolvidas e aprimoradas, a fim de aumentar a eficiência reprodutiva e, 

consequentemente, maximizar a produção de animais geneticamente 

superiores, visando o aproveitamento deste material genético para obtenção do 

maior número de descendentes em um curto período de tempo (RENESTO, 

2004). 

Dentre as principais biotécnicas reprodutivas adotadas no Brasil, 

destaca-se, inicialmente, o emprego da inseminação artificial (IA) (AX et al., 

2000), sendo a primeira biotecnologia adotada no sistema de produção 

pecuário brasileiro, seguida da introdução de esquemas de ovulações 

múltiplas, recuperação e transferência de embriões (TE), conhecida como 

“Multiple Ovulation and Embryo Transfer” (MOET), associada à criopreservação 

de embriões na década de 80, a qual possibilitou à bovinocultura aumentar o 

número de gestações provenientes de fêmeas de alto mérito genético, 

multiplicando em mais de três vezes o número de descendentes na sua vida 

reprodutiva (BOLS et al., 1997; RODRIGUES, 2001).  

A produção in vitro de embriões (PIVE) foi considerada a terceira 

geração de biotecnologia aplicada ao melhoramento genético, após a IA e a TE 

(BOLS et al., 1997; SENEDA et al., 2002). Desenvolveu-se, inicialmente, como 

uma ferramenta de pesquisa, porém no início da década de 90, com a 

incorporação da técnica de punção folicular in vivo (OPU – “Ovum Pick Up”) 

tornou-se possível a recuperação de oócitos diretamente de animais vivos, e a 

aplicação comercial da tecnologia avançou notavelmente (PIETERSE et al., 

1991). Passou a ser utilizada para acelerar a produção de animais 

geneticamente superiores e para impedir o descarte precoce de fêmeas 

portadoras de alterações adquiridas ou congênitas que impossibilitam a 

fecundação (GONÇALVES et al., 2007).  

Na bovinocultura brasileira, essas tecnologias também vêm sendo 

amplamente utilizadas e adaptadas ao nosso sistema de produção e, ao longo 
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da sua evolução, têm revelado bons índices reprodutivos, confirmando serem 

um procedimento economicamente viável (RENESTO, 2004). 

A aplicação de biotecnologias ligadas à reprodução animal contribuiu 

para que o país fosse classificado como o segundo maior detentor do rebanho 

comercial de bovinos do mundo, e o maior exportador mundial de carne bovina 

(ANUALPEC, 2012), e ainda, ganhou uma condição de destaque dentro do 

contexto internacional relativo à produção in vitro de embriões bovinos 

(THIBIER, 2002; FIGUEIREDO; GONÇALVES; VISINTIN, 2008). 

Com o aumento da comercialização de embriões, houve a preocupação 

com o aspecto sanitário dos mesmos. Vários métodos de prevenção são 

utilizados para se obter embriões livres de patógenos específicos, controlando 

a sanidade desde a doadora até a receptora, além de tratamentos nos 

embriões para torná-los livre de patógenos. No entanto, as biotécnicas 

representam um desafio para o controle da transmissão de patógenos, pois a 

manipulação excessiva do material, a exposição ao ambiente externo, 

mudanças no ambiente de cultivo, uso de meios contendo produtos de origem 

animal e outras variáveis proporcionam um maior risco de contaminação e 

disseminação de patógenos (STRINGFELLOW; GIVENS; WALDROP, 2004). 

A Sociedade Internacional de Transferência de Embriões (IETS) 

apresentou dados de 2008, mostrando que aproximadamente 800.000 

embriões bovinos foram transferidos para receptoras em todo o mundo, sendo 

dois terços produzidos in vivo e um terço in vitro, ou seja, o uso de embriões 

tornou-se largamente aceito como um meio seguro, eficiente e prático para o 

deslocamento de germoplasma. Entretanto, os procedimentos de TE e PIVE 

podem facilitar a disseminação de alguns patógenos, os quais podem ser 

transmitidos ocasionalmente pelo sêmen ou embriões (GARD et al., 2007). 

Portanto, o aspecto sanitário destes passou a ser uma preocupação crescente. 

O primeiro vírus considerado pela IETS (1998) como de ocorrência em 

oócitos e embriões de zona pelúcida intacta, foi o vírus da diarréia viral bovina 

(BVDV). Dentre o grande número de embriões bovinos, oriundos de TE, que 

são transferidos anualmente, em todo o mundo, somente dois investigadores 
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demonstraram a transmissão do BVDV através desta técnica (LINDBERG et 

al., 2000; DREW et al., 2002), constatando a escassez de literatura sobre o 

assunto. Em ambos os relatos, o uso de soro fetal bovino (SFB) contaminado 

foi mencionado como possível origem do vírus.  

Xia et al. (2011) identificou BVDV e outros pestivírus bovinos e Van 

Wagtendonk-de Leeuw et al. (2000) mencionou a presença do BHV-1 nos 

componentes de origem animal utilizados na PIVE. Além disso, nos últimos 

anos foi demonstrado que o BHV-1 pode estar presente no material utilizado no 

sistema de produção in vitro de embriões bovinos (VANROOSE et al., 1999), 

ou seja, no líquido folicular, associado às células epiteliais do oviduto 

(BIELANSKI et al., 1993; D´ANGELO et al., 2009), e no sêmen de touros 

infectados (ROCHA et al., 1998; VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 2000; 

MUYLKENS et al., 2007; WRENZYCKI et al., 2007). Portanto, o risco de 

transmissão de patógenos durante o procedimento de PIVE deve ser 

considerado, uma vez que o vírus pode estar presente em animais 

aparentemente saudáveis.  

O Herpesvirus bovino é um patógeno que acomete comumente a 

espécie bovina. Existem três tipos conhecidos de Herpesvirus bovino (BHV-1, 4 

e 5), que estão associados a distúrbios reprodutivos (SMITH, 1997). O BHV-1 é 

o mais investigado, tendo grande impacto econômico na pecuária (MUYLKENS 

et al., 2007; WRATHALL et al., 2006). Sua ocorrência foi relacionada à 

rinotraqueíte infecciosa bovina, endometrite, aborto, vulvovaginite pustulosa 

infecciosa, balanopostite e à infecção sistêmica em neonatos. Animais 

acometidos que sobrevivem ao Herpesvirus e não apresentam sintomas 

clínicos da doença, albergam o vírus de forma latente nos gânglios sensoriais 

do sistema nervoso (WRATHALL et al., 2006).  

Pesquisadores têm identificado a presença do BHV-1 no sêmen de 

touros, sendo este infectado no momento da ejaculação, pelo vírus presente na 

mucosa do prepúcio (WRATHALL et al., 2006). Contudo, a grande 

preocupação é que existe uma tendência do vírus se ligar à membrana 

plasmática do espermatozoide, inibindo sua habilidade em fecundar o oócito. 
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Não há relatos de que os espermatozoides infectados possam penetrar através 

da zona pelúcida e, desta forma, levar contaminação aos embriões 

(WRATHALL et al. 2006). O único risco plausível é de que espermatozoides 

normais em sêmen infectado com BHV-1 possam fecundar os oócitos, podendo 

o vírus ser carreado passivamente através da zona pelúcida. Risco este 

comprovado por Silva-Frade et al. (2010a) em estudo realizado com BHV-5. 

O BHV-1 pode estar presente no soro (KNIAZEFF et al., 1975), fluido 

folicular (STRINGFELLOW e GIVENS, 2000a) ou células da granulosa de 

oócitos bovinos (BIELANSK et al., 1997), assim como nas células do oviduto 

(GIVENS et al., 2002) e no sêmen de touros infectados (ROCHA et al., 1998, 

WRATHALL et al., 2006), indicando que animais infectados têm potencial 

chance de transmitir o vírus (BIELANSK e DUBUC, 1994).  

Estes relatos servem para destacar a necessidade de considerar o 

material de origem animal empregado na PIVE e TE, bem como a saúde do 

touro, da doadora, dos embriões e receptoras quando se deseja produzir 

embriões livres de patógenos, necessitando de análise prévia, através de 

técnicas de isolamento viral, a fim de excluir a possibilidade de infecção para 

os embriões. 

A PIVE de bovinos requer que o sistema e seus componentes estejam 

livres de patógenos específicos e suportem alto desenvolvimento embrionário 

com resultados repetíveis. O uso de macromoléculas não proteicas, 

especialmente o álcool polivinílico (PVA), tem sido discutido, a fim de eliminar o 

uso de produtos de origem animal nos meios de cultura in vitro de embriões, os 

quais apresentam grande risco sanitário (SILVA, 2005). Segundo Seidel et al. 

(1990) e Nowshari e Brem (2000) o PVA pode substituir o SFB nos protocolos 

de PIVE.  

Além do BHV-1 existe a possibilidade de o BHV-5 ser encontrado em 

oócitos, sêmen e embriões, devido à grande similaridade genômica deste com 

o BHV-1, observada por Abdelmagid et al. (1995) e Engelhardt e Keil (1996). 

Ambos são membros da família Herpesviridae e subfamília Alphaherpesvirinae 

(RISSI et al., 2007), sendo considerados vírus neurotrópicos que estabelecem 
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latência no gânglio trigêmeo (CHOWDHURY et al., 2000a,b). Assim, apesar 

das escassas informações disponíveis a respeito do BHV-5, relacionado com o 

sistema reprodutivo, supõe-se que, após a reativação e replicação viral, o 

mesmo possa causar distúrbios reprodutivos em bovinos.  

O BHV-5 é o agente causador da segunda doença infecciosa cerebral 

mais importante, denominada de encefalite herpética, a qual afeta rebanhos 

bovinos na América Latina. O vírus é caracterizado por uma rápida replicação 

lítica em cultura de células e, como o BHV-1, estabelece latência nos gânglios 

sensoriais do sistema nervoso do hospedeiro (RISSI et al., 2007). Desta forma, 

é possível que o vírus, após a reativação viral, tenha tropismo pelo aparelho 

genital, levando a comprometimentos na esfera reprodutiva, assim como 

observado para o BHV-1.  

A infecção causada pelo BHV-5 foi descrita na Argentina (CARILLO et 

al., 1983), Brasil (WEIBLEIN et al., 1989), Austrália (STUDDERT, 1989), 

Estados Unidos (D’OFFAY et al., 1993) e Hungria (ABDELMAGID et al., 1995). 

O BHV-5 foi classificado como a segunda maior causa de encefalite letal em 

bovinos (SANCHES et al., 2000), com tendência a ser reativado da latência, 

após uma situação de estresse, incluindo infecções por outros agentes 

(OSÓRIO, 1998; TIKOO et al., 1995). O vírus induz a liberação de interleucina-

6 (IL-6), levando, consequentemente, a distúrbios na homeostasia do sistema 

imunológico e à imunossupressão (GOSSELIN et al., 1992) 

Segundo Silva-Frade et al. (2010a) oócitos, espermatozoides e embriões 

bovinos foram susceptíveis à exposição ao BHV-5. Diversos autores relataram 

a detecção do BHV-1 no sêmen bovino, através do emprego de técnicas de 

PCR (DEKA ET AL., 2005; OLIVEIRA et al., 2011; RANA et al., 2011), mas, a 

detecção do BHV-5 foi descrita pela primeira vez por Gomes et al. (2003). 

Schudel et al. (1986) isolou o BHV-5 de fetos abortados e Esteves et al. (2003) 

isolou o BHV-5 do sêmen de touros assintomáticos. Alguns autores têm 

relatado a presença do BHV-1 em amostras de sêmen de touros soronegativos 

(PARSONSON e SNOWDON, 1975; KUPFERSCHMIED et al., 1986). Segundo 
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Gomes et al. (2003) não há correlação entre o título de anticorpos e a excreção 

de BHV-5 no sêmen.  

  Nussbaum et al. (1993) concluíram que espermatozoides podem 

facilmente servir como carreadores de genes virais, especialmente de vírus 

envelopados como o Herpesvirus. Além disso, Bacceti et al. (1994) 

demonstraram a existência de partículas virais em zigotos, as quais eram 

morfologicamente similares às encontradas nos espermatozoides. Concluíram 

que, o vírus foi carreado pelo espermatozoide infectado para dentro dos oócitos 

durante a fecundação. 

Vanroose et al. (2000) estudaram os poros externos da zona pelúcida e 

mostraram que estes são largos o suficiente para permitir a entrada do BHV-1 

(180 – 200 nm). Observaram também que, alguns zigotos fertilizados 

apresentavam formação de escavações e fissuras na zona pelúcida com a 

dimensão exata da cabeça espermática, podendo proporcionar um ponto de 

entrada para o vírus na fecundação, além de servir como um potencial local de 

ligação para o vírus. Nesta localidade o vírus encontra-se protegido contra 

eventuais medidas sanitárias, como por exemplo, lavagens e tratamento com 

tripsina (KUBOVICOVA, 2008). Desta forma, o procedimento de lavagem com 

tripsina preconizado pela IETS pode não ser efetivo na remoção do BHV-1 

(BIELANSKI E DUBUC, 1993, 1994; BIELANSKI et al., 1997; STRINGFELLOW 

e GIVENS, 2000b; D’ANGELO et al., 2002; EDENS et al., 2003; WALDROP et 

al., 2004; D’ANGELO et al., 2008), sugerindo uma interação entre vírus e 

embrião.   

Segundo Gillespie et al. (1990), o BHV-1 adere ao embrião após 

exposição artificial, sendo assim o embrião pode funcionar como vetor na 

transmissão de patógenos. Portanto, o risco de introduzir agentes infecciosos 

na PIVE é evidente. Lavagens e tratamentos com tripsina são utilizados de 

maneira empírica e seguem o mesmo protocolo utilizado para os embriões 

produzidos in vivo, mas eles não são eficientes para os embriões produzidos in 

vitro (STRINGFELLOW e GIVENS, 2000a), levando à redução na taxa de 

prenhez, após a TE (IETS, 1998).  
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Como descrito por Bielanski no artigo 3 do manual da IETS (1998), os 

embriões de PIVE apresentam maior susceptibilidade às infecções virais, 

quando comparados com os embriões produzidos in vivo. Bielanski et al. 

(1997) concluíram que, comparado com os embriões obtidos in vivo, os 

embriões PIV possuem uma maior tendência a carrear o BHV-1, após 

exposição experimental ao vírus, sendo mais difícil de removê-los por meio do 

protocolo de tratamento com tripsina recomendado pela IETS (1998). 

Guerin et al. (1990) estudaram o efeito do BHV-1 em grupos de oócitos 

que foram expostos ao vírus durante a maturação e fecundação. O vírus 

parece não ter efeito na maturação dos oócitos, porém reduziu 

significativamente a taxa de fecundação. Os autores concluíram que o BHV-1 

não somente foi adsorvido no gameta, como também prejudicou sua habilidade 

de fecundar o oócito, possivelmente devido ao fato de alterar a penetração 

espermática ou afetar o mecanismo de interação intracelular de fusão. 

Segundo Bielanski e Dubuc (1994), a proporção de blastocistos 

morfologicamente normais foi reduzida, quando estes foram produzidos no 

sistema de PIVE infectado com BHV-1. Makarevich et al. (2007) observou 

comprometimento no desenvolvimento embrionário pré-implantação, após 

exposição ao BHV-1, concluindo que a viabilidade embrionária pode ser 

afetada em função do título viral.  

Os embriões com zona pelúcida intacta foram protegidos contra a 

infecção, contudo, os blastocistos expandidos, expostos ao BHV-1, 

expressaram antígenos virais em aproximadamente 13% de suas células e 

tornaram-se degenerados (VANROOSE et al., 1996). Em outro estudo, 

Vanroose et al. (1999) encontraram taxas de clivagem e de formação de 

blastocistos significativamente reduzidas, após a exposição ao vírus, durante a 

etapa de fecundação in vitro (FIV).  

Vanroose et al. (2000) usaram espermatozoides previamente incubados 

com BHV-1 na FIV, encontrando uma redução de até 60% no número de 

espermatozoides aderidos à zona pelúcida, quando comparada ao grupo 

controle (sem exposição ao vírus). Gomes et al. (2003) e Schudel et al. (1986) 
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demonstraram que o BHV-5 também pode comprometer o aparelho reprodutor, 

semelhante ao BHV-1. 

Sendo assim, estudos com exposição de oócitos, espermatozoides e 

embriões a diferentes tipos virais podem ajudar a elucidar os mecanismos 

utilizados pelo vírus para se propagarem nestas células, bem como verificar os 

efeitos da interação entre vírus e gametas.  

 

2. Conceitos sobre apoptose 

O termo morte celular programada (MCP) foi introduzido em 1964, 

propondo que a morte celular durante o desenvolvimento não é um acidente da 

natureza, e sim, uma sequência de passos programados (LOCKSHIN e 

WILLIAMS, 1964). Em 1972, Kerr, Wyllie e Currie sugeriram o termo apoptose 

(do grego apó = separação, ptôsis = queda) para indicar este tipo de morte 

celular. A apoptose, ou morte celular programada, refere-se às características 

morfológicas e bioquímicas do processo de eliminação celular (FABIAN; 

KOPPEL; MADDOX-HYTTEL, 2005).  

A apoptose é um processo fisiológico ativo, em que ocorre a 

condensação da cromatina, redução do volume celular, perda da aderência 

com a matriz extracelular e células vizinhas, fragmentação do DNA e formação 

de vesículas na membrana, denominadas de corpos apoptóticos, os quais são 

rapidamente fagocitados por macrófagos e removidos sem que haja processo 

inflamatório associado (SCHWARTZMAN E CIDLOWSKI, 1993; FABIAN; 

KOPPEL e MADDOX-HYTTEL, 2005; GRIVICICH, REGNER e ROCHA, 2007) 

(FIGURA 1). 
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                                                                                          Fonte: domínio público 

FIGURA 1. Representação esquemática da apoptose. 

 

Durante muito tempo, a MCP foi considerada um processo passivo de 

caráter degenerativo, que ocorre em situações de lesão celular, infecção e 

ausência de fatores de crescimento. Como consequência, a célula altera a 

integridade da membrana plasmática, diminui o seu volume e perde as suas 

funções metabólicas (YU e CHOI, 2000). Entretanto, nem todos os eventos de 

morte celular são processos passivos. Organismos multicelulares são capazes 

de induzir a MCP como resposta a estímulos intra ou extracelulares 

(HENGARTNER, 2000). 

A apoptose envolve dois mecanismos: intrínseco (mitocondrial), 

dependente da mitocôndria, sendo iniciada por sinais intracelulares pró-

apoptóticos, levando à liberação do citocromo c e ativação das caspases; e 

extrínseco (citoplasmática), no qual ocorre ligação receptor-ligante, levando à 

ativação das caspases (FIGURA 2). 
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Fonte: domínio público 

FIGURA 2. Via intrínseca e extrínseca de ativação da apoptose. 

 

Estudos envolvendo a participação de genes no controle da apoptose 

iniciaram-se com o nematódio Caenorhabditis elegans (C. elegans). A morte 

fisiológica nesses organismos é controlada, principalmente, por três genes da 

família ced (“cell death abnormal”): ced-3, ced-4, ced-9, além de outras 

proteínas (LIU e HENGARTNER, 1999). Nesses organismos, o gene supressor 

da apoptose ced-9 (homólogo ao gene humano Bcl-2) sempre está associado 

ao gene ced-4 (homólogo à proteína humana fator de ativação de protease 

associada à apoptose 1 - Apaf-1), o qual impede a ativação da ced-3 (gene 

pró-apoptótico). Quando a apoptose é iniciada, a proteína EGL-1 (homóloga à 

proteína humana Bax) se associa ao ced-9, liberando o ced-4 e levando à 

ativação do ced-3. Em humanos, o processo é muito semelhante ao que ocorre 

com o C. elegans, ou seja, a proteína Bax se associa à Bcl-2, induzindo a 

liberação da Apaf-1, ativando a caspase 9, desencadeando a apoptose 

(HENGARTNER, 2000) (FIGURA 3).  
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FIGURA 3. Comparação dos genes envolvidos no processo de apoptose no 

nematódio C. elegans e nos mamíferos. 

 

A apoptose nos mamíferos tem um importante papel no controle da 

qualidade do desenvolvimento embrionário, uma vez que, através desse 

mecanismo são eliminadas células danificadas, não funcionais e anormais 

(revisado por PAULA-LOPES e HANSEN, 2002a,b; BETTS e MADAN, 2008).  

A apoptose de células embrionárias pode ser uma resposta celular às 

condições subótimas de cultura e ao estresse, sendo que um aumento na 

incidência de morte celular é um importante indicador de condições 

inadequadas para o desenvolvimento do embrião (BETTS e KING, 2001). 

Embora a apoptose pareça um processo de autodestruição iniciado 

internamente, atualmente reconhece-se que a cascata de eventos 

intracelulares que levam à eliminação celular, raramente ocorre em um 

contexto estritamente endógeno. Dentre as causas de apoptose em embriões 

pré-implantados, podemos citar as anormalidades cromossômicas e nucleares, 

desequilíbrio nos fatores de crescimento e hormônios, exposição a agentes 
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prejudiciais, tais como: espécies reativas de oxigênio (ERO), radiação 

ultravioleta e choque térmico (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002a,b; FABIAN; 

KOPPEL e MADDOX-HYTTEL, 2005). 

Segundo Tarazona et al. (2006), a competência do embrião para se 

manter vivo até os primeiros estágios do desenvolvimento é dependente da 

produção de ATP pela mitocôndria, sendo que embriões não competentes têm 

baixa atividade mitocondrial e a clivagem é bloqueada antes da ativação do 

genoma. Segundo Melka et al. (2010), a apoptose durante o início do 

desenvolvimento embrionário é considerada uma das causas de perdas 

embrionárias. 

Há um consenso de que em células somáticas ocorrem mais de 100.000 

reparos no DNA por dia. Em embriões, durante as primeiras 24 horas, 

imediatamente antes e após a fase S, o número de lesões para serem 

reparadas pode atingir facilmente este número, especialmente se 

considerarmos o genoma materno e paterno. Existem três opções para a 

célula, somática ou embrionária, as quais são voltadas para os danos no DNA 

(FIGURA 4): a primeira é ativar os passos da apoptose. Esta ativação leva à 

morte celular (JURISICOVA E ACTON, 2004), a qual destruirá uma ou mais 

células e prejudicará a viabilidade celular. A segunda opção é tolerar a lesão. 

Esta opção pode levar a mutações e a eventual carcinogênese nas gerações 

futuras. A terceira opção, e melhor, é a reparação da lesão (MÉNÉZO et al., 

2010) 
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                      FIGURA 4. Opções para os danos no DNA do embrião. 

 

Segundo Crocco et al. (2011), as mitocôndrias conferem competência a 

oócitos e embriões, e são, portanto, responsáveis por uma reprodução 

adequada do indivíduo. Embora diferentes padrões de distribuição e atividade 

mitocondrial sejam descritos em diferentes estágios do desenvolvimento 

embrionário bovino, este é um parâmetro importante para avaliar a potencial 

competência de oócitos e embriões (TARAZONA et al., 2006).  

A fim de melhorar a produção in vitro de embriões, diferentes graus de 

oócitos são selecionados com base na morfologia das células do cumulus e do 

ooplasma, havendo uma possível relação entre a morfologia e o 

desenvolvimento embrionário (LONERGAN et al., 1992; BRACKETT e 

ZUELKE, 1993). Esses estudos demonstraram que oócitos com células do 

cumulus compactas foram originados de folículos saudáveis, enquanto que 

oócitos sem células do cumulus ou expandidas foram originados de folículos 

com sinais de atresia. BLONDIN e SIRARD (1995) relataram que oócitos 
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desnudos têm menor taxa de desenvolvimento, e diferem significativamente de 

oócitos com células do cumulus compactas e citoplasma homogêneo. Esses 

resultados confirmam os achados de YANG e RAJAMAHENDRAM (2002) em 

que oócitos grau 4 tiveram maior avanço no processo de apoptose, quando 

comparados com grau 1 (excelente qualidade), levando à formação de 

embriões de má e boa qualidade, respectivamente. Os pesquisadores 

avaliaram a expressão de Bcl-2 e Bax nos embriões bovinos, sendo possível 

concluir que em embriões saudáveis (boa qualidade) havia uma maior 

expressão de Bcl-2, já a expressão de Bax foi maior em embriões 

fragmentados (má qualidade), constatando que a apoptose é responsável pela 

degeneração de oócitos, fragmentação de embriões e está diretamente 

relacionada à perda embrionária. 

As mitocôndrias têm um comportamento particular durante o 

desenvolvimento embrionário, sendo maternalmente transmitidas com ínfima 

contribuição paterna, não havendo multiplicação das mesmas até a eclosão 

embrionária. Manter um perfeito funcionamento das mitocôndrias de origem 

materna é vital para o embrião, pois uma disfunção mitocondrial pode 

comprometer o processo de desenvolvimento e/ou desencadear a apoptose do 

embrião (JANSEN e DE BOER, 1998; DUMOLLARD, DUCHEN, CARROLL, 

2007). O estresse celular ativa a mitocôndria, provocando a despolarização da 

membrana e alterando a razão entre as proteínas pró-apoptóticas e as 

antiapoptóticas (HANSEN e FEAR, 2011). 

A infecção viral geralmente resulta na alteração dos processos celulares 

que podem desencadear a MCP pela via mitocondrial. A apoptose é um 

importante mecanismo de defesa da célula hospedeira contra os agentes virais, 

os quais possuem estratégias para controlá-la ou regulá-la, maximizando a 

produção da progênie viral e permitindo a disseminação viral para as células 

vizinhas (HAY e KANNOURAKIS, 2002). O sucesso na replicação de muitos 

vírus depende da habilidade em prevenir a indução da apoptose pela via 

mitocondrial (SCOTT, 2010). Não é possível estabelecer se a apoptose tem 

uma consequência direta na replicação viral ou se é mediada por mecanismos 
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indiretos, tais como a liberação de citocinas pró-apoptóticas (BORDI et al., 

2006). A manutenção da respiração mitocondrial durante a infecção é essencial 

para garantir um aporte de ATP que viabilize a replicação viral, enquanto 

concomitantemente, inibe a apoptose induzida pelo estresse oxidativo (TIEDE 

et al., 2011). 

A exposição experimental de gametas bovinos ao BHV-5 levou à 

infecção de embriões bovinos produzidos in vitro sem interferir no 

desenvolvimento embrionário (SILVA-FRADE et al., 2010a), suprimindo 

algumas vias da apoptose. Ainda é desconhecido como o BHV-5 inibe a 

apoptose ou induz disfunção mitocondrial em embriões bovinos expostos 

experimentalmente (HAY e KANNOURAKIS, 2002; SILVA-FRADE et al., 2010 

a, b).  

Considerando a grande complexidade do processo de apoptose, e com 

a finalidade de melhor elucidá-lo na infecção por BHV-5 em embriões bovinos, 

foram utilizados cinco genes relacionados com a morte celular programada, 

direta e indiretamente, sendo estes mencionados a seguir. 

 

2.1. A mitocôndria no processo da apoptose 

Evidências experimentais indicam que a mitocôndria representa um alvo 

preferencial e crítico para a ação de drogas e toxinas, bem como agentes 

virais. Os efeitos sobre as mitocôndrias podem ocorrer por mecanismos diretos 

e indiretos, levando a disfunções mitocondriais, tais como: alterações no 

transporte de elétrons e fosforilação oxidativa, na permeabilidade da membrana 

mitocondrial interna, no transporte de cálcio, no estado oxidativo, além de uma 

série de outros eventos que levam à depleção de ATP (MINGATTO et al., 

1996; UYEMURA et al., 1997; PIGOSO et al., 1998; MINGATTO et al., 2000; 

DORTA et al., 2003).  

 A mitocôndria participa da manutenção de funções celulares vitais, tais 

como: respiração celular e síntese de ATP, modulação do estado redox da 

célula, regulação osmótica, controle do pH, homeostasia do cálcio no citosol e 

sinalização intracelular. Paradoxalmente, a mitocôndria guarda no espaço 
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intermembranoso substâncias letais, capazes de deflagrar o processo de morte 

celular, dentre as quais figura o citocromo c. Quando liberado da mitocôndria, o 

citocromo c associa-se a duas proteínas presentes no citosol (Apaf-1 e a pró-

caspase-9) e na presença de ATP, ativa a caspase-9. A caspase-9, por sua 

vez, ativa a pró-caspase-3 e 7, as quais executam o processo de apoptose. A 

caspase-3 pode amplificar a cascata de proteólise pela ativação da caspase-8 

e pela clivagem da proteína antiapoptótica Bcl-2 que, normalmente, garante a 

integridade da membrana mitocondrial (KAPLOWITZ, 2000). 

 Para a manutenção da integridade celular é necessário que os 

componentes pró-apoptóticos, presentes no interior da mitocôndria, não sejam 

liberados para o citosol. Existe, na membrana mitocondrial interna, uma 

estrutura proteica chamada poro de transição de permeabilidade mitocondrial, 

que se mantém habitualmente fechada, assegurando a sobrevivência celular. 

 Uma das consequências da abertura do poro de permeabilidade é a 

expansão da matriz mitocondrial devido a sua hiperosmolaridade. A membrana 

mitocondrial interna, que apresenta várias pregas, pode acomodar o aumento 

do volume da matriz, enquanto a membrana externa, que é esférica, se rompe, 

liberando componentes pró-apoptóticos, como o fator indutor da apoptose e o 

citocromo c (FIGURA 5). Outra consequência é a nova entrada de prótons na 

matriz, causando colapso no potencial de membrana mitocondrial e 

comprometendo a síntese de ATP (FELDMANN et al., 2000). 
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                                                                        Fonte: domínio público 

FIGURA 5. Representação esquemática da mitocôndria: membrana interna e 

externa, cristas mitocondriais e matriz mitocondrial. 

 

 A abertura do poro de permeabilidade mitocondrial causa, 

simultaneamente, ativação das caspases (potencialmente levando à apoptose) 

e depleção de ATP (potencialmente causando necrose). Essa disputa entre a 

ativação das caspases e a depleção de ATP irá orientar a morte celular, seja 

por apoptose ou por necrose. A disputa pode ser vencida pelas caspases, 

quando estas são diretamente ativadas pelos receptores da superfície celular 

ou granzima B e, quando o poro de permeabilidade se abre em algumas 

mitocôndrias, permitindo que as demais sintetizem ATP. Nestas circunstâncias, 

a célula entra no processo de apoptose. Por outro lado, se o poro de 

permeabilidade é aberto rapidamente e a célula não pode obter energia 

suficiente a partir da glicólise anaeróbia, a depleção do ATP impede que a 

apoptose se instale (processo ativo que requer energia) e a célula morre por 

necrose (PESSAYRE, et al., 1999). 

A mitocôndria é importante para oócitos e embriões não somente para 

sua competência, mas também para adequada divisão celular. Durante o início 

do desenvolvimento embrionário, as mitocôndrias são todas maternas, uma vez 
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que as paternas são eliminadas quando o espermatozoide penetra no 

ooplasma (JANSEN e BURTON, 2004). 

O oócito primário contém aproximadamente 6.000 mitocôndrias e 

durante a maturação citoplasmática, o número aumenta para mais de 100.000 

(CUMMINS, 2004). Nos oócitos, as mitocôndrias são estruturas imaturas, com 

formato arredondado ou ovalado, com poucas cristas e alguns vacúolos. Após 

a fertilização e durante o início do desenvolvimento, as mitocôndrias maturam 

formando novas cristas e podem, além disso, ser consideradas como uma 

mistura, composta de várias populações de mitocôndrias com diferentes níveis 

de atividade e fase de maturação (BAVISTER E SQUIRRELL, 2000).  

Segundo Lane e Gardner (1998), durante o início do desenvolvimento, a 

competência dos embriões depende do ATP produzido pela mitocôndria. Como 

os embriões não competentes tem menor atividade de mitocôndria e sua 

clivagem foi bloqueada antes da ativação do genoma (quatro células), isto 

sugere o papel importante da mitocôndria na produção de energia para o 

processo de ativação do genoma (TARAZONA et al., 2006) e, 

consequentemente, para o desenvolvimento embrionário adequado. 

 

 2.2. Caspase-2 e -3 

A apoptose pode ser deflagrada por estímulos externos, através de 

receptores específicos na superfície celular, chamados receptores da morte, ou 

por estímulos internos de estresse intracelular, tais como: lesão do DNA ou 

perturbações no ciclo celular ou nas vias metabólicas. Essas diferentes vias 

culminam com a ativação de proteases conhecidas como caspases, que 

possuem papel fundamental no processo de morte celular (PAROLIN e 

REASON, 2001). 

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) 

pertencem à família das cisteínas proteases, as quais têm a capacidade de 

reconhecer e clivar substratos que possuam resíduos de aspartato 

(NICHOLSON e THORNBERRY, 1997), sendo essenciais no processo de 

apoptose. Estão presentes no citosol sob a forma de pró-enzimas inativas, 
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denominadas zimogênios (HENGARTNER, 2000), tornando-se ativas após 

clivagem proteolítica dos resíduos do ácido aspártico (THOMPSON, 1999).  

As caspases podem ser caracterizadas como iniciadoras ou efetoras da 

cascata das caspases (THORNBERRY E LAZEBNIK, 1998). As iniciadoras 

(caspase-2, 8, 9 e 10) clivam as caspases efetoras inativas, ativando-as. Sendo 

assim, as efetoras (caspase-3, 6 e 7) desencadeiam o mecanismo de 

apoptose, clivando substratos que são essenciais para função e estrutura da 

célula, levando a mudanças morfológicas e morte celular (KAPLOWITZ, 2000) 

(FIGURA 6). 

 

 

 

FIGURA 6. Cascata das caspases – ativadoras e efetoras. 

 

Mitocôndria 

Citocromo c 
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A pró-caspase-2 está localizada na mitocôndria e é liberada no citosol, 

após ativação por vários estímulos fisiológicos e patológicos, já a pró-caspase-

3 é uma proteína citosólica (EARNSHAW et al., 1999). A clivagem específica 

da caspase-2 está relacionada com as caspases efetoras, tais como caspase-3 

e 7 (ZHIVOTOVSKY e ORRENIUS, 2005). Robertson et al. (2002) e Lassus et 

al. (2002), estudaram a supressão da expressão da caspase-2 através de 

“knockout” em células de ratos usando RNA de interferência (RNAi). Neste 

experimento foi possível evitar a morte celular pela ablação da caspase-2, além 

de prevenir a translocação do Bax na mitocôndria e a subsequente liberação do 

citocromo c por essa organela. Revisão feita por Zhivotovsky e Orrenius (2005) 

indicou que a caspase-2 tem muitas propriedades distintas de outras caspases, 

mas ainda não se sabe muito sobre seu o exato papel na regulação da morte 

celular in vivo.  

Uma vez ativada, a maioria das caspases tem a habilidade de catalisar a 

ativação de múltiplos outros membros dessa família, resultando em 

amplificação da cascata proteolítica. Contrariamente às proteases 

armazenadas nos lisossomos ou ativadas no citosol pelo cálcio, as quais 

possuem espectro amplo de substratos inespecíficos, as caspases têm 

substratos bem restritos, o que lhes assegura seletividade e especificidade no 

processo de proteólise. Tais substratos incluem proteínas envolvidas no reparo 

de danos na replicação do DNA, no ciclo celular, na sinalização de transdução 

e na manutenção da integridade da estrutura celular. O ataque a todos esses 

alvos impede o reparo quando se rompe a estrutura do citoesqueleto e do 

núcleo, levando à desestruturação celular (THOMPSON, 1999). 

 

2.3. Mcl-1 e Bax 

Um número crescente de genes tem sido identificado como capazes de 

influenciar o processo de apoptose. Entre eles, destaca-se a família das 

proteínas Bcl-2, que desempenha papel crítico na regulação da apoptose em 

condições fisiológicas ou patológicas (BORNER, 2003). Pelo menos 15 

membros dessa família já foram identificados nos mamíferos. Algumas dessas 
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proteínas, como Bcl-2 e Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 (BCL2L3) e A1 são 

antiapoptóticas, enquanto outras, como a Bax, Bad e Bid são pró-apoptóticas 

(PATEL e GORES, 1998; HENGARTNER, 2000), as quais possuem sítios de 

ligação na membrana mitocondrial externa (MURPHY et al., 2000). 

O Bcl-2 é uma proteína localizada na membrana externa da mitocôndria, 

a qual previne a liberação do citocromo c (YANG et al., 1997), sendo chamada 

de regulador antiapoptótico. Uma vez liberada, o citocromo c, presente no 

espaço existente entre a membrana mitocondrial interna e externa, forma um 

complexo com o fator ativador da apoptose 1 (Apaf-1), levando a ativação da 

caspase-9, que ativa caspases efetoras (PAROLIN e REASON, 2001), além 

disso a expressão do Bcl-2 é capaz de inibir a geração de espécies reativas de 

oxigênio e a acidificação intracelular, bem como estabilizar o potencial de 

membrana da mitocôndria (VANDER HEIDEN e THOMPSON, 1999).  

Três funções têm sido descritas para essas proteínas: dimerização, 

atividade formadora de poro ou canal de íons, e ligação a outras proteínas. As 

proteínas Bax e Bcl-2 são capazes de formar homodímeros (Bax-Bax e Bcl-2-

Bcl-2) e heterodímeros (Bax-Bcl-2), sendo que o equilíbrio entre esses 

homodímeros e heterodímeros pode definir o balanço pró-apoptótico ou 

antiapoptótico na célula (PETROS; OLEJNICZAK e FESIK, 2004). A formação 

de heterodímeros entre proteínas agonistas e antagonistas, pode inibir a 

apoptose pela neutralização das agonistas ou promover a apoptose pelo 

deslocamento de fatores pró-apoptóticos ligados a antagonistas, como por 

exemplo, o Apaf-1(RICCI e ZONG, 2006). 

Os principais antagonistas da apoptose, Bcl-2 e Bcl-XL, localizam-se, 

principalmente, na membrana mitocondrial (PATEL e GORES, 1998). Essas 

proteínas são capazes de formar poros condutores de íons em membranas 

sintéticas (THOMPSON, 1999). Acredita-se que um dos mecanismos, pelos 

quais elas mantêm a homeostasia celular, seja o de regulação da 

permeabilidade das membranas nas quais se distribuem. Recentemente, foi 

demonstrado que a Bcl-2 bloqueia a penetração nuclear de perfurina e 

granzima, substâncias liberadas pelos linfócitos T citotóxicos contra seus alvos 
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e que podem ser ativadoras de caspases (GRIVICICH, REGNER E ROCHA, 

2007).  

Os membros pró-apoptóticos da família Bcl-2 são normalmente 

encontrados no citosol, e após um estímulo de morte, o Bcl-2 inibe a 

permeabilização da membrana externa da mitocôndria, pelo sequestro de Bax 

ou por competir por sítios que seriam ocupados pelo Bax na membrana externa 

mitocondrial (MURPHY et al., 2000). Este evento leva à alteração na 

permeabilidade da membrana dessa organela, permitindo o extravasamento de 

proteínas pró-apoptóticas, tais como o citocromo c, o fator indutor da apoptose, 

DNAse e pró-caspases-2 e 9 (KERR, WYLLIE e CURRIE, 1972) (FIGURA 7). 

   

 
                                                                                             Fonte: domínio público 

FIGURA 7. Alterações na permeabilidade da membrana mitocondrial levam à 

liberação do citocromo c e desencadeiam o processo de apoptose. 

 

2.4. Apaf-1 

 Como mencionado, estudos envolvendo a participação de genes no 

controle da apoptose iniciaram-se com o nematódio Caenorhabditis elegans (C. 

elegans). A morte fisiológica nesses organismos é controlada, principalmente 
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por três genes da família ced (“cell death abnormal”): ced-3, ced-4 e ced-9, 

além de outras proteínas. Nesses organismos, o gene supressor de apoptose 

ced-9 (homólogo ao gene humano Bcl-2) sempre está associado ao gene ced-4 

(homólogo à proteína humana fator de ativação de protease associada à 

apoptose 1 - Apaf-1), o que impede a ativação de ced-3 (pró-apoptótica). 

Quando a apoptose é iniciada, a proteína EGL-1 (homóloga à proteína humana 

Bax) se associa ao ced-9, liberando o ced-4 e levando à ativação do ced-3 

(FIGURA 8). Em humanos, o processo é muito semelhante ao que ocorre com 

C. elegans, ou seja, a proteína Bax se associa à Bcl-2 induzindo a liberação do 

citocromo c, o qual no citosol se liga ao Apaf-1 e a caspase-9, formando o 

chamado apoptossomo, promovendo assim a clivagem da pró-caspase-9, 

liberando a caspase-9, ativa (BUDIHARDJO et al., 1999) (FIGURA 9). Uma vez 

ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai ocasionar a apoptose 

(RUPNARAIN et al., 2004; PETROS; OLEJNICZAK e FESIK, 2004). 

 

            

 

                                                                                                Fonte: domínio público 

 
FIGURA 8. Comparação dos genes envolvidos no processo de apoptose no 

nematódio C. elegans e nos mamíferos. 
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                                                                  Fonte: domínio público 

FIGURA 9. Formação do apoptossomo. 
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O presente estudo teve como objetivo geral investigar a interação vírus-

embrião no mecanismo de morte celular programada, após infecção 

experimental de oócitos bovinos com BHV-5.  

 

 Os objetivos específicos foram:  

1. Verificar a taxa de maturação nuclear de oócitos in vitro, após a infecção 

experimental com BHV-5. 

2. Analisar a viabilidade mitocondrial dos embriões bovinos produzidos, após 

infecção experimental com BHV-5 pelo teste de MTT.  

3. Avaliar a produção in vitro de embriões bovinos, após infecção experimental 

de oócitos com BHV-5. 

4. Determinar a transcrição dos genes Mcl-1, Bax, caspase-2, caspase-3 e 

Apaf-1, relacionados à apoptose.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

58 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

59 

 

RESUMO 

É sabido que alguns patógenos podem desencadear o processo de 

apoptose em determinadas células do organismo, entretanto, o BHV-5 inibe a 

apoptose em embriões bovinos com sete dias de desenvolvimento. Por esta 

razão, o objetivo deste trabalho foi investigar a interação vírus-embrião no 

mecanismo de morte celular programada. Oócitos bovinos foram divididos em 

dois grupos, sendo: I (controle) e II (exposto ao BHV-5). Após 24 horas de 

maturação in vitro, 100 oócitos de cada grupo foram desnudados e observados 

em microscópio invertido para verificação da extrusão do primeiro corpúsculo 

polar, sendo o restante dos oócitos incubados com espermatozoides, por 18 a 

20 horas, para que ocorresse o processo de fertilização in vitro. Transcorrido 

este período, os prováveis zigotos foram desnudados e transferidos para gotas 

contendo meio de cultivo (mSOF), até o dia sete pós-inseminação. Os 

embriões produzidos in vitro foram submetidos à técnica de PCR em tempo 

real para pesquisa do BHV-5 e análise da transcrição dos genes Mcl-1, Bax, 

caspase-2, -3 e Apaf-1 relacionados à apoptose, além do teste de MTT ((3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)), para avaliação da 

atividade mitocondrial. A análise estatística para a taxa de maturação nuclear 

dos oócitos foi feita pelo teste de 2. A produção in vitro de embriões, MTT e 

transcrição gênica foi avaliada pelo teste t não pareado. Observou-se que o 

BHV-5 não interferiu na taxa de maturação nuclear dos oócitos e no 

desenvolvimento embrionário, entretanto os embriões do grupo I apresentaram 

maior viabilidade mitocondrial e os embriões do grupo II tiveram a expressão 

dos genes Bax e caspase-2 diminuídos, comprovando que o vírus inibiu o 

processo de morte celular programada nos embriões bovinos sete dias pós-

inseminação, a fim de favorecer a disseminação viral. 

 

Palavras-Chave: apoptose, MTT, oócitos, qPCR e vírus 
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ABSTRACT 

 It is known that some pathogens can initiate apoptosis in certain cells of 

the organism, however, BHV-5 inhibits apoptosis in bovine embryos after seven 

days of development. Therefore, the aim was to investigate the interaction 

virus-embryo in the mechanism of programmed cell death. Bovine oocytes were 

divided into two groups: I (control) and II (exposed to BHV-5). After 24 hours of 

in vitro maturation, 100 oocytes of each group were denuded and observed 

under inverted microscope to check the extrusion of the first polar body, and the 

other oocytes were incubated with spermatozoa for 18 to 20 hours, for in vitro 

fertilization. After this period, presumptive zygotes were denuded and 

transferred to drops containing culture medium (mSOF), until day seven post-

fertilization. In vitro produced embryos were submitted to real time PCR to 

evaluated the presence of BHV-5 and expression of Mcl-1, Bax, caspase-2, -3 

and Apaf-1 related to apoptosis, also the MTT assay ((3 - [4,5-dimethylthiazol -

2-yl] -2,5-diphenyl tetrazolium bromide)) was performed for the evaluation of 

mitochondrial activity. Statistical analysis for nuclear maturation of oocytes was 

performed by 2 test. In vitro embryo production, MTT and gene expression 

were analyzed by unpaired t test. It was observed that BHV-5 did not influence 

nuclear maturation rate of oocytes or embryonic development, however 

embryos of group I showed greater mitochondrial viability, and embryos of 

group II had a decrease in genes expression of Bax and caspase-2, suggesting 

that the virus inhibited the process of programmed cell death in bovine embryos 

seven days post-fertilization, in order to promote viral spread. 

 

Keywords: apoptosis, MTT, oocytes, qPCR and virus 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Herpesvirus bovino é um patógeno que acomete a espécie bovina, 

podendo estar presente em animais aparentemente sadios. Existem três tipos 

conhecidos de Herpesvirus bovino (BHV-1, 4 e 5), os quais estão associados a 

distúrbios reprodutivos (SMITH, 1997). O BHV-1 é o mais investigado, tendo 

grande impacto econômico na pecuária (MUYLKENS et al., 2007; WRATHALL 

et al., 2006). Sua ocorrência foi relacionada à rinotraqueíte infecciosa bovina, 

endometrite, aborto, vulvovaginite pustulosa infecciosa, balanopostite, e à 

infecção sistêmica em neonatos.  

O BHV-5 e o BHV-1 são alfa-Herpesvirus e apresentam 85% de 

identidade genômica (CHOWDHURY, 1995). Assim, apesar das escassas 

informações disponíveis a respeito do BHV-5 relacionado com o sistema 

reprodutivo, supõe-se que, após a reativação e replicação viral, o mesmo 

possa causar distúrbios reprodutivos em bovinos. O BHV-5 é o agente 

causador da segunda mais importante doença infecciosa cerebral, denominada 

de encefalite herpética, a qual afeta rebanhos bovinos na América Latina. O 

vírus é caracterizado por uma rápida replicação lítica em cultura de células e, 

como o BHV-1, estabelece latência nos gânglios sensoriais do sistema nervoso 

do hospedeiro (RISSI et al., 2007; WRATHALL et al., 2006). O BHV-5 foi 

detectado no sêmen bovino (GOMES et al., 2003; KIRKLAND et al., 2009) e 

em fetos abortados, mas nenhum relato menciona sua presença em gametas e 

embriões bovinos. Silva-Frade et al. (2010a) realizou o primeiro estudo in vitro 

com o BHV-5, expondo oócitos, espermatozoides e embriões bovinos ao vírus, 

concluindo que o BHV-5 infecta gametas e embriões bovinos, podendo ser 

propagado durante o procedimento de fecundação e cultura in vitro, sem 

apresentar prejuízo no número de embriões produzidos in vitro. 

Estes achados resultam em grande preocupação sanitária e comercial, 

uma vez que machos que albergam o vírus no estágio de latência podem 

liberá-lo no sêmen após reativação viral, desencadeada por fatores 
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estressantes (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 2000), tais como: 

transporte, vacinação, variações de temperatura, entre outros. O vírus replica 

inicialmente na mucosa do prepúcio, pênis e uretra. Desta forma, o vírus 

presente nas mucosas infectadas contamina o sêmen no momento da 

ejaculação (WRENZYCKI et al., 2007). Oócitos e embriões também podem ser 

infectados pelo BHV-5 através dos componentes de origem animal presentes 

nos meios utilizados para produção in vitro de embriões bovino (VAN 

WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 2000). Segundo Cardoso et al., 2005 e 

Makoschey et al., 2002 o soro fetal bovino (SFB), comumente utilizado na 

PIVE, pode ser responsável por carrear fungos, bactérias e vírus para o 

sistema.  

A infecção viral geralmente resulta em alteração no processo de morte 

celular programada, pela via mitocondrial, estimulando ou inibindo genes 

relacionados à apoptose, favorecendo a replicação e disseminação viral (HAY 

e KANNOURAKIS, 2002). A apoptose pode também servir como uma resposta 

celular inata à infecção, a qual limita o tempo e a maquinaria celular disponível 

para a replicação do vírus (VAUX et al, 1994).  

As características típicas de células apoptóticas incluem alterações 

celulares, morfológicas e bioquímicas, tais como condensação da cromatina, 

exposição da fosfatidilserina (PS), retração citoplasmática, invaginação da 

membrana, fragmentação do DNA e ativação da caspase (HAY e 

KANNOURAKIS, 2002). Muitos dos principais eventos bioquímicos que 

ocorrem durante a apoptose são mediados por proteases (KIDD et al., 2000), 

as mais importantes delas são as caspases (proteases cisteína dependentes 

de específico aspartato). 

  A apoptose é iniciada por mecanismos extrínsecos ou intrínsecos. O 

desencadeamento extrínseco da apoptose ocorre após a ligação dos 

receptores de morte com o fator de necrose tumoral (TNF), ligante Fas (FasL) e 

TNF relacionado com ligantes indutores da apoptose (TRAIL). A ligação do 

receptor TNF resulta na formação do complexo sinalizador da indução da morte 

(DISC) (KISCHKEL et al., 1995) necessário para a ativação das caspases 
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iniciadoras. A ativação intrínseca da apoptose é desencadeada após a 

translocação dos membros pró-apoptóticos da família Bcl-2, como Bid ou Bax, 

na mitocôndria (YIN, 2006; YOULE et al., 2008), resultando na formação de 

poros e permeabilidade da membrana externa da mitocôndria (YIN, 2006; 

CARRIDO et at., 2006). 

Os mecanismos da apoptose apresentam muitas etapas individuais. O 

vírus pode influenciar apenas um único ponto do processo ou o progresso da 

morte celular programada pela manipulação de uma variedade de proteínas 

apoptóticas essenciais (HAY e KANNOURAKIS, 2002). 

Como explicado acima, a proteína efetora chave que é ativada durante a 

apoptose e representa o alvo dos vírus para a inibição da apoptose, são as 

caspases (KISCHKEL et al., 1995). As caspases efetoras e iniciadoras 

avaliadas neste experimento foram caspase-2 e -3, respectivamente. As 

caspases existem na célula como pró-caspases inativas ou zimogênio e, para 

serem ativadas é necessário à clivagem das mesmas (DENAULT e 

SALVESEN, 2002). 

A atividade das caspases é regulada pela família de proteínas Bcl-2 

(REED, 1997; ADAMS e CORY, 1998; GREEN e REED, 1998) as quais foram 

divididas em dois subgrupos: aqueles que exercem efeitos antiapoptóticos (por 

exemplo, Mcl-1) e aqueles que são pró-apoptóticos (por exemplo, Bax) (CORY 

e ADAMS, 1998). Encontrou-se que a proteína Bcl-2 previne a apoptose por 

diversos estímulos e mantém a sobrevivência celular por influenciar na 

liberação do citocromo c da mitocôndria (YANG et al., 1997), o qual no citosol 

se liga ao Apaf-1 e a pró-caspase-9, formando o chamado apoptossomo, 

promovendo assim a ativação da caspase-9 (BUDIHARDJO et al., 1999). Uma 

vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai desencadear a cascata das 

caspases (RUPNARAIN et al., 2004; PETROS; OLEJNICZAK e FESIK, 2004). 

 A hipótese do presente estudo foi de que o BHV-5 inibe a transcrição de 

algum gene relacionado à apoptose, a fim de manter a viabilidade embrionária 

e, desta forma se replicar com eficiência.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1. Reagentes e Meios 

Exceto indicação contrária, todos os produtos químicos foram obtidos da 

Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA) e Invitrogen™ (Grand Island, NY, USA), 

sempre seguindo as recomendações de uso dos fabricantes.  

 

2.2. Exposição experimental de oócitos bovinos ao BHV-5 

Foram utilizadas amostras de BHV-5 isoladas em 2007 a partir de 

animais acometidos durante um surto em Araçatuba, SP, Brasil (CARDOSO et 

al., 2007), e propagado em células “Madin Darby Bovine Kidney” (MDBK, 

ATCC CCL-2), as quais foram cultivadas em meio essencial mínimo (MEM). A 

dose infectante da cultura de tecidos por 50 µL (TCID50) foi realizada após o 

cultivo in vitro do vírus, na sequência 0,1 m.o.i. (“multiplicity of infection dose” – 

102 TCID50/mL) (FERRARI, et al., 2007; DEL MEDICO ZAJAC, et al., 2011). 

Alíquotas do estoque do vírus (100 µL) com 103.3 TCID50/50 µL foram 

congeladas a -86ºC até o momento do uso.  

Os oócitos utilizados foram obtidos a partir de ovários de animais 

abatidos em frigorífico, sendo estes transportados para o laboratório no prazo 

de uma hora post mortem em solução fisiológica a 37ºC. Os complexos 

cumulus-oócito (COC) foram recuperados por aspiração dos folículos com 

diâmetro de 2-6 mm, com auxílio de seringa (10 mL) e agulha (40x12). Apenas 

os COC que apresentavam 3 a 4 camadas ou mais de células do cumulus 

compacta e citoplasma homogêneo foram selecionados. Estes foram divididos 

em dois grupos: I (controle) e II (exposto ao BHV-5) e acondicionados em 

criotubos contendo 400 μL de meio de maturação (MM).  

O grupo I recebeu 40 μL de MEM e o grupo II, 40 μL de suspensão viral, 

oriundas do estoque de vírus. Os criotubos foram incubados por uma hora em 

estufa Thermo Scientific (Spectrun, modelo 3110) com atmosfera úmida e 5% 

de CO2 em ar, para permitir a adsorção viral.  
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2.3. Maturação in vitro dos oócitos  

Após o período de adsorção viral, os oócitos foram lavados por três 

vezes em MM e alocados em gotas de 70 µL de MM, distribuídas em placa de 

Petri (35x10 mm), sob óleo mineral, sendo que cada gota continha de 20 a 25 

oócitos.  

A gota de cultura foi a unidade experimental do trabalho, sendo 

realizadas 23 repetições, ou seja, 23 gotas (unidades experimentais) para cada 

grupo. Em cada etapa foi feito o mesmo número de gotas para cada grupo, e 

as placas foram mantidas na mesma estufa de cultura, sob as mesmas 

condições.   

Durante o período de maturação, os oócitos foram mantidos em estufa 

Thermo Scientific (Spectrun, modelo 3110), com atmosfera úmida, a 5% de 

CO2 em ar, a 38,8oC, por um período de 23 horas, que somados à uma hora da 

exposição experimental ao BHV-5, totalizaram 24 horas.  

 

2.4. Avaliação da Taxa de Maturação Oocitária 

Foram realizados os processos de colheita de oócitos, exposição 

experimental ao BHV-5 e maturação in vitro (MIV), como descrito 

anteriormente. Após as 24 horas da etapa de maturação, 100 oócitos de cada 

grupo (I e II) foram lavados três vezes em gotas de 400 µL de solução de PBS 

com hialuronidase a 5 µg/mL. A cada lavagem, foram realizadas pipetagens 

sucessivas dos oócitos para promover a remoção total das células do cumulus. 

Após as lavagens e a completa remoção das células do cumulus, os oócitos 

foram analisados individualmente em microscopia invertida com aumento de 

40X, sendo contados os oócitos que apresentavam a extrusão do primeiro 

corpúsculo polar, evento este que caracteriza a maturação oocitária nuclear 

(n=100). 
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2.5. Fecundação e cultura in vitro 

Foi utilizado na fecundação in vitro (FIV), sêmen congelado de bovino 

(Bos indicus) em palhetas 0,5 mL, de um único touro e da mesma partida. O 

sêmen foi centrifugado em gradiente de Percoll a 700 xg por 20 minutos. O 

“pellet” de espermatozoides resultante da centrifugação foi lavado em meio 

TALP-FERT (“Tyrode” albumina, lactato e piruvato), suplementado com 6 

mg/mL de BSA,  30 μg/mL de heparina e solução de PHE (2 mM de 

penicilamina, 1 mM de hipotaurina e 250 mM de epinefrina) e novamente 

centrifugado a 200 xg por 5 minutos. O “pellet” foi diluído em meio TALP-FERT 

para uma concentração final de 1 x 105 espermatozoides/mL, em gotas de 100 

μL. Após 24 horas de maturação, os oócitos foram lavados e transferidos para 

gotas com 100 μL de meio TALP-FERT.  

Na FIV, oócitos e espermatozoides foram co-incubados por 20 horas.  

Transcorrido este período, os prováveis zigotos (pz) foram desnudados através 

de pipetagens sucessivas e colocados em gotas com 100 μL de meio de 

cultura in vitro mSOF (“modified Synthetic Oviduct Fluid”) até o dia sete (D7), 

sendo considerado dia zero (D0) o dia da fecundação. A taxa de clivagem foi 

avaliada no dia três (D3) e o “feeding” realizado, ou seja, de cada gota de 

cultivo foi removido o volume de 50 μL e acrescentado 50 μL de meio fresco de 

mesma composição. O procedimento de “feeding” foi repetido no dia cinco 

(D5). A FIV e a cultura foram realizadas sob as mesmas condições descritas 

para a MIV.  

O desenvolvimento embrionário foi monitorado, sendo oócitos clivados e 

os estágios blastocisto (BL), blastocisto expandido (BX) e blastocisto eclodido 

(BE) avaliados no D3 e D7, respectivamente. 

 No dia sete apenas os embriões grau 1 (excelente ou bom) ou grau 2 

(bom ou razoável), segundo as instruções da IETS (1998), foram armazenados 

para análises posteriores. Os reagentes de origem animal utilizados neste 

estudo foram testados para a presença do BHV-1 e 5 (SILVA-FRADE, et al., 

2010a), a fim de garantir a ausência da contaminação viral de caráter não 

experimental. 
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2.6. Recuperação Viral 

Os embriões (n=10) derivados dos grupos I e II foram congelados e 

descongelados três vezes, para promover a lise celular e permitir a 

recuperação viral. Monocamadas de cultura de células MDBK com 80% de 

confluência foram preparadas conforme o procedimento padrão livre de 

patógenos (SILVA-FRADE et al., 2010a,b). O período de adsorção foi de 90 

minutos a 38,5°C, quando então meio fresco foi adicionado por sete dias 

consecutivos às culturas, estas foram examinadas para verificar o efeito 

citopático classificado como formação sincicial (CPE). Depois de pelo menos 

três passagens, culturas que não apresentaram efeitos citopáticos foram 

consideradas negativas.  

 

2.7. Atividade mitocondrial   

A atividade mitocondrial foi avaliada com o uso do kit “In vitro toxicology 

assay kit MTT based” (M5655, Sigma-Aldrich), utilizando espectrofotometria. 

O sistema MTT mensura a atividade das células viáveis por meio das 

dehidrogenases mitocondriais. É um método simples, acurado e com 

resultados reproduzíveis. O componente chave é (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-

2,5-diphenyl tetrazolium bromide) ou MTT. A solução de MTT, dissolvida em 

solução salina balanceada sem soro ou fenol “red”, apresenta cor amarelada. 

As dehidrogenases mitocondriais das células viáveis clivam o anel tetrazolium, 

formando cristais de formazan, os quais apresentam cor roxa e são insolúveis 

em água. Os cristais são dissolvidos em isopropanol acidificado, resultando em 

uma solução roxa que é mensurada por espectrofotometria. Quanto maior o 

número de cristais de formazan, maior o valor de leitura no espectrofotômetro 

para o teste, menor citotoxicidade e, consequentemente, maior viabilidade 

mitocondrial.  

Para as análises o tubo contendo MTT foi reconstituído em 3 mL de 

solução salina balanceada. Em seguida, 10 embriões foram pipetados dando 

um volume de 50 µL, o qual foi colocado em tubo tipo eppendorf, sendo 
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acrescido de 5 µL da solução de MTT, diluição de 1:10. O tubo contendo 

embriões e MTT foi incubado em estufa por 4 horas. Após o período de 

incubação, os cristais de formazan foram dissolvidos com a adição de 50 µL de 

MTT “Solubilization Solution” (M8910, Sigma-Aldrich) e homogeneizados 

cuidadosamente. Posteriormente, 50 µL desta solução foi colocada em cubeta 

e submetida à leitura em espectrofotômetro, com comprimento de onda de 570 

nm. 

Todas as leituras foram feitas sempre com o emprego do controle 

negativo, sendo usado meio mSOF sem células (embriões), com leitura sempre 

negativa, tendo como valor médio de absorbância -0,243. 

 

2.8. PCR em tempo real 

2.8.1. Extração do DNA  

O DNA dos embriões pertencentes aos grupos I e II foram extraídos com 

uso do Mini Kit PureLinkTM Viral RNA/DNA (InvitrogenTM, cat # 12280-050, 

FIGURA 10), seguindo as recomendações do fabricante. Para cada grupo 

foram utilizados 10 embriões no D7 (dia sete pós-inseminação). Após extração, 

as amostras de DNA foram quantificadas no equipamento NanoDrop 3.1.2 

(ND1000, Applied Biosystems), apresentando valor médio de 578,8 ng/μL e 

620,5 ng/μL de DNA para os grupos I e II, respectivamente. 

Estas amostras de DNA foram diluídas para a concentração de 100 ng 

por reação e utilizadas na PCR em tempo real para detecção do BHV-5. 
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                   FIGURA 10. Extração de DNA viral usando o PureLinkTM. 

 

2.8.2. Extração do RNA e síntese de cDNA 

Os RNAs, pertencentes aos grupos I e II, foram extraídos com uso de 

Mini Kit PureLinkTM Viral RNA/DNA (InvitrogenTM, cat # 12280-050), seguindo 

as recomendações do fabricante. Para cada grupo, foram utilizados 10 

embriões no D7 (dia 7 pós-inseminação). Após extração, as amostras foram 

tratadas com DNase e quantificadas no equipamento NanoDrop 3.1.2 

(ND1000, Applied Biosystems), apresentando valor médio de 2,7 ng/μL e 2,8 

ng/μL de RNA para os grupos I e II, respectivamente. 

Estas amostras de RNA foram convertidas em cDNA com o uso do Kit 

high capacity RNA-to-cDNATM (Applied Biosystems) e, então, utilizadas na PCR 

em tempo real para determinação da transcrição dos genes: Apaf-1, Bax, 

caspase-2, -3, Mcl-1 e histona 2a. 

Fonte: Domínio público 
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2.8.3. Detecção viral (sistema SYBR® Green) 

Para a detecção do BHV-5 foram sintetizados os “primers” pela Applied 

Biosystems, conforme representado no Anexo 1. O sistema de detecção 

empregado foi o SYBR® Green (agente ligante de DNA, FIGURA 11), portanto 

não há necessidade do uso de sonda TaqMan® (sondas de hidrólise), tornando 

a técnica menos onerosa e viável na rotina laboratorial. 

A reação consiste de 25 μL, sendo 12,5 μL de SYBR-Green master mix, 

100 μM de cada “primer”, 100 ng da amostra e água ultrapura livre de 

DNA/RNA (InvitrogenTM) para completar o volume final. O volume da reação foi 

multiplicado pelo número de amostras a serem analisadas, excluindo o volume 

da amostra (DNA). O volume total foi pipetado em tubo tipo eppendorf de 1,5 

mL e, então distribuído nos poços da placa, sendo que cada poço recebeu, 

posteriormente, a amostra a ser testada. A placa foi vedada e centrifugada 

brevemente e, em seguida, foi levada ao Step One Plus (Applied Biosystems) e 

iniciada a corrida. As condições da corrida foram: desnaturação inicial 95°C por 

15 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto e 

72°C por 1 minuto, com a extensão final de 72°C por 10 minutos.  

Foram testados 3 genes referência (histona 2a, β-actina e GAPDH) em 

reações separadas para verificar a curva de dissociação (curva de 

dissociação), curva padrão e a eficiência da amplificação. Para a curva padrão, 

as amostras foram diluídas em 100 ng, 20 ng, 4 ng, 0,8 ns e 0,16 ng. O método 

do Ct foi usado para analisar os resultados da expressão do gene US9 (BHV-

5) em embriões do grupo I e II, levando em consideração os genes referência 

histona 2a, β-actina e GAPDH (Anexo 1).  

 

 

FIGURA 11. Molécula de SYBR® Green entre a dupla fita de DNA. 

Fonte: Domínio público 
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2.8.4. Expressão gênica (sistema TaqMan®) 

A reação de PCR em tempo real foi realizada no Step One PlusTM 

(Applied Biosystems), usando TaqMan Gene Expression Assays para 

expressão dos genes: Apaf-1 (Bt03210919_g1), Bax (Bt03211776_m1), 

caspase-2 (Bt03817113_m1), caspase-3 (Bt03250955_g1) e Mcl-1 

(Bt03276965_g1), todos itens inventoriados pela Applied Biosystems, cuja 

sonda empregada foi a FAM-MGB (região 5´) (FIGURA 12). 

 A reação final foi de 20 L, sendo 1 L do TaqMan Gene Expression 

Assay (“primer” e sonda), 10 L do Master Mix, 4 L da amostra (cDNA) e 5 L 

de água RNase-free. O volume da reação foi multiplicado pelo número de 

amostras a serem analisadas, excluindo o cDNA. O volume total foi pipetado 

em tubo tipo eppendorf de 1,5 mL e, então distribuído nos poços da placa, 

sendo que cada poço recebeu, posteriormente, o cDNA correspondente a 

amostra a ser testada. A placa foi vedada e centrifugada brevemente e, em 

seguida, foi levada ao equipamento e iniciada a corrida. 

Em todas as corridas foi utilizado o gene referência histona 2a, cuja 

expressão não se altera nos embriões do grupo I e II. Além disso, todas as 

reações foram feitas em triplicata para assegurar os resultados.  

A abundância relativa do gene transcrito foi calculada baseada no valor 

doCt (“Threshold cycle”) obtido após traçar o “Threshold” (FIGURA 13). 

 

 

FIGURA 12. Representação esquemática da Sonda TaqMan. 

Fonte: Domínio público 
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FIGURA 13. “Threshold” colocado manualmente na região exponencial para 

amplificação do gene referência Histona 2a. 

 

 

 

FIGURA 14.  Representação da fluorescência para o gene referência Histona 

2a, cuja sonda foi FAM-MGB, bem como para o corante passivo ROX 

(calibrador). 
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FIGURA 15. Comparação entre os sistemas de detecção TaqMan® e SYBR® 

Green. 

 

2.9. Análise Estatística  

As taxas de clivagem e desenvolvimento embrionário, bem como a 

viabilidade celular foram analisadas pelo teste t não pareado, sendo 

considerada diferença significativa para p<0,05. A taxa de maturação foi 

avaliada pelo teste de 2. A análise dos genes referência foi feita pela 

correlação linear e determinação do coeficiente de determinação (r2) sendo 

usado teste t não pareado para verificar a expressão do genes Mcl-1, caspase-

2, caspase-3, Apaf-1 e Bax, sendo considerada diferença significativa para 

p<0,05.  

 

Fonte: Domínio público 
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Avaliação da Taxa de Maturação Oocitária 

A taxa de maturação oocitária não diferiu entre os grupos, como se pode 

observar na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Percentual de oócitos que apresentaram extrusão do primeiro 

corpúsculo polar para os grupos avaliados. 

GRUPOS % DE OÓCITOS COM CORPÚSCULO POLAR 

I (CONTROLE) 92,0±1,2a (92/100) 

II (BHV-5) 89,0±1,4a (89/100) 

a
 Valores seguidos de mesma letra, na coluna, não diferem entre si, pelo teste X

2
 

 

 

 

FIGURA 16. Oócito maturado in vitro, desnudo, com a extrusão do primeiro 

corpúsculo polar, indicado pela seta (Grupo I), aumento 40X. 
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FIGURA 17. Oócito maturado in vitro, desnudo, com a extrusão do primeiro 

corpúsculo polar, indicado pela seta (Grupo II), aumento 40X. 

 

3.2. Desenvolvimento Embrionário e Detecção Viral 

O grupo controle (grupo I) foi composto por 357 oócitos não expostos ao 

BHV-5, enquanto 388 oócitos compuseram o grupo exposto (grupo II). A 

exposição viral experimental resultou em diferença significativa (p=0,0336) na 

taxa de clivagem (Tabela 2), sendo 87,7% e 84,5% para os grupos I e II, 

respectivamente. Entretanto, não houve diferença significativa (p>0,05) no 

desenvolvimento embrionário até o dia 7 pós-inseminação. Foram 

considerados na contagem BL, BX e BE; no grupo I foram obtidos 195 

embriões (54,6%) e no grupo II, 193 (49,7%). Para confirmar a infecção viral, 

antígenos do BHV-5 foram identificados pela técnica de PCR em tempo real. 

Apenas a amostra com embriões do grupo II foi positiva para o BHV-5. 

Nenhuma evidência de contaminação por BHV-5 foi ser observada nos oócitos, 

espermatozoides e embriões oriundos do grupo I (dados não mostrados). 
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Tabela 2. Efeito da infecção experimental com BHV-5 em oócitos bovinos 

sobre o desenvolvimento embrionário in vitro. 

 
 Desenvolvimento embrionário - n 

(%) 

Grupos Oócitos 

(n)  

Clivados 

72 h 

Bl/Bx/Be 

168 h 

I (Controle) 357 313±6,5 (87,7)a 195±3,2 (54,6)a 

II (BHV-5) 388 328±8,9 (84,5)b 193±3,2 (49,7)a 

    
a,b

 Valores seguidos de mesma letra, na coluna, não diferem entre si, pelo teste t não 
    pareado (p>0,05) 
    h = horas pós-inseminação 

 

3.3. Atividade mitocondrial 

 Os valores de MTT foram maiores (p=0,0026) para o grupo I (2,753) 

quando comparado ao II (1,480), ou seja, mais cristais de formazan foram 

produzidos no grupo I, mostrando que o grupo II apresenta maior número de 

mitocôndrias danificadas, maior citotoxicidade e menor viabilidade mitocondrial 

(Tabela 3). 

 

Tabela 3. Resultados da atividade mitocondrial pela dehidrogenase 

mitocondrial (teste de MTT)  

 

GRUPOS Valor médio de absorbância 

I (CONTROLE) 2,753±0,019a 

II (BHV-5) 1,265±0,074b 

a,b
 Valores seguidos de mesma letra, na coluna, não diferem entre si (p>0,05), pelo teste t não 

pareado 
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3.4. Detecção viral 

A sensibilidade da detecção com SYBR® Green pode ser comprometida 

pela formação de dímeros de “primers”, a falta de especificidade e 

concentração dos “primers”, além da formação de estruturas secundárias no 

produto da PCR. Todos esses fatores podem levar à produção de produto 

inespecífico de DNA de fita dupla, os quais incorporam SYBR-Green e 

produzem sinal de fluorescência (FIGURA 18). O ensaio utilizando sondas 

TaqMan® também pode ser comprometido pela formação de dímeros de 

“primers”, no entanto estes produtos não são detectados na reação e, portanto, 

não alteram a eficiência de amplificação.  
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FIGURA 18. Curva de dissociação dos genes referência: A. Histona 2a; B. β-

actina e C. GAPDH, nas setas a representação de reações inespecíficas (A e 

B) e formação de dímeros de “primer” (C) 

 

 Após a corrida e verificação da curva de dissociação foi feita a 

correlação linear para constatar a eficiência da amplificação, o maior valor do 

coeficiente de determinação (r2=0,95, FIGURA 19B) representa o melhor gene 

referência para o estudo em questão, ou seja, a histona 2a é o gene referência 

mais adequado para estudos com embriões bovinos infectados com BHV-5 

quando comparada com a β-actina e o GAPDH (FIGURA 19). 
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FIGURA 19. Correlação linear para os genes referência: A. β-actina, B. histona 

2a e C. GAPDH, em destaque o maior valor para o coeficiente de 

determinação. 

 

 Adotando-se o gene referência histona 2a para a detecção do BHV-5 em 

embriões bovinos pertencentes ao grupo I e II e nas células MDBK 72h pós-

infecção, foi possível observar que o vírus estava presente nas amostras de 

embriões oriundas de oócitos expostos ao BHV-5 (grupo II), assim como nas 

células MDBK cultivadas com fragmentos dos embriões do grupo II, 
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apresentando valores de Ct iguais a 36,5 e 32,8, respectivamente. Os embriões 

do grupo I e as células MDBK cultivadas com fragmentos de embriões deste 

grupo não apresentaram pico de fluorescência, ou seja, foram negativos para a 

presença do BHV-5. 

 

3.5. Expressão gênica 

 Quanto à expressão dos genes Mcl-1, caspase-2, caspase-3, Apaf-1 e 

Bax, a detecção foi feita pelo sistema TaqMan® e os resultados estão 

apresentados na FIGURA 20. Houve diferença significativa (p<0,05) na 

expressão da caspase-2, Apaf-1 e Bax, sendo que a caspase-2 (p=0,0253) e o 

Bax (p=0,0232) foram mais expressos no grupo I e o Apaf-1 foi mais expresso 

(p= 0,0381) no grupo II. Entretanto, não houve diferença estatística na 

expressão dos genes Mcl-1 e caspase-3 (p>0,05).  

 

FIGURA 20. Diferentes expressões dos genes Mcl-1, caspase-2, caspase-3, 

Apaf-1 e Bax para os grupos I e II. Dados são apresentados como média e 

desvio padrão (p<0,05) de três replicatas. 

 

 

 

a 

a 
a 

a 

b 

b 

a 
a 

a 
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4. DISCUSSÃO 

 

Observou-se que a taxa de maturação dos oócitos expostos ou não ao 

BHV-5 foi similar (p>0,05), mostrando que o vírus não afetou o processo de 

maturação nuclear in vitro, a qual foi avaliada pela extrusão do primeiro 

corpúsculo polar. A exposição experimental dos oócitos ao BHV-5 diminuiu a 

taxa de clivagem, entretanto este resultado não comprometeu o 

desenvolvimento embrionário e a produção in vitro de embriões, dados estes 

verificados anteriormente por Silva-Frade et al. (2010a).  

Guerin et al. (1990), usando espermatozóides infectados com BHV-1 e 

oócitos expostos ao BHV-1 para a produção in vitro de embrião, demonstraram 

que o BHV-1 não interferiu na maturação oocitária, mas reduziu 

significativamente a clivagem. O vírus não foi somente adsorvido aos gametas, 

como também prejudicou a fertilização in vitro, possivelmente devido ao efeito 

sobre a penetração espermática ou a interação com mecanismos intracelulares 

de fusão.  

Segundo Vanroose et al. (2000), o BHV-1 pode reduzir em até 60% a 

ligação do espermatozoide à zona pelúcida. De acordo com Choi et al. (2008), 

o BHV-1 pode modificar as propriedades elétricas da membrana plasmática 

através de alterações nos gradientes catiônicos ou por interações com as 

proteínas da membrana que modulam os canais iônicos. Esta observação pode 

estar relacionada com o mecanismo de fusão (oócito-espermatozoide), sendo 

assim, o estresse imposto pelo vírus pode prejudicar a taxa clivagem. 

Bielanski e Dubuc (1994) relataram que a infecção de oócitos bovinos 

com BHV-1 levou à diminuição na taxa de formação de blastocistos. O 

resultado do presente estudo pode ter divergido dos achados da literatura, por 

se tratar de outro agente viral (BHV-5), com características intrínsecas 

diferentes, embora muito similares geneticamente e pertencentes à mesma 

família Alphaherpevirus (Chowdurry, 1995). 

Os resultados obtidos confirmam que a zona pelúcida não é uma 

barreira eficaz para proteger oócitos da infecção viral, dados estes já 
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observados por Silva-Frade et al. (2010a) e por Makaravechi et al. (2007), os 

quais verificaram a ineficiência da zona pelúcida em proteger oócitos e 

embriões expostos ao BHV-5 e BHV-1, respectivamente, os quais transpõem 

os grandes poros externos da zona pelúcida (180 a 200 nm) (VANROOSE et 

al., 2000).  

Embora o BHV-5 não tenha interferido no número de embriões 

produzidos in vitro, a qualidade destes embriões é questionável, uma vez que 

embriões de baixa qualidade resultam em maiores taxas de perdas 

embrionárias (DISKIN e MORRIS, 2008). Para avaliar tal parâmetro, foi 

empregado o teste de MTT que analisa a atividade mitocondrial. Este método 

foi relatado pela primeira vez por Mosmann (1983), que o considerou uma 

técnica simples e barata, e tem sido usado em vários tipos de células (LEVITZ 

e DIAMOND, 1985; CARMICHAEL et al., 1987; FREIMOSER et al., 1999; AZIZ, 

2006; HONG et al., 2011). 

A viabilidade mitocondrial foi maior quanto mais elevado o valor médio 

da absorbância, ou seja, o grupo I (controle) apresentou maior atividade 

mitocondrial. Por esta razão, possivelmente os embriões pertencentes a este 

grupo têm maiores chances de obterem sucesso após a transferência para o 

útero de receptoras sincronizadas. 

 As mitocôndrias têm papel importante durante o desenvolvimento 

embrionário, são maternalmente transmitidas com ínfima contribuição paterna, 

não havendo multiplicação das mesmas até a eclosão embrionária. Portanto, 

manter o perfeito funcionamento destas organelas é vital para o embrião, já 

que uma disfunção mitocondrial pode comprometer o processo de 

desenvolvimento e/ou ocasionar a MCP (JANSEN e DE BOER, 1998; 

DUMOLLARD, DUCHEN, CARROL, 2007). 

A infecção viral geralmente resulta na alteração dos processos celulares 

que podem desencadear a MCP pela via mitocondrial, ou seja, o sucesso da 

replicação viral depende da interação entre o vírus e a célula hospedeira. 

Muitos vírus têm como parte de seu arsenal a habilidade de modular as vias da 
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apoptose no hospedeiro através da manipulação de uma variedade de 

proteínas chaves para a apoptose (HAY e KANNOURAKIS, 2002). 

A apoptose é a maior causa de morte em alguns tipos de infecções virais 

(XU et al., 2012) e caracteriza-se como um processo fisiológico ativo da 

condensação da cromatina, redução do volume celular e formação de vesículas 

na membrana chamadas corpos apoptóticos, resultando em fragmentos e 

eliminação de células desnecessárias e danificadas (SCHWARTZMAN e 

CIDLOWSKI, 1993). A relação entre infecção viral e apoptose é bidirecional. 

Por um lado, a célula infectada por vírus pode ser eliminada pela apoptose, 

enquanto que por outro lado, o vírus tem estratégias envolvendo a regulação 

da apoptose, bloqueando passos específicos na cascata da apoptose na célula 

hospedeira, maximizando assim a produção viral, ou induzindo a apoptose, o 

que consequentemente facilitará a disseminação da progênie viral (CLARKE e 

TYLER, 2009).   

Os vírus podem produzir fatores pró e antiapoptóticas. Dentre eles, 

estão a caspase-2, -3 e Bcl-2, respectivamente. As caspases existem na célula 

como pró-caspases inativas ou zimogênios (KUMAR, 2007), e o mecanismo 

usado pelo vírus para suprimir a ativação das caspases é a inibição da 

permeabilidade da membrana mitocondrial, impedindo ou retardando a 

liberação do citocromo c (BOYA et al., 2004; THOMSON, 2001).  

Foi possível observar uma redução na expressão do Bax e caspase-2 

em embriões bovinos infectados com BHV-5. O Bax forma poros na membrana 

mitocondrial permitindo a liberação do citocromo c e a caspase-2 age como 

iniciadora no processo de apoptose, ou seja, diminuindo a expressão destes 

genes, o vírus garante maior vida útil à célula, tendo tempo suficiente para sua 

replicação. No entanto, há relatos da indução da apoptose em diversos tipos de 

células causada por diferentes Alphaherpesvirus. O Herpesvirus tipo 2 (HSV-2) 

ativa o processo de apoptose em células T (OEVER e HAN, 2010). O BHV-1 

promove apoptose em linfócitos B (GEISER, ROSE e JONES, 2008).  

Segundo Xu et al. (2012) o BHV-1 induz apoptose em células MDBK e, 

além disso, eles propõem a liberação do citocromo c pela mitocôndria e o 
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aumento na expressão do Apaf-1 como sendo pontos críticos na iniciação da 

apoptose pelo vírus. O citocromo c ajuda o Apaf-1 a recrutar e ativar a 

caspase-9, a qual ativa a caspase-3 (LI et al., 1997). No presente estudo houve 

um aumento na expressão do Apaf-1 em embriões bovinos infectados com 

BHV-5, concordando com os achados de Xu et al. (2012) para o BHV-1, 

entretanto não houve diferença na expressão da caspase-3 quando comparado 

ao grupo I (não infectado pelo BHV-5).  

É possível inferir que o BHV-5, por diminuir a expressão do Bax, evita 

consequentemente, a liberação do citocromo c, ou seja, mesmo havendo 

aumento na expressão do Apaf-1 não há formação do apoptossomo, sendo 

assim o mecanismo de ativação da cascata das caspases fica bloqueado.  

A caspase-3 e o Mcl-1 não sofreram alterações em sua expressão nos 

grupos I e II, mais uma constatação de que o Apaf-1, embora mais expresso no 

grupo II (infectado por BHV-5), não estava ativo, devido à ausência do 

citocromo c, bloqueada pela diminuição na expressão do Bax. Estes achados 

comprovam a evidência feita por Xu et al. (2012) de que a infecção por BHV-1 

induz a apoptose pela via da mitocôndria, assim como a inibe pela mesma via. 

Há alguns vírus que induzem a apoptose pela via mitocondrial, tais como o 

vírus da arterite equina (ST-LOUIS e ARCHAMBAULT, 2007) e o vírus da 

dengue (SU et al., 2001).  

Foi possível observar que o BHV-5 controla a expressão do Bax e, 

consequentemente, a liberação do citocromo c. Estes achados são 

consistentes com os observados para outros Herpesvirus (LI et al., 2010; LI et 

al., 2011; Xu et al., 2012) que sugerem a modulação dos membros da família 

Bcl-2 como chaves no processo de apoptose. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

 O BHV-5 inibiu os genes caspase-2 e Bax em embriões bovinos 

produzidos in vitro, alterando o mecanismo intrínseco de apoptose, o qual é 

mediado pela mitocôndria.  
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● O BHV-5 não afetou a taxa de maturação nuclear de oócitos bovinos 

expostos ao vírus.  

 

●Embriões infectados com BHV-5 apresentaram menor atividade mitocondrial. 

 

● O BHV-5 não afetou a taxa de produção embrionária in vitro, após exposição 

de oócitos bovinos ao vírus. 

 

● A histona 2a foi o melhor gene referência para o estudo de embriões bovinos 

e BHV-5 utilizando o método de detecção SYBR® Green . 

 

● O BHV-5 inibiu passos da apoptose, pela diminuição na expressão dos genes 

Bax e caspase-2. 

 

● O BHV-5 estimulou a expressão do gene Apaf-1, possivelmente, para facilitar 

a sua disseminação após a replicação viral. 
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ANEXO 1 

 

Primer desenhados no Primer Express® Software e produzidos pela Applied 

BiosystemsTM para uso na qPCR 

US9 BHV-5 (GU947818.1; Gene Bank accession number) 

Primer Forward 5`-3` Reverse 5`- 3` 

Sequence ACACAGCGTCGTCAACGAAA TGGTGAGCTCGAGGATGGG 

Size 20 19 

Melting 

temperature 
57,4 °C 56,8 °C 

% CG 50 % 59,2 % 

Product 110 bp  

   

Bovine beta actin (NM_173979.3, Gene Bank accession number) 

Primer Forward 5´- 3´ Reverse 5´- 3´ 

Sequence AGGTCATCACCATCGGCAAT TGAATGCCGCAGGATTCCAT 

Size 20 20 

Melting 

temperature 
56,7 °C 57,3 °C 

% CG 50 % 50 % 

Product 88 bp  

   

Histona 2a (AW461431, Gene Bank accession number) 

Primer Forward 5´- 3´ Reverse 5´- 3 

Sequence GTCTTGGAGTACCTGACCGC ACAACGAGGGCTTCTTCTGA 

Size 20 20 

Melting 

temperature 
56 °C 56 °C 

% CG 50 % 50 % 

Product 101 bp  

   

GAPDH (XM_618013, Gene Bank accession number) 

Primer Forward´5´- 3´ Reverse 5´- 3´ 

Sequence TTCAACGGCACAGTCAAGGA ACATACTCAGCACCAGCATC 

Size 20 20 

Melting 

temperature 
56,7 °C 57,3 °C 

% CG 50 % 50 % 

Product 88 bp  
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