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RESUMO

FIORIN, F.E. 2024, p92. Fatores de risco, soroprevaléncia e associacdo do locus BoLA-
DRB3 com a resisténcia ao virus da leucose enzodtica em bovinos leiteiros. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de
Pds-Graduacao em Ciéncia Animal, Lages, 2024.

A leucose enzodtica bovina é uma doenca infectocontagiosa de distribuicdo mundial, que
repercute em grandes perdas econémicas em rebanhos bovinos devido a perda de
produtividade, custos com médicos veterinarios, morte de animais, e principalmente pelo
descarte involuntario precoce. E uma doenca que ndo possui tratamento, tampouco controle
vacinal, logo, uma das possibilidades para realizar controle e prevencdo é a selecdo de
animais resistentes ao BLV. O objetivo foi determinar a prevaléncia e os fatores de risco da
leucose enzodtica bovina da raca holandesa no estado de Santa Catarina, e a possivel
resisténcia/susceptibilidade associando-se o locus BoLA-DRB3. Foram utilizados 447
bovinos da raca holandesa, fémeas adultas, oriundas de 27 propriedades, abrangendo as seis
mesorregides do estado de Santa Catarina. A prevaléncia e soroprevaléncia foram
determinadas pelas técnicas da PCR e ELISA, e realizados o exame fisico, leucograma e
questionario epidemioldgico. Para a determinacdo da variabilidade do gene BoLA-DRBS3,
alelos de 181 animais foram amplificados utilizando a técnica de PCRSBT. Os fragmentos
foram sequenciados e os dados brutos das sequéncias foram analisados por meio do software
Assign 400ATF ver. 1.0.2.41 software. A analise estatistica dos dados foi realizada pela
analise de varidncia (ANOVA), para as varidveis clinicas e hematoldgicas. A analise
univariada realizou-se para verificar a associacdo entre o status do rebanho para a LEB e 0s
fatores de risco, utilizando o teste de qui-quadrado, seguido por analise de regressao logistica
(P<0,05). Para as andlises de medidas de variabilidade genética foi utilizado o software
GENEPOP. A prevaléncia leucose enzodtica bovina foi de 52% (232/447) pelo ELISA e
29% (130/447) pela PCR. Obteve-se respectivamente pelo teste de ELISA e PCR, 42%
(133/316) e 28% (96/316) na regido Oeste; 82% (37/45) e 16% (12/45) na Serrana; 78%
(22/28) e 46% (13/28) na Sul; 100% (10/10) e 60% (6/10) na Grande Floriandpolis; 43%
(12/28) e 36% (10/28) no Vale do Itajai; 90% (18/20) e 30% (6/20) no Planalto Norte. Houve
leucocitose em animais do grupo Positivos Leucociticos Linfociticos perante ambos 0s
testes. Observou-se neutrofilia no grupo Positivos Leucociticos Alinfociticos para ambos os
testes. Animais positivos apresentaram leucocitose com linfocitose na PCR 35% (45/130) e
ELISA 32% (74/232). Animais acima de 4 anos tiveram maior prevaléncia de infeccdo pelo
virus. Propriedades onde havia nimero maior que 200 animais, que a reposicao era realizada
por meio de animais oriundos de outras propriedades, que reutilizavam seringas e agulhas,
bem como mochacdo dos terneiros, possuiam banco de colostro e ndo possuiam histérico de
doencas prévias ou testes confirmatorios, possuiram maior prevaléncia para o virus da
leucose bovina. Foram identificados 20 alelos, sendo dois descritos pela primeira vez na raga
holandesa. O alelo 011:01 apresentou resisténcia ao virus da LEB. A populacdo encontra-se
em equilibrio de Hardy-Weinberg. Conclui-se a prevaléncia da leucose em bovinos da raca
holandesa no estado de Santa Catarina é de 52% pelo ELISA e 29% pela PCR, e que 35%
dos animais apresentaram leucocitose com linfocitose. A raca holandesa, apesar de
representar uma populacdo grande, mantém baixa diversidade genética para o gene BoLA-
DRB3, havendo associacao de genes de resisténcia a infeccdo por BLV.

Palavras-chave: Virus; Epidemiologia; Tolerancia; Holandesa

[ —

O P4g. 07 de 90 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00004259/2025 e o c6digo K1O55K5M.



ABSTRACT

FIORIN, F.E. 2024, p92. Risk factors, seroprevalence and association of the BoLA-DRB3
locus with resistance to enzootic leukosis virus in dairy cattle. Thesis (Doctorate in Animal
Science) — Santa Catarina State University. Postgraduate Program in Animal Science, Lages,
2024,

Enzootic bovine leukosis is an infectious disease with worldwide distribution, which results in
major economic losses in cattle herds due to loss of productivity, veterinary costs, death of
animals, and mainly due to early involuntary culling. It is a disease that has no treatment, nor
vaccination control, therefore, one of the possibilities for control and prevention is the
selection of animals resistant to BLV. The objective was to determine the prevalence and risk
factors of enzootic bovine leukosis of the Holstein breed in the state of Santa Catarina, and the
possible resistance/susceptibility associated with the BoLA-DRB3 locus. 447 Holstein cattle,
adult females, from 27 properties, covering the six mesoregions of the state of Santa Catarina,
were used. Prevalence and seroprevalence were determined using PCR and ELISA
techniques, and a physical examination, leukogram and epidemiological questionnaire were
carried out. To determine the variability of the BOLA-DRB3 gene, alleles from 181 animals
were amplified using the PCRSBT technique. The fragments were sequenced and the raw
sequence data were analyzed using Assign 400ATF ver. 1.0.2.41 software. Statistical analysis
of data was performed using analysis of variance (ANOVA) for clinical and hematological
variables. Univariate analysis was performed to verify the association between herd status for
LEB and risk factors, using the chi-square test, followed by logistic regression analysis
(P<0.05). The GENEPOP software was used to analyze genetic variability measurements. The
prevalence of enzootic bovine leukosis was 52% (232/447) by ELISA and 29% (130/447) by
PCR. It was obtained respectively by ELISA and PCR test, 42% (133/316) and 28% (96/316)
in the West region; 82% (37/45) and 16% (12/45) in Serrana; 78% (22/28) and 46% (13/28) in
the South; 100% (10/10) and 60% (6/10) in Greater Floriandpolis; 43% (12/28) and 36%
(10/28) in Vale do lItajai; 90% (18/20) and 30% (6/20) in Planalto Norte. There was
leukocytosis in animals in the Lymphocytic Leukocytic Positive group in both tests.
Neutrophilia was observed in the Alymphocytic Leukocytic Positive group for both tests.
Positive animals presented leukocytosis with lymphocytosis in PCR 35% (45/130) and ELISA
32% (74/232). Animals over 4 years old had a higher prevalence of virus infection. Properties
where there were more than 200 animals, where the replacement was carried out using
animals from other properties, which reused syringes and needles, as well as calves' chafing,
had a colostrum bank and had no history of previous illnesses or confirmatory tests, had
higher prevalence for bovine leukosis virus. 20 alleles were identified, two of which were
described for the first time in the Holstein breed. The 011:01 allele showed resistance to the
LEB virus. The population is in Hardy-Weinberg equilibrium. It is concluded that the
prevalence of leukosis in Holstein cattle in the state of Santa Catarina is 52% by ELISA and
29% by PCR, and that 35% of the animals presented leukocytosis with lymphocytosis. The
Holstein breed, despite representing a large population, maintains low genetic diversity for the
BoLA-DRB3 gene, with an association of resistance genes to BLV infection.

Keywords: Virus. Leukosis; Epidemiology; Tolerance; Holstein
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1 INTRODUCAO

A pecudria leiteira representa grande importancia socioecondmica no contexto
nacional, onde segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
Brasil € o terceiro maior produtor de leite (LIMA et al., 2017). Santa Catarina por sua vez,
detém o quinto lugar no ranking de producgdo nacional, com mais de 3 bilhdes de litros ano
(IBGE, 2022).

Devido as dificeis condi¢des ambientais, nutricionais e sanitarias, bem como a baixa
rusticidade de ragas leiteiras especializadas, a producéo leiteira em regides tropicais torna-se
um constante desafio (SANTOS et al., 2011). Dentre as racas especializadas, a mais difundida
e amplamente utilizada no Brasil € a raca holandesa, raca essa capaz de produzir leite de
excelente qualidade, aliado a um grande volume diario se os animais forem expostos a
condicdes de criacdo adequadas.

No entanto, como mencionado, esses animais sdo sensiveis aos desafios expostos ao
meio em que vivem, conferindo predisposi¢do a manifestacdo de doengas, devido a quedas do
seu sistema imune (PORTER, 1978).

Na raca holandesa, e em especial ao estado de Santa Catarina, trabalhos sobre a
prevaléncia e resisténcia as enfermidades sdo incipientes, demonstrando a necessidade de
estudos que comprovem o potencial de uso de linhagens dessa raca em programas de
melhoramento genético com intuito de reduzir custos de perda de produtividade e descarte
involuntario de animais, causados por enfermidades, aliado a manter a qualidade dos produtos
oriundos dessa producao no que tange a saude publica.

O conhecimento acerca de genes relacionados a imunidade e tolerancia ou resisténcia
a enfermidades dentro de racas especificas permite uma visdo mais ampla e moderna dos
mecanismos que podem levar individuos ou grupos raciais a desenvolverem caracteristicas de
interesse.

A resisténcia as doencas, principalmente em racas caracterizadas como sensiveis, é
uma caracteristica desejavel e com potencial para ser explorada com o objetivo de aumentar a
produtividade e o retorno econémico, sendo uma possivel ferramenta profilatica, evitando o
descarte prematuro de animais desejados no rebanho.

O gene BoLA-DRB3, do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) dos
bovinos, tem elevada associacdo com vérias enfermidades que acometem a espécie. Ainda

assim, a raca, estado reprodutivo, manejo e ambiente também sdo fatores a serem
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considerados na resisténcia a enfermidades, e devem estar associados as informacdes
genéticas (SHARIF et al., 1998).

Sendo assim, este estudo propde detectar a prevaléncia e os fatores de risco da leucose
enzodtica bovina no estado de Santa Catarina, e associar a resisténcia ou susceptibilidade a
leucose enzoodtica bovina associados ao gene BoLA-DRBS.

O conhecimento cientifico gerado serd de grande importancia para o estabelecimento
de novos programas de melhoramento, para a formacdo de populacdes geneticamente
resistentes, visto que ha indicios que o virus da leucose bovina tem grande impacto no que
tange a satde publica no Brasil e no mundo, além de ndo haver vacina ou tratamento para a

enfermidade.

[ —
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVOS GERAIS

Determinar a prevaléncia da leucose enzootica bovina em bovinos leiteiros da raca
holandesa no estado de Santa Catarina, além dos fatores de risco para a propagacdo da doenca
nas propriedades, e a possivel resisténcia destes animais a enfermidade associando-se o locus
BoLA-DRB3.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar a prevaléncia e os fatores de risco de leucose enzodtica bovina por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) em bovinos da

raca holandesa.

- Correlacionar os dados do exame fisico, leucograma e questionario epidemioldgico dos

animais positivos e negativos a infecc¢éo por leucose enzodtica bovina.

- Identificar alelos de resisténcia ou susceptibilidade do locus BoLA-DRB3 a leucose

enzootica bovina em animais da raca holandesa.

[ —

O P4g. 16 de 90 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00004259/2025 e o c6digo K1O55K5M.



18

2 HIPOTESE

Acredita-se que os bovinos da raca holandesa tenham alta prevaléncia de leucose
enzodtica bovina em Santa Catarina, porém, alguns animais podem apresentar alelos do gene

BoLA-DRB3 de resisténcia a infecgéo.

N
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leucose Enzoo6tica Bovina

A Leucose Enzootica Bovina (LEB), também conhecida como Leucemia Bovina
Linfomatosa ou Linfoma Maligno de bovinos, é causada por um virus pentencente a familia
Retroviridae, género Deltaretrovirus, mais especificamente o Virus da Leucose Bovina (BLV)
(MA et al., 2021). Tendo carater infeccioso, esse retrovirus acomete inicialmente o sistema de
defesa, especialmente linfécitos B culminando com uma doenca linfoproliferativa cronica em
bovinos (ALMEIDA et al., 2021).

O BLV € um virus tipo C contendo RNA considerado um dos cinco mais importantes
patdgenos para bovinos (MA et al., 2021) e foi descrito pela primeira vez em 1871 na
Lituania, onde ja se acreditava tratar-se de uma doenca infectocontagiosa porque se espalhou
rapidamente por meio dos rebanhos (WOOLUMS, 2023). As importacGes de animais da
regido do mar BAltico carrearam o virus para os Estados Unidos no fim do século XIX, onde
em 1969, Miller isolou o virus de linfdcitos cultivados infectados. Na China, o primeiro relato
ocorreu em 1974 (LONG et al., 2004). No p6s-guerra, ocorreu a disseminacdo do virus para o
restante do mundo e desde entdo o BLV tem sido extensivamente investigado (JUNIOR et al.,
2001).

A introducdo do BLV em rebanhos brasileiros esta atribuida a importacdo de bovinos
do hemisfério norte, por pecuaristas de gado de elite das regiGes Sudeste e Sul. Uma vez
estabelecida nessas regides, se disseminou para as regides Norte e Nordeste por meio do
transito e comercializacdo de animais, principalmente, pela auséncia na época, de uma politica
sanitaria visando combater a disseminacdo da doenca em territério nacional (CARNEIRO et
al, 2003).

A infeccdo natural ndo se limita aos bovinos domésticos (Bos taurus, Bos indicus),
ocorrendo também em bufalos (Bubalus bubalis) e capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris).
Outras espécies como ovelhas (Ovis aries) podem ser infectados experimentalmente
(KUCZEWSKI et al., 2020), porém o processo da doenca clinica difere de bovinos, pois
desenvolvem tumores mais precocemente e com maior frequéncia apds exposicdo. Outras
espécies podem gerar resposta imune apos desafio experimental como veados, coelhos, ratos,
porquinhos-da-india, gatos, cdes, macacos rhesus, chimpanzés, antilopes, porcos e cabras
(OIE, 2018).

N
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Pesquisas apontam que o linfoma é responsavel por 13,5% das condenagdes de
carcagas bovinas no abate nos EUA,; ja as perdas econdmicas associadas ao BLV na industria
de laticinios sdo estimadas em US$ 285 milhGes (BENITEZ et al., 2019).

A infeccdo com BLV em bovinos prejudica as respostas do sistema imunologico,
reduzindo a longevidade, deixando os animais mais suscetiveis ao desenvolvimento de
doencas infecciosas devido a imunossupressao causada pelo virus (KAKINUMA et al., 2014).

A leucose enzodtica bovina € uma doenca de notificacdo obrigatoria de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) e ja foi notificada no Canadd, Estados Unidos,
Alemanha, Portugal, Argentina, Chile e Brasil (OIE, 2009).

Rebanhos bovinos infectados séo encontrados em todo o mundo. Nos Estados
Unidos, 38% dos rebanhos de corte, 84% dos rebanhos leiteiros, e 100% dos rebanhos
leiteiros em grande escala estdo infectados (WOOLUMS, 2023), apesar da existéncia de
varios programas de controle do BLV exercidos pelas propriedades (KUCZEWSKI et al.,
2020). Linfécitos infectados pelo BLV também s&o encontrados em 83% dos produtos lacteos
nos EUA. Situacdo semelhante é observada na RUssia, onde um terco do gado leiteiro esta
infectado (BARLLET et al., 2014).

Na China a prevaléncia de infec¢cdo é levemente menor, atingindo cerca de 10,0% do
rebanho do pais. No Japdo, a soroprevaléncia de individuos e grupos foi de 28,6%; ja na
Coreia, a taxa de prevaléncia geral foi maior que 50%, enquanto 86,8% dos rebanhos leiteiros
estavam infectados (RODRIGUEZ et al, 2011).

No Brasil, a prevaléncia é variada nos Estados, com 56,34% no Parand (BARROS
FILHO et al., 2010), 24,1% em Pernambuco (BATISTA FILHO et al., 2019) e 11,2% em Sao
Paulo (CARILLO et al, 2019).

Com relacdo a epidemiologia da leucose enzodtica bovina em Santa Catarina, apds
pesquisas de prevaléncia no municipio de Mafra, obteve-se que 7,6% do rebanho era positivo
(LUDERS, 2001), o que demonstra a caréncia de mais estudos no Estado sobre esta doenca
infectocontagiosa. RODAKIEWICZ et al., (2018) encontraram em bovinos leiteiros das racas
holandesa, Jersey e suas cruzas, em quatro mesorregides do Estado de Santa Catarina,
soroprevaléncia de 68% por meio do teste de IDGA e 80,5% pela técnica da PCR em animais
previamente detectados como soropositivos.

Estes dados também sdo importantes para que sejam avaliados os fatores de risco,
presentes ou ausentes em cada local, que determinam prevaléncias maiores ou menores de
acordo com o manejo empregado (KOBAYASHI et al., 2014).

N
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A disseminacdo do virus depende muito de caracteristicas do proprio rebanho e
estratégias de manejo. Rebanhos criados em sistema de confinamento podem diminuir o risco
de introducdo de BLV, por meio de agentes externos, e, portanto, minimizando o risco de
transmisséo e novas infecgdes interpopulacional (NEKOUEI et al., 2015). Por outro lado, o
contato direto entre animais e suas secre¢des, bem como o compartilhamento de materiais e
equipamentos tende a ser maior, podendo predispor a aumento significativo de animais
positivos em rebanhos onde a carga proviral é grande (KOBAYASHI et al., 2015).

A introducdo de sistemas automatizados de criacdo de bezerras, principalmente para
utilizacdo de substitutos do leite, em rebanhos com alta densidade populacional, pode
aumentar o risco de disseminacdo (SUN et al., 2015).

O aumento da idade média dos animais dentro de um rebanho estd associado a
aumento na prevaléncia (SEVIK et al., 2015), destacando que bovino leiteiro mais velho
geralmente tem taxa de infecgdo mais alta do que jovens (ERSKINE et al., 2012b). A maior
prevaléncia entre animais mais velhos pode ser devido ao maior tempo de exposi¢do ao
agente dentro do rebanho (MA et al., 2021).

A auséncia de exames na compra de animais para reposicdo também é documentada
como possivel causa de disseminacéo entre rebanhos (ALMEIDA et al., 2021).

O contato intergeracional, como a exposicdo de novilhas a vacas mais velhas em
rebanhos leiteiros (SARGEANT et al., 1997) ou entre bezerros e bovinos adultos em rebanhos
de corte, tem impacto sobre o aumento da prevaléncia de BLV dentro do rebanho
(KOBAYASHI et al., 2014).

As regibes geogréaficas possuem diferentes prevaléncias dentro do rebanho em
alguns estudos (NEKOUEI et al., 2015), mas em outros ndo (SCOTT et al., 2006). Na China,
maiores prevaléncias sdo observadas entre latitudes de 30 a 40° e longitudes entre 100 a 110°,
logo, regibes com menor altitude, detém propor¢des maiores de animais infectados (MA et al,
2021). Perante a divergéncia de resultados, nenhuma compreensdo clara sobre o papel da
localizacdo geografica sobre a prevaléncia é contundente (KUCZEWSKI et al., 2020).

O meio mais comum de disseminacdo do BLV ¢ a transmissdo horizontal por contato
direto com fluido biolégico contaminado com linfécitos infectados. Procedimentos
iatrogénicos que transferem sangue entre bovinos contribuem para a disseminacdo da infec¢éo
(BENITEZ et al., 2019). A transferéncia de sangue entre bovinos é reconhecida como um dos
principais fatores de risco para a propagacdo, onde pequenos volumes de sangue contém
quantidades suficientes de linfocitos infectados para transmitir o virus. A reutilizacdo de
agulhas (RAMIREZ VASQUEZ et al., 2016), principalmente para administracio de ocitocina
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no momento da ordenha (RODRIGUEZ et al., 2011), equipamentos de brincagem e tatuagem,
bem como compartilhamento de instrumentais cirdrgicos entre animais, sem a devida
desinfeccdo, principalmente em processos de descornas ou orquiectomias sdo fontes de
contaminacéo para o rebanho (ERSKINE et al., 2012a).

O reaproveitamento de luvas para palpacdo retal geralmente estd associado a
aumento na prevaléncia dentro das propriedades leiteiras, uma vez que a manipulagédo causa
lesbes na mucosa retal, transferindo sangue de um animal para outro (ERSKINE et al., 2012).

A maior intensificacdo da producdo, associada a presenca de ordenha mecanica
favorece a transmisséo da doenga, uma vez que deficiéncias no manejo, especialmente na
salde e deseinfeccdo do Ubere, bem como desinfeccdo e manutencdo dos equipamentos de
ordenha podem facilitar a transmissdo do virus (JAWORSKI et a., 2016).

Além disso, 0 DNA proviral é identificado em secrecGes nasais, saliva, sémen e
esmegma, entretanto, a transmissdo natural por meio dessas secrecfes ndo é claramente
demonstrada (WOOLUMS, 2023). No entanto, a carga proviral dos animais hospedeiros esta
diretamente atrelada a capacidade de transmissdo do agente, uma vez que animais com menos
de 100 cdpias provirais/50 ng de DNA gendmico no sangue sdo incapazes de transmitir BLV
(BENITEZ et al., 2019), enquanto animais com carga proviral mais alta (100-500 cépias
provirais/50 ng de DNA gendmico no sangue) sdo capazes de infectar outros animais
(MEKATA et al., 2018). Portanto a transmissdao do BLV durante a reproducdo é possivel,
embora possa ndo ser causado pelo sémen, e sim devido a microabrasdes no pénis, que carreia
sangue para vulva e vagina (KUCZEWISKI et al, 2020).

Insetos hemagdfagos como moscas e mosquitos tem real importancia sobre a
transmissdo do BLV, onde mosquitos do género Anopheles spp. assumem maior papel nesse
contexto (MA et al., 2021).

A transmissdo vertical também é relatada e dentre as formas, a transmisséo via
barreia transplacentaria possui elevada importancia (ANDOH et al, 2020).

Embora a transmisséo de vacas soropositivas para bezerros via colostro ou leite tem
sido vastamente relatado (BENITEZ et al., 2019), quantificar o risco de transmissao por essas
vias continua sendo uma lacuna de conhecimento. Isso se deve ao colostro materno possuir
anticorpos que sugerem ter efeito protetor ao neonato, anticorpos estes, que podem ser
detectados entre 0 3° e 9° més de idade dos bezerros (KOBAYASHI et al., 2010). Outra
teoria, carente de confirmacdo, é que colostro ou leite submetidos ao congelamento acabam
tendo cargas provirais inativadas, diminuindo seus impactos de transmissdo ap0s o
descongelamento (RUIZ et al., 2018).
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Apesar de o0 BLV ser um virus RNA, o mesmo, ap6s dentrar aos hospedeiros, integra o
material genético, sendo capaz de originar um provirus DNA, combinando-se com o genoma
de seu hospedeiro, estabelecendo uma infeccdo persistente ao longo de toda vida,
principalmente em de linfocitos B e T (GOOF, 2013).

O periodo médio de incubacdo do virus até o aparecimento dos primeiros sinais
clinicos é de quatro anos. Como a maioria das infec¢des sdo assintomaticas, muitas vezes é
dada pouca importancia pelos pecuaristas, visto que nao tras impactos palpaveis e visiveis na
rotina das propriedades na maioria dos casos (MA et al., 2021). Porém, vale salientar, que a
perpetuacdo da doenga nos rebanhos, tem impacto direto sobre a produgdo (KUCZEWSKI et
al., 2020), levando a diminuicdo de até 3% na producdo de leite, e acarreta em descartes ou
condenacdes prematuras de animais, causando impactos econémicos importantes (ALMEIDA
etal., 2021).

Bezerros neonatos infectados com BLV por via vertical, apresentam concentracoes
mais baixss de IgM e linfocitos T no sangue (MEIROM; BRENNER, 1997). Isso deve-se
basicamente a imunossupressao gerada na méae, que acarreta em producédo de colostro de pior
qualidade, levando o bezerro a tornar-se mais susceptivel a infec¢Ges secundarias. Porém, a
leucose enzoodtica bovina ndo é relatada como afeccdo causadora de mortalidade neonatal, e
sim, predisponente para causas secundarias (RODRIGUEZ et al., 2011).

Aumento de transtornos reprodutivos é relatado em animais sororreativos ao BLV,
sendo capaz de gerar bezerros natimortos, repeticdo de estros, retencao de envoltérios fetais e
metrites. Estudos recentes demonstraram que animais positivos levam em média 48 dias a
mais para gerar uma nova concepgdo, comparado com animais negativos (ALMEIDA et al,
2021).

As manifestacBes clinicas da fase tumoral dependem da localizacdo das
proliferacdes tumorais, incluindo distarbios digestivos, inapeténcia, letargia, perda de peso,
linfonodos aumentados e manifestacfes neuroldgicas. Linfonodos superficiais podem estar
aumentados, principalmente os pré-escapulares, pré-crurais, mamarios, mandibulares e
viscerais, podendo ser palpados sob a pele e pelo exame retal (OIE, 2021). Nessa fase, sdo
comuns as manifestacBes clinicas de exoftalmia e paresia de membros, podendo o animal
permanecer em decubito permanente (SILVA et al., 2008).

O virus codifica pelo menos duas proteinas reguladoras: Tax e Rex. Tax é a proteina
oncogénica, responsavel pela replicacdo e manifestacdo de linfomas (SAGATA et al., 1984).
Estes linfomas sdo mais frequentemente encontrados em animais entre quatro e oito anos de
idade, podendo induzir a ruptura do baco, levando o animal a 6bito (POLAT; TAKESHIMA;
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AIDA, 2017). Os o6rgdos mais afetados sdo o abomaso, auricula direita do coracdo (sinais
clinicos de insuficiéncia cardiaca congestiva), baco, intestino, figado, rim, omaso, pulméo e
utero (OIE, 2021).

A leucocitose (leucdcitos superior a 15x10%/uL) e linfocitose persistente (linfocitos
superior a 10x10%/uL) é um achado comum, sendo considerada quando ha presenca de dois ou
mais hemogramas com a contagem acima dos valores de referéncia (BRENNER; AVIDAR;
LAHAYV, 2007).

Bovinos infectados, na sua maioria, permanecem assintomaticos por toda a vida e
atuam como portadores do virus (FRIE; COUSSENS, 2015). Em torno de 30 a 40% dos
animais apresentam linfocitose persistente, enquanto menos de 5% evoluem para a
apresentacdo clinica da doenca, apresentando linfomas (linfomas de células B) (BENITEZ et
al, 2019).

Diferentes métodos de deteccdo e diagnodstico possuem diferente sensibilidade e
especificidade a patdgenos, portanto os métodos de deteccdo sdo geralmente uma das
principais fontes de heterogeneidade nos resultados dentro de um mesmo rebanho. O
diagnostico da leucose enzootica nos rebanhos é imprescindivel para que seja possivel a
adoc¢do de medidas profilaticas e de controle (CAMARGOS et al., 2003).

Embora células sanguineas possam ser essenciais para o diagndstico da infeccao
pelo BLV por meio de técnicas moleculares, alguns animais ndo produzem niveis adequados
do virus para pesquisa e diagnosticos confirmatdrios; portanto, o teste de propagacéo do virus
¢ um método importante que proporciona maior valor diagnostico (KHUDJAIR et al., 2021).
A eficiéncia do BLV em infectar diferentes tipos celulares in vitro foram previamente
demonstrados, além disso, a propagacao viral pode ser uma forma Gtil de examinar mais
detalhadamente as propriedades bioldgicas do virus (KOHARA; YOKOMIZO, 2007).

Métodos soroldgicos indiretos, como a Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA) e o
Ensaio Imunoenzimético (ELISA) sdo rotineiramente aplicados para BLV. O IDGA mostra-se
importante ferramenta de deteccdo de anticorpos contra a proteina gp 51 da particula viral,
possuindo especificidade pelo fato do virus ser estavel genomicamente, sendo um teste viavel
e muito acessivel (RADOSTITS et al., 2002), sendo adotado como exame oficial por 6rgaos
de defesa de varios paises para o diagnostico (PEREIRA, 2013).

Nos ultimos 10 anos, 0 método de deteccdo amplamente utilizado na maioria dos
estudos é o teste de ELISA. E um método simples, rapido, sensivel e especifico (MA et al,
2021). A soroconversdo ocorre normalmente entre a 3% e 142 semanas ap0s a exposicao,

porém, alguns estudos relataram um periodo de tempo ainda menor, variando de 2 a 4

N

O P4g. 23 de 90 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00004259/2025 e o c6digo K1O55K5M.



25

semanas apds exposicdo ao virus (BENITEZ et al., 2019). Ambos os testes, IDGA e ELISA,
sdo métodos aprovados pela OIE (Organizagdo Mundial de Saude Animal - OIE, 2018).

No entanto, outros métodos podem ser utilizados para o diagndstico da afec¢do, como
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), ou a nested-PCR (MA et al., 2021), sendo capaz
de detectar o DNA proviral apenas sete dias apos a infeccdo (KLINTEVALL et al., 1994).
Porém, essa tecnologia € mais exigente, requerendo aprendizado e custos elevados. Possui
maior sensibilidade e é mais adequado para testes qualitativos de laboratorio e pesquisa
epidemioldgica molecular (MA et al., 2021).

A concordancia comparando os resultados entre ELISA e PCR normalmente é
elevada, porém tarbalhos divergem sobre resultados que apresentem maior especificidade e
capacidade de deteccdo. Resultados de estudos sorolégicos/PCR comparativos para a deteccao
de BLV revelaram que mais animais positivos podem ser detectados por PCR do que por
ELISA (SAUSHKIN et al., 2019). Por outro lado, outros trabalhos citam o inverso, com
maior prevaléncia sendo detectada pela técnica de ELISA (NAGY et al., 2003).

E relatado, que animais infectados podem exibir periodicamente ou
permanentemente titulos baixos de anticorpos contra BLV, como por exemplo, no periodo pré
e pos-parto (OIE, 2018). Além disso, alguns portadores PCR positivo, podem apresentar
titulos de anticorpos anti-BLV indetectaveis por meses e anos (SAUSHKIN et al., 2019).

No caso do monitoramento do BLV, a PCR € considerada um método adicional para
diagnostico em bovinos soronegativos, especialmente bezerros, que podem ndo possuir
resposta imune mensuravel ao virus (MARTIN et al., 2001).

Nos altimos anos, a tecnologia de Dried Blood Spots (DBS) para amostragem de
sangue na pratica médica tem crescido rapidamente, embora em diagndsticos veterinarios o
DBS ndo seja amplamente difundido (SAUSHKIN et al., 2019).

A leucose bovina ndo possui tratamento, portanto, varias abordagens estratégias
eficazes para o seu controle s&o reportadas. Uma vez identificado o rebanho positivo, as trés
estratégias de controle comumente usadas, separadamente ou em combinacdo sdo: abate de
bovinos com teste positivo; segregacdo fisica de animais positivos e negativos em locais
separados; e implementacdo de boas praticas de manejo para reduzir a capacidade de
transmissdo do BLV (KUCZEWISKY et al, 2020).

Considerando que seria possivel abater animais positivos em rebanhos de baixa
prevaléncia, ndo é economicamente viavel em rebanhos de média ou alta prevaléncia. Nesses
rebanhos, abordagens alternativas para controlar o virus podem ser implementadas
(RODRIGUEZ et al., 2011).
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Outra ferramenta, quando o abate de todos os animais positivos ndo é uma opgao
viavel, seria por meio do abate estratégico de bovinos de alto risco, ou seja, aqueles que detém
alta carga proviral, sendo esses, 0s maiores disseminadores do virus dentro do rebanho
(KUCZEWISKI et al, 2020).

A correlacdo entre a carga proviral de bovinos infectados com BLV sobre a
dindmica de transmissdo recebeu recentemente maior importancia. As descobertas sdo
consideradas importantes para o controle nas propriedades, especialmente naquelas em que a
prevaléncia no inicio de um programa de controle é elevada, podendo assim constituir uma
alternativa ou um complemento as estratégias adotadas (BENITEZ et al., 2019).

Uma titulacdo de anticorpos baseada em ELISA tem potencial como solucgdo barata
e alternativa, visto que os titulos de anticorpos p24 (antigeno BLV) sdo diretamente
correlacionados com a carga proviral (GUTIERREZ et al., 2012). Sobre outra perspectiva,
bovinos com linfocitose persistente normalmente apresentam maior carga proviral do que
aqueles com contagem normal de linfocitos (BENITEZ et al., 2019).

O BLYV pode também ter implicacGes para a saude publica. O virus estd intimamente
relacionado ao virus da leucemia de células T humanas, e a capacidade de infectar humanos é
um assunto de grande preocupacado e discussdo (BUEHRING et al., 2015).

Estudos afirmam que o virus da leucose bovina pode se replicar em células humanas
e pode estar associado a outras doencgas, incluindo céncer de mama (BUEHRING et al.,
2014). Recentemente, foi relatada a presenca de DNA de BLV em tecido mamario humano,
indicando possivel potencial zoondtico; no entanto, mais estudos Sd0 necessarios para
confirmar essa constatacdo (KHUDHAIR et al., 2021). Estudos prévios, ja demonstravam a
sensibilidade de células humanas ao BLV, quando realizado estudos in vitro (MA et al.,
2021).

Na década de 70, Burridge concluiu em seu artigo de revisdo, que “Nao ha evidéncias
epidemioldgicas ou soroldgicas de estudos em humanos que indiqguem que o BLV possa
infectar o homem”, pelo fato de ndo conseguir detectar anticorpos contra BLV em soro
humano (SUHANDYNATA et al, 2020).

No entanto, com o advento do imunotransferéncia, 100 vezes mais sensivel que as
técnicas utilizadas na década de 1970, permitiu-se detectar presenca de anticorpos reativos.
Foram detectadas proteinas do capsideo p24 do virus em amostras de soro de 39% de 257
voluntarios humanos selecionados. Porém, ndo foi possivel determinar se 0s anticorpos eram
oriundos de uma resposta a infeccdo ou simplesmente ao BLV inativado pelo calor apos
consumo de produtos alimenticios (WOLLUMS, 2023).
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Em bovinos, o DNA do BLV e a proteina p24 foram detectados no tecido mamério,
enquanto apenas o DNA foi detectado em linfocitos. Técnicas in situ (ou seja, 1IS-PCR, PCR
hibridizac&o in situ e IHC) permitiram a confirmacao de que o virus foi localizado nas células
epiteliais mamarias em humanos (FANG et al., 2014).

A presenca de DNA e proteina do BLV em humanos ndo € surpreendente, pois
muitos virus, incluindo os de carater oncogénico, sdo conhecidos por cruzarem espécies
naturalmente, processo esse, que representa uma ameaga mais grave para a salude humana
(WOLLUMS, 2023).

Genes provirais do BLV foram amplificados a partir de amostras de tumor mamario
e amostras de controle de tecido saudavel de mulheres, revelando 95,9% (47/49) e 59%
(23/39) de positividade, respectivamente, sendo a maior correlacéo de BLV e cancer de mama
humano encontrado no mundo até o momento, na populacdo de Minas Gerais
(DELARMELINA et al., 2020).

3.2 Pecuaria leiteira e a importancia da raca holandesa neste cenario

A pecuéria leiteira representa grande importancia socioeconémica para 0 pais.
Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o Brasil é o terceiro
maior produtor de leite, com 34 bilhdes de litros por ano, com producdo em 98% dos
municipios, sendo a maior parte deste volume diluido em pequenas e médias propriedades,
empregando cerca de 4 milhGes de pessoas (LIMA et al., 2017).

Destes 34 bilhdes de litros, o estado de Santa Catarina possui 0 maior volume de
producdo formal, ou seja, submetido a inspecdo para venda. Entretanto, em producdo por
estado, Minas Gerais continua sendo o maior produtor, correspondendo aproximadamente
24% de todo volume nacional (EMBRABA, 2022).

O estado de Santa Catarina compreende apenas 1,13% do territorio brasileiro, com
pouco mais de 95 mil km?, no entanto, representa 0 quinto maior produtor de leite no ambito
nacional, com mais de 3 bilhdes de litros por ano. Cerca de 75% do leite produzido no estado,
provém da Mesorregido Oeste, onde cerca de 87% das propriedades possuem area inferior a
50 hectares, sendo que a méo obra familiar é a base da producdo (EPAGRI, 2021).

A produgdo leiteira em ecossistemas tropicais como o Brasil € um desafio continuo
devido as dificeis condigdes ambientais, nutricionais e sanitarias, aliadas a baixa rusticidade
das racas especializadas (SANTQOS, 2015).
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De acordo com a Associagéo Brasileira de Criadores de Bovinos da Raca holandesa
(ABCBRH, 2021) a raca Holstein-Friesian possui grande destaque, sendo reconhecida por sua
capacidade de producdo, com medias de 26 a 29 litros/dia, possuindo alta qualidade do leite
produzido. Devido a essas caracteristicas a raca se faz presente em 70% das propriedades
produtoras de leite no Brasil (ABCBRH, 2021).

Né&o h& um entendimento sobre a origem da raca holandesa, onde ao que tudo indica,
foi domesticada had mais de 2.000 anos na Holanda setentrional, na Frisia (Paises Baixos) e
também na Frisia Oriental (Alemanha). Prescott (1930) sugere que 0 bovino originou-se da
Lombardia (ROUSE, 1971).

Devido a construcdo de sistemas de irrigacdo e um programa de resgate de terras,
desde o século XV, houve aumento da possibilidade de producéao de forragens, onde o bovino
se multiplicou aceleradamente. Sabe-se que varios mercados de bovinos foram estabelecidos
entre 1200 e 1500 d.C. Em 1.624 foram introduzidos 12.000 bovinos da Dinamarca, na regido
holandesa, porém devido as tragédias nas regiGes baixas, houve implicacdo direta na
proliferacdo desses animais, onde milhares de bovinos acabavam morrendo, chegando a
diminuicdo de cerca dois tercos dos rebanhos (ROUSE, 1971).

Berkhey, em suas escritas, menciona a importacdo de grande nimero de bovinos
brancos e pretos, podendo supor que o gado moderno dos Paises Baixos teve inicio na
Segunda metade do século XVIII. Buscando melhorar a produtividade leiteira, houve
incremento nas importacdes da Inglaterra, Europa continental, América do Norte, india e
Africa do Sul (ROUSE, 1971).

Na Segunda metade do século XIX comegou um vasto trabalho de melhoramento
genético. Nos Estados Unidos, foi realizada a importagcdo de muitos animais da Holanda. Em
1872 publicou-se o primeiro Herd-Book. O Herd-Book de 1885 era dedicado ao gado
"Holstein — Friesian™, mas em 1978, o nome foi reduzido para apenas "Holstein" (APCGH,
2023).

O nome Holstein, hoje é o mais utilizado quando se refere a raca
internacionalmente, sendo que as linhagens norte-americanas dominam a maioria das
linhagens Friesian da Europa, as mesmas que Ihe deram origem (PORTER, 1978).

N&o é estabelecida uma data precisa de introducdo da raca holandesa no Brasil.
Paulino Cavalcanti (1935) cita que "segundo os dados histéricos, referentes a nossa
colonizagdo, presume-se que o gado holandés foi trazido nos anos de 1530 a 1535", e até o
inicio da década de 1980, o Brasil era considerado o detentor do maior rebanho mundial de
Holandés Vermelho Branco (PORTER, 1978).
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A raca holandesa é a raga mais conhecida e difundida, devido a sua capacidade de
produzir grandes volumes de leite. Os animais sdo doceis, possuindo grande porte, com
pelagem preta e branca ou vermelho e branco. Além da sua alta produtividade, possuem boa
longevidade dentro do rebanho, garantindo melhor retorno econdmico dentro das fazendas
(PORTER, 1978).

No entanto, sdo animais muito sensiveis ao calor e a parasitas como carrapatos,
tendo comprometimento da sua resposta imune quando expostos a desafios. Por este motivo,
expressam melhor seu potencial produtivo em sistemas de confinamento, que tenham conforto
térmico e instalacGes apropriadas (PORTER, 1978).

Os produtores de animais da raga holandesa devem continuar se preocupando com
caracteristicas de saude e resisténcia, que afetam diretamente a taxa de descarte e a
lucratividade das fazendas leiteiras. E evidente que para dar retorno econémico, exige-se que
a vaca permaneca por um tempo satisfatoério no rebanho, sem possuir complicacdes que
possam impedir ou minimizar sua produgéo (PORTER, 1978).

Em se tratando do BLV, os bovinos da raca holandesa apresentam maior risco de
infeccdo em comparacdo com outras racas, como pardos suicos (SEVIK et al., 2015). A
importacdo de Holsteins da América do Norte aumentou a ocorréncia de BLV em outros
paises, sugerindo impacto direto da raca sobre a prevaléncia de BLV (SUH et al., 2005).

3.3 GENE BoLA-DRB3

O gene BoLA-DRB3, do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) dos
bovinos, possui associacdo com diversas enfermidades que acometem a espécie. Ainda assim,
a raca, 0 manejo e ambiente sdo fatores que devem ser considerados na resisténcia a
enfermidades, devendo estar associados as informacdes genéticas (SHARIF et al., 1998).

Genes que codificam receptores para a resposta imune, sdo representados pelo
complexo de histocompatibilidade principal (CHP) - Major Histocompatibility Complex
(MHC) — sendo fundamental a maioria dos animais vertebrados, configurando um importante
elemento genético de resisténcia a diversas doencas (LO; AIDA, 2022).

Existem trés grupos de antigenos do complexo de histocompatibilidade: moléculas
de Classe I, Classe Il e Classe Ill. As moléculas de Classe | estdo expressas nas células
nucleadas, tendo funcdo carrear peptideos aos linfocitos T CD8+, os quais sdo capazes de
neutralizar células neoplasicas e células infectadas por virus. Ja as moléculas de Classe Il séo

codificadas por genes distintos, dando origem as cadeias a e . Essas moléculas carreiam
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peptideos derivados de patdgenos extracelulares para as células T CD4+, estimulando acédo de
macrofagos e células B, gerando resposta inflamatéria e producdo de anticorpos
(ALTMANN; TROWSDALE, 1989).

As moléculas de Classe Il estdo associadas da mesma forma ao sistema imune, em
componentes do sistema de complemento e fatores de necrose tumoral (TNF) (ALTMANN;
TROWSDALE, 1989).

A cristalografia por raios-X é capaz de determinar estruturas das moléculas das
Classes | e 11, sendo assim, sdo determinados os sitios de ligacdo de peptideos e sua interacao
com os receptores de antigenos das células T CD4+ (BJORKMAN et al., 1987).

Os genes do MHC bovino, diferentemente dos humanos, estdo localizados no
autossomo 23 (BTA23), sendo denominado de antigeno linfocitario bovino — bovine
limphocyte antigen — BoLA (Behl et al., 2012). Na molécula de Classe | do gene BoLA
existem dois locus, 0 BOLA-A e 0 BoLA-B (BENSAID et al., 1991). Os genes da Classe Il
sdo 0s mais estudados, sendo denominadas por lla e llb (STAFUZZA et al., 2013). A sub-
regido lla possui dois conjuntos de genes, DR e DQ (DAVIES et al., 1994).

Algumas técnicas sdo utilizadas para caracterizar a regido da Classe Il do MHC
bovino, dentre elas: técnicas sorolégicas (DAVIES et al., 1994), sondas de hibridizacao,
andlise de polimorfismos por fragmentos de restricdo (GROENEN et al., 1989), reacdo em
cadeia da polimerase seguida por analise de polimorfismos por fragmentos de restri¢cdo (PCR-
RFLP) (MAILLARD et al., 1999) e sequenciamento gendmico (SIGURDARDOTTIR et al.,
1991).

A sub-regido Ila do MHC dos bovinos compreende os genes DRA e DRB, sendo
que o gene DRA codifica a cadeia o da molécula DR (ZHOU et al., 2007). Os genes que
codificam a cadeia B, sdo bastante polimorficos. O segundo éxon, que codifica a parte
variavel do sitio de ligacdo concentra grande parte dos polimorfismos (BURKE; STONE;
MUGGLI-COCKETT, 1991). Em bovinos, sdo descritos trés locus da familia DRB: o0 DRB1;
0 DRB2 e 0 DRB3, sendo esse altamente expresso e polimorfico (BEHL et al., 2012).

Marcadores moleculares sdo utilizados para determinar e quantificar a variabilidade
genética, sendo utilizados, entre outros para resisténcia a enfermidades (COUSSENS;
NOBBIS, 2002).

Em bovinos, o gene DRB3 ¢é associado a tolerancia a enfermidades, dentre elas a
neosporose (SCHWAB et al., 2009) e mastite (IBRAHIM et al., 2012). Ha uma intima
associacao do antigeno linfocitario bovino DRB3.2, com varias enfermidades que acometem a
especie (DUANGJINDA et al., 2013).
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A associacdo dos alelos BoLA-DRB3 com a resisténcia a leucose enzodtica bovina é
muito descrita. Baltian et al., (2016) verificaram que no bovino Holandés, na provincia de La
Pampa, o alelo DRB3.2*22 esta associado a susceptibilidade a manifestacdo clinica causada
pelo BLV, enquanto o alelo BoLA 3.2*11 estaria associado a resisténcia. Daous et al., (2021)
verificaram que a resisténcia esta atrelada a carga viral do virus da leucose bovina (BLV).

Resisténcia e tolerancia estdo atreladas a adaptacdo do hospedeiro aos impactos
ambientais e sua interacdo com as doencas mediadas por estes fatores. A resisténcia as
doencas esta ligada as variacdes genéticas do hospedeiro, levando a variabilidade de respostas
do sistema imune (BISHOP, 2012).

A resisténcia é descrita como a habilidade do hospedeiro em ter algum grau de
controle sobre o ciclo de vida do parasita (MULDER; RASHIDI, 2017). Ainda é descrita
como o inverso da intensidade da infeccdo, ou seja, quanto menor a intensidade, mais
resistente o hospedeiro (RABERG et al., 2009).

A toleréncia é descrita como a reduc¢do ou ndo do desempenho em funcgdo da carga
de patdgenos presentes (BISHOP, 2012), sendo que animais tolerantes devem manter seu
desempenho independente da carga de patdgenos (MULDER; RASHIDI, 2017).
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5 FATORES DE RISCO E PREVALENCIA DO VIRUS DA LEUCOSE ENZOOTICA
EM BOVINOS LEITEIROS NO ESTADO DE SANTA CATARINA, BRASIL

Resumo

A leucose enzoodtica bovina é uma enfermidade cosmopolita, que causa significativas perdas
econémicas em populagfes. Torna-se importante o entendimento acerca da prevaléncia do
virus em rebanhos leiteiros do estado, visando estudos para controle e preven¢do da doenca.
Foram utilizadas amostras de sangue de 447 bovinos da raca holandesa, das seis
mesorregides do estado, sendo submetidas ao leucograma e a técnicas de PCR e ELISA. A
prevaléncia foi de 29% (130/447) na PCR e 52% (232/447) no ELISA. Obteve-se
respectivamente pelo teste de ELISA e PCR, 42% (133/316) e 28% (96/316) na regido Oeste;
82% (37/45) e 16% (12/45) na Serrana; 78% (22/28) e 46% (13/28) na Sul; 100% (10/10) e
60% (6/10) na Grande Florianopolis; 43% (12/28) e 36% (10/28) no Vale do Itajai; 90%
(18/20) e 30% (6/20) no Planalto Norte. Houve leucocitose em animais do grupo Positivos
Leucociticos Linfociticos perante ambos o0s testes. Observou-se neutrofilia no grupo
Positivos Leucociticos Alinfociticos para ambos os testes. Animais positivos apresentaram
leucocitose com linfocitose na PCR 35% (45/130) e ELISA 32% (74/232). Ndo houve
alteracbes clinicas compativeis com a doenca. Animais acima de 4 anos tiveram maior
prevaléncia. Propriedades com mais de 200 animais, com reposi¢do de animais oriundos de
outras propriedades, que reutilizavam seringas e agulhas, faziam mochacdo dos terneiros,
possuiam banco de colostro e ndo possuiam histérico de doencgas prévias ou testes
confirmatorios, possuiram maior prevaléncia. Conclui-se a prevaléncia da leucose em
bovinos da raga holandesa no estado de Santa Catarina é de 52% pelo ELISA e 29% pela
PCR.

Palavras-chave: Virus. Leiteiro. Mesorregides. Linfossarcoma.
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5.1 INTRODUCAO

O virus da leucose bovina (BLV) é um membro do género Deltaretrovirus, familia
Retroviridae, e apresenta similaridades com o virus T linfotropico humano tipo 1 e 2 (AXEL,
2017). O BLV é o agente causador da leucose enzodtica bovina, doenca de distribuicéo
mundial tendo prevaléncia altamente variavel entre os rebanhos, sendo maior em bovino
leiteiro. Dos animais infectados, cerca de 30% podem desenvolver linfocitose persistente (LP)
e apenas 2 a 5% poderdo desenvolver manifestacdes clinicas de linfossarcomas (LEUZZI JR.
etal., 2001).

A transmissdo do BLV pode ocorrer por contato direto com animais infectados por
meio de secrecdes e excre¢Oes, parto (transmissao vertical), insetos hemat6fagos (mecanica),
transfusdes sanguineas, uso comunitario de agulhas e seringas em vacinagGes ou
administracdo de medicamentos (horizontal), dentre outros (MATSUMURA et al., 2010).

Atualmente ndo existe nenhuma vacina ou tratamento eficaz contra o BLV, tornando
assim necessario ser tomadas medidas de prevencédo e controle, evitando a disseminagdo em
massa dentro dos rebanhos, como o controle de insetos, uso de luvas individuais na palpacéo
retal, desinfeccdo de equipamentos para procedimentos cirrgicos, utilizacdo de agulhas e
seringas individuais, evitar o ingresso de animais infectados no rebanho e realizar um controle
efetivo dos animais com diagnostico positivo (SANTOS et al., 2011).

No cenario ideal, os animais devem ser separados totalmente em lotes infectados e
livres do BLV, pois a elimina¢do dos animais positivos muitas vezes torna-se uma prética
invidvel financeiramente, principalmente para pequenos produtores ou para rebanhos com alta
prevaléncia (LEUZZI JR. et al., 2001).

Em bovinos leiteiros, por razdes econdmicas, 0s programas de melhoramento genético
dado énfase a selecdo para as caracteristicas relacionadas a producdo por acreditar-se que vacas
com maximizacdo de sua producdo podem proporcionar maior rentabilidade a atividade
leiteira (SILVA et al., 2015). Desta forma, torna-se imprescindivel a importancia da raca
holandesa no contexto nacional, visto suas caracteristicas, sendo de aptiddo exclusiva para
producdo leiteira, sendo a raca predominante em sistemas com maior volume de animais e
intensivos no Brasil (NEIVA, 2000).

O conhecimento da prevaléncia e resposta dos bovinos da raca holandesa frente a
infeccdo pelo virus da leucose enzoodtica bovina tem sua importéancia para o entendimento do
status sanitario desses rebanhos, uma vez que portadores assintomaticos séo fonte de infeccao
para outros animais (FRIE; COUSSENS, 2015).
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Ressalta-se a importancia deste esclarecimento, visto que permitiria incorporar
medidas de controle e prevencéo dentro dos rebanhos, diminuindo os impactos econdmicos
causados pelo BLV, que podem chegar a faixa de 10% da producdo (LEUZZI JR. et al.,
2001).

Dados referentes a sanidade animal sdo fundamentais para atender as exigéncias de
comercializacdo de produtos animais. Sendo assim, levantamentos epidemiologicos baseados
em técnicas moleculares associadas a técnicas sorologicas fornecem dados mais precisos e
confiaveis (FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

Trabalhos que objetivaram demonstrar a prevaléncia do BLV no estado de Santa
Catarina sdo escassos, apenas dois artigos sdo descritos, sendo o primeiro de carater local,
compreendendo apenas 0 municipio de Mafra, mesorregido Planalto Norte (LUDERS, 2011),
onde se avaliou animais da raca holandesa e suas cruzas, e 0 segundo abrangendo quatro
mesorregides do estado, sendo elas: Serrana, Oeste, Sul e Planalto Norte (RODAKIEWICZ,
2018), abrangendo animais das racas holandesa, Jersey e mesticas leiteiras. Contudo, nenhum
trabalho teve como foco apenas bovinos da raca holandesa.

Este estudo objetiva apresentar o primeiro levantamento de dados epidemiolégicos da
infeccdo pelo virus da leucose enzodtica em bovinos da raca holandesa, no estado de
Santa Catarina, Brasil, por meio de PCR e ELISA e comparar varidveis do exame fisico,
leucograma e fatores de risco relacionados a epidemiologia dentro das propriedades entre

animais negativos e naturalmente infectados.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Comité de Etica
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) do

Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC) sob protocolo niimero CEUA N° 3779240422 e pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (CEPSH) CAAE 60325722.6.0000.0118.

5.2.2 Obtencdo das amostras e determinagdo do N amostral
Para a determinacdo da prevaléncia do virus da leucose enzodtica bovina (BLV) e da

soroprevaléncia na populagdo de bovinos leiteiros da raca holandesa no estado de Santa

Catarina, Brasil, foram utilizadas as seguintes formulas de acordo com a OPAS (1979):
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_ 196*[p(1 — p)]
(d)?

Onde n0 é o0 nimero de amostras; “p” a prevaléncia esperada e “d” a margem de erro.
Admitindo-se a prevaléncia estimada de 50% de amostras positivas, um intervalo de
confianca de 95% e uma margem de erro de 5%, foi utilizado o célculo para populacéo
infinita obtendo-se o valor de 400 animais. Para uma melhor representatividade, foram
colhidas amostras de 447 animais.

O numero total de bovinos leiteiros em Santa Catarina é de 2.970.000 cabegas, sendo
que em cada uma das seis mesorregides do estado o numero de animais foi determinado a

partir de dados consultados no IBGE Censo Agropecuario (https://sidra.ibge.gov.br). A partir

dos célculos obteve-se 0s valores percentuais e nimero de animais em cada uma das seis
mesorregides: Oeste 79% (n=316), Vale do Itajai 7% (n=28), Sul 7% (n=28), Planalto Norte
3% (n=12), Serrana 3% (n=12) e Grande Floriandpolis 1% (n=4) (Figura 1).

As propriedades foram selecionadas aleatoriamente, e as informacBes gentilmente
cedidas pela Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina

(CIDASC) para o contato com 0s proprietarios.

Figura 1 - Distribuicdo das mesorregides do estado de Santa Catarina, Brasil, com o
percentual de animais a serem coletados para a determinacdo da prevaléncia e soroprevaléncia
de leucose enzootica bovina de acordo com os calculos epidemiolégicos.
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MESORREGIOES DE SANTA CATARINA

3 0 Norte Catarinense
0

Oeste Catarinense ‘7() 0 °
Vale do Itajal

7 %
3 %

Serrana

Catarinense

Fonte: elaborado pelo préprio autor, com base no IBGE.

5.2.3 Animais e colheita das amostras
As amostras foram colhidas entre setembro de 2022 e fevereiro de 2023. Foram

colhidas amostras de sangue de 447 bovinos da raca holandesa, registradas na Associacdo
Brasileira de Criadores de Bovinos da Raca holandesa (HO) ou que possuiam pelo menos
cinco geracdes conhecidas em sua genealogia, sendo fémeas em lactacdo, acima de dois anos
de idade, oriundas de 27 propriedades produtoras de leite, tendo como critério de selegdo ter
acima de 100 vacas em lactacdo, e que aceitaram participar do projeto de pesquisa. As
propriedades foram selecionadas aleatoriamente nas seis mesorregifes do estado de Santa
Catarina, sendo Oeste: nos municipios de Tangara (latitude 27°06'17" sul e longitude
51°14'50" oeste), Ouro (latitude 27°19'49" sul e longitude 51°35'53" oeste), Luzerna (latitude
27°07'58" sul e longitude 51°28'02" oeste), Agua Doce (latitude 26°59'52" sul e longitude
51°33'22" oeste), Ibicaré (latitude 27°05'31" sul e longitude 51°21'54" oeste), Herval D’Oeste
(latitude 27°11'37" sul e longitude 51°29'41" oeste), Treze Tilias (latitude 26°59'44" sul
e longitude 51°24'49" oeste), Capinzal (latitude 27°20'37" sul e longitude 51°36'43" oeste),
Concordia (latitude 27°14'3" sul e longitude 52°1'43" oeste) e Fraiburgo (latitude 27°1'36" sul
e longitude 50°55'19" oeste) (n=316); Serrana: Campos Novos (latitude 27°24'7" sul e
longitude 51°13'33" oeste) (n=45); Planalto Norte: Major Vieira (latitude 26°22'04" sul e
longitude 50°19'41" oeste) e Papanduva (latitude 26°22'13" sul e longitude 50°08'40™ oeste)
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(n=20); Grande Florianopolis: Governador Celso Ramos (latitude 27°18'53" sul e longitude
48°33'33" oeste) (n=10); Vale do Itajai: Ituporanga (latitude 27°25'30" sul e longitude
49°36'4" oeste) e Rio do Oeste (latitude 27°11" 33,76" sul e longitude 49°47'48,36" oeste
(n=28); Sul: Lauro Muller (latitude 28°23'45" sul e longitude 49°23'46" oeste) e Braco do
Norte (latitude 28°17'1" sul e longitude 49°9'31" oeste) (n=28). A colheita foi realizada por
venopuncgdo da veia jugular externa, sendo utilizados tubos de coleta & vacuo com e sem
anticoagulante EDTA a 10% para realizacdo do leucograma, concentracao de proteina total e
fibrinogénio plasmatico. As amostras de sangue em EDTA foram congeladas a -20 C° até a
extracdo do DNA e realizacdo da PCR. O soro foi separado e congelado até a realizacdo da
sorologia por meio da técnica de ELISA.

5.2.4 Exame Fisico
O exame fisico foi empregado para a verificacdo de sinais clinicos compativeis com

a doenca clinica, onde aferiu-se a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR),
temperatura retal, movimentos ruminais (MR), inspecdo da coloracdo das mucosas e palpagédo

de linfonodos (pré-escapular, pré-crural e mandibulares) (FEITOSA, 2004).

5.2.5 Leucograma, proteina total e fibrinogénio plasmatico
Para as contagens de leucdcitos totais, utilizou-se contador automatico de células

(SDH3 Labtest). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada por meio da analise
microscopica de esfregacos sanguineos corados com corantes do tipo Romanowsky (Panético
Réapido) (JAIN, 1993). A concentracdo da proteina total plasmatica foi determinada por
refratometria (ATAGO) e a concentracdo do fibrinogénio plasmatico pelo método de
precipitacdo pelo calor seguida por leitura em refratdmetro (JAIN, 1993).

Os animais foram subdivididos em trés grupos de acordo com os resultados dos testes
de ELISA e PCR e dos leucogramas. Grupo negativo: animais negativos para a BLV sem
alteracdes hematoldgicas; Grupo Positivos sem Leucocitose: positivos para virus da leucose
bovina sem alteraces hematoldgicas; Grupo Positivos Leucociticos Alinfociticos: positivos
sem linfocitose; Grupo Positivos Leucociticos Linfociticos: contagem total de leucocitos

superior a 15x10%uL e de linfocitos superior a 10x10°%/uL (Brenner, Avidar e Lahav 2007).

AN

U1 P4g. 42 de 90 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00004259/2025 e o c6digo K1O55K5M.



44

5.2.6 Extracdo, purificagdo, quantificacdo e dilui¢do de &cidos nucleicos.
Os acidos nucleicos foram extraidos com o kit comercial para extracdo de DNA

gendmico ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega®), conforme instru¢des do
fabricante. Apds extracdo e purificacdo, o0 DNA obtido foi eluido em 100uL de dgua nuclease
free comercial, e quantificado por espectrofotometria com Nanodrop™ (Thermo Fisher
Scientific®). As amostras foram diluidas para que todas apresentassem na concentracdo
padrdo de 30ng/uL de DNA em aliquota com 20pL totais. Para tanto, a formula de dilui¢do
foi utilizada C1.V1=C2.V2 (C1 é a concentracdo inicial da amostra mensurada, V1 o volume
em microlitros a ser retirado da amostra inicial, C2 a concentracdo pretendida de 30ng/pL e
V2 o volume de agua livre de nuclease em microlitros a ser adicionada na aliquota para que o

volume total fosse de 20pL).

5.2.7 Reagédo em cadeia da polimerase (PCR)
A infeccdo por BLV pode ser confirmada por meio da deteccdo do gene env do

provirus, que possui 440 pares de base e estd localizado na posi¢do 5029-5468 do genoma
viral. A reacdo de PCR foi calculada por meio de fator de diluicdo para amostras com
concentracdo de DNA entre 20 e 50uL, e era composta por 1X Green GoTaq Flexi Buffer,
25mM de Cloreto de Magnésio (MgCl2), mix de nucleotideos (adenina, citosina, guanina e
timina) 2mM cada, 8,5 pmol de primers OBLV1A (5°-
CTTTGTGTGCCAAGTCTCCCAGATACA-3’) e OBLV6A (5°-
CCAACATATAGCACAGTCTGGGAAGGC-3’), 3uL de template de DNA e agua livre de
nuclease para completar o volume final da reacéo de 25uL, adicionada em microtubos do tipo
Eppendorf de 200pL.

A amplificacdo foi conduzida em termociclador (Veriti 96 well Thermal Cycler -
Applied Biosystems by Thermofisher®) conforme protocolo da Organizagdo Mundial de
Saude Animal (OIE), e as amostras passaram por um ciclo de cinco minutos a 94°C, cinco
ciclos a 94°C por guarenta e cinco segundos, 60°C por sessenta segundos e 72°C por noventa
segundos, trinta e cinco ciclos de 94°C por quarenta e cinco segundos, 59°C por sessenta
segundos e 72°C por noventa segundos. A Ultima etapa da PCR foi um ciclo de 72°C por sete
minutos, seguido de holding de 4°C.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese com 100V e 400mA por 50
minutos, em gel de agarose 1,5%. Foram utilizados 9uL de amostra marcadas com 1L de

GelRed® nucleic acid gel stain 2X (Uniscience). O marcador molecular utilizado foi 100pb

N
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DNA Ladder corado com 6X Blue/Orange Loading Dye (Promega®). O gel foi visualizado
em transiluminador L-Pix EX (Loccus®).

5.2.8 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
O teste de ELISA foi realizado utilizando o kit comercial ELISA CHEKIT-Leucose

(IDEXX®), seguindo as instrucdes recomendadas pelo fabricante. As leituras da microplaca

foram realizadas em um leitor Thermo® Multiskan, equipado com um filtro de 450 nm.

5.2.9 Questionario Epidemiolégico
Para a obtencdo dos fatores de risco foi aplicado um questionario epidemioldgico aos

proprietarios, envolvendo informacdes sobre 0s animais e a propriedade.

5.2.10 Analise Estatistica
A analise estatistica dos dados foi realizada pela analise de variancia (ANOVA), para

as varidveis clinicas e hematoldgicas. A andlise univariada foi realizada para verificar a
associacdo entre o status do rebanho para a LEB e os fatores de risco, utilizando o teste de

qui-quadrado, seguido por analise de regressao logistica (P<0,05).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Prevaléncia e Soroprevaléncia
A prevaléncia de infeccdo pelo virus da leucose enzodtica bovina foi de 29%

(130/447) pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a soroprevaléncia de 52%
(232/447) pelo Ensaio Imunoenzimético (ELISA) (Figura 2).

N
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Figura 2 — Prevaléncia (%) e soroprevaléncia (%) do virus da leucose enzodtica bovina em
447 bovinos da raca holandesa, pelas técnicas de PCR e ELISA, no estado de Santa Catarina,
Brasil.
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Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Divisdo das mesorregides, municipio, identificacdo da propriedade, nimero de vacas
adultas presentes na propriedade, nimero de animais coletados, nimero de amostras
positivas pelo teste da PCR e numero de amostras positivas pelo teste de ELISA,

respectivamente (Tabela 1).
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A prevaléncia e soroprevaléncia de acordo com a mesorregido, foi na regido Oeste
28% (88/316) e 42% (133/316); regido Serrana 16% (7/45) e 82% (37/45); na regido Sul
46% (13/28) e 78% (22/28); regido da Grande Florianopolis 60% (6/10) e 100% (10/10);
Vale do Itajai 36% (10/28) e 43% (12/28); e no Planalto Norte, 30% (6/20) e 90% (18/20)
pelas técnicas de PCR e ELISA, respectivamente(Figura 3).

Figura 3 - Prevaléncia e soroprevaléncia da leucose enzodtica bovina (BLV) em 447
bovinos da raga holandesa, pelas técnicas de PCR e ELISA, nas diferentes mesorregifes do
estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborado pelo proprio autor

5.3.2 Leucograma
O leucograma em animais submetidos ao teste da PCR e ELISA, houve diferenga no

nimero de leucdcitos totais, sendo maior em animais Positivos Leucocicitos Linfociticos,
porém, animais negativos pelo teste da PCR apresentaram contagem de leucécitos da
mesma forma aumentados, tendo como referéncia a espécie bovina (JAIN, 1993).

A contagem de segmentados foi maior que os valores de referéncia para a espécie em
todos os grupos (neutrofilia), havendo diferenca, sendo maior em animais Positivos
Leucociticos Alinfociticos perante ambos os testes. Leucocitose com Linfocitose foi
observada em animais positivos, havendo diferengca nos animais negativos, em ambos 0s
testes. A contagem de mondcitos apresentou diferenca entre 0s grupos, porém, manteve-se
dentro dos valores de referéncia em ambos os testes (JAIN, 1993) (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 - Valores de meédia e desvios-padrdo (xxdp) do leucograma, nimero total de
leucdcitos, neutrofilos bastonetes, neutrofilos segmentados, linfocitos, mondcitos, eosinéfilos
e basofilos de 447 bovinos da raca holandesa positivos e negativos para leucose enzodtica
bovina por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Positivos Positivos
Leucociticos Leucociticos
Alinfociticos Linfociticos

(n=13) (n=45)
Leucdcitos (x10%/uL) 12,4745,88° 10,71+2,53° 16,96+2,07¢ 25,63+9,652
Bastonetes (x10%/uL)  0,00+0,01? 0,00+0,00? 0,00+0,002 0,00+0,00°2
Segmentados (x10%/uL) 5,03+2,06°  4,54+1,75"  8,52+246°  4,83%1,75°
Linfécitos (x10%/uL) 6,44+5,61° 5,42+2,02° 6,95+2 59° 19,59+9,422
Mondcitos (x103/pL)  0,37+0,28"  0,32+0,24*  0,57+0,51°°  0,62+0,47%
Eosindfilos (x10%/uL)  0,50+0,59° 0,39+0,39? 0,82+0,882 0,52+0,47¢
Basofilos (x10%/uL) 0,05+0,10? 0,04+0,08? 0,09+0,13% 0,06+0,228

Positivos Sem
Leucocitose
(n=72)

Negativos

Variaveis (n=317)

Para letras iguais entre grupos ndo ha diferenca significativa com P<0,05.

Teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey (P<0,05).

Jamovi.

The jamovi project (2022). jamovi. (Version 2.3) [Computer Software]. Retrieved from
https://www.jamovi.org.

Tabela 3 - Valores de média e desvios-padrdo (x+dp) do leucograma, nimero total de
leucdcitos, neutrofilos bastonetes, neutrofilos segmentados, linfocitos, mondcitos, eosinéfilos
e baséfilos de 447 bovinos da raca holandesa positivos e negativos para leucose enzootica
bovina por meio do teste de ELISA.

Positivos Positivos
Leucociticos Leucociticos
Alinfociticos Linfociticos

(n=27) (n=74)

Positivos Sem
Leucocitose
(n=134)

Negativos

Variaveis (n=217)

Leucécitos (x103/pL)  11,0843,16° 10,91+2,43° 16,82+1,65° 25,30+10,44%
Bastonetes (x103/pL)  0,00+0,01*  0,00+0,00°  0,00+0,00°  0,00+0,00°%
Segmentados (x103/pL) 5,00+2,04°  4,71+1,66°  8,10+2,93"  4,66+1,74°
Linfocitos (x103/uL)  5,1442,27°  528+2,07°  7,33+223°  19,49+10,26
Mondcitos (x103/pL)  0,37+0,29°  0,32+0,23"  0,46x0,32®  0,57+0,43?
Eosindfilos (x103/pL)  0,49+0,53*  0,45+0,58%°  0,76+0,85°  0,52+0,51°
Basofilos (x10%/pL) 0,05+0,09°  0,05+0,09°  0,06+0,10°  0,06+0,20°

Para letras iguais entre grupos nao ha diferenca significativa com P<0,05.

Teste de ANOVA seguido pelo teste de Tukey (P<0,05).

Jamovi.

The jamovi project (2022). jamovi. (Version 2.3) [Computer Software]. Retrieved from
https://www.jamovi.org.
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Percentual de animais de cada teste PCR e ELISA, negativos e positivos, onde dentro
dos animais positivos, para cada teste, observa-se o percentual de acordo com o grupo de
avaliacdo hematoldgica: positivos sem leucocitose, positivos com leucocitose alinfociticos, e

positivos com leucocitose e linfocitose (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores percentuais (%) do nimero de animais de acordo com 0S grupos
negativos, positivos sem leucocitose, positivos leucocitico alinfociticos e positivos
leucociticos linfociticos de 447 bovinos da raca holandesa para leucose enzootica bovina por
meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e por meio do teste de ELISA no estado de
Santa Catarina, Brasil.

Positivos Positivos Positivos
Testes Negativos Positivos Sem Leucociticos Leucociticos
(%) (%) Leucocitose Alinfociticos Linfociticos
(%) (%) (%)
PCR 71% 29% 55% 10% 35%
(317/447) (130/447) (72/130) (13/130) (45/130)
ELISA 49% 52% 58% 11% 31%

(217/447)  (230/447)  (133/230)  (25/230) (72/230)

5.3.3 Exame Fisico
Houve diferenca na temperatura em animais avaliados pela técnica da PCR, sendo

maior em animais Positivos Leucociticos Linfociticos (Tabela 5). O mesmo comportamento
de diferenca na temperatura foi observado em animais avaliados pela técnica de ELISA,
porém nestes, sendo maior em animais Positivos sem Linfocitose (Tabela 6). Mesmo
havendo diferenga entre os grupos, todos os resultados apresentaram-se dentro dos valores
de referéncia para a espécie bovina (ROBINSON, 1999).

(€]
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Tabela 5 - Valores do exame fisico (médiatdesvio padrdo) de 447 bovinos da raca holandesa,
negativos ou positivos para a infeccdo natural pelo virus da leucose enzootica bovina,
determinados pela técnica de PCR.

Positivos Positivos
Leucociticos Leucociticos
Alinfociticos Linfociticos

(n=13) (n=45)

91,12+13,80% 90,83+13,19% 87,69+14,47* 90,20+11,38%

Positivos Sem
Leucocitose
(n=72)

Negativos

Variaveis (n=317)

Frequéncia Cardiaca
(bat/min)

Frequéncia
Respiratdria (mov/min)
Movimentos Ruminals — , »7.0732 22240772 2,08+1,04°  2,13+0,66°
(mov/2min)

Temperatura (°C) 38,86+2,10° 39,17+0,55" 39,18+0,60 39,29+0,59%

Para letras iguais entre grupos ndo ha diferenca significativa com P<0,05.

Teste de Kruskal-Wallis para variaveis ndo paramétricas seguido do Teste de comparacGes
multipla Dwass-Steel-Critchlow-Fligner.

Jamovi.

The jamovi project (2022). jamovi. (Version 2.3) [Computer Software]. Retrieved from
https://www.jamovi.org.

60,78+22,99% 65,81+22,00° 61,85+22,63* 61,29+19,17°

Tabela 6 - Valores do exame fisico (médiatdesvio padrdo) de 447 bovinos da raca holandesa,
categorizados como negativos ou positivos para infeccdo natural pelo virus da leucose
enzootica bovina, determinados pela técnica de ELISA.

Positivos Positivos
Leucociticos Leucociticos
Alinfociticos Linfociticos

(n=25) (n=72)

90,06+13,07% 91,50+13,05* 92,52+15,27% 92,22+11,572

Positivos Sem
Leucocitose
(n=133)

Negativos

Variaveis (n=217)

Frequéncia Cardiaca
(bat/min)

Frequéncia
Respiratéria (mov/min)
Movimentos Ruminals — , o6.0 752 2,284074* 2,080,767  2,18+0,72°
(mov/2min)

Temperatura (°C) 38,93+0,63° 39,12+0,67* 39,02+0,50°% 38,74+4,27%

Para letras iguais entre grupos nao ha diferenca significativa com P<0,05.

Teste de Kruskal-Wallis para varidveis ndo paramétricas seguido do Teste de comparacdes
multipla Dwass-Steel-Critchlow-Fligner.

Jamovi.

The jamovi project (2022). jamovi. (Version 2.3) [Computer Software]. Retrieved from
https://www.jamovi.org.

60,69+22,89% 61,78+21,74* 63,08+25,25* 63,88+21,73?

(63
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5.3.4 Idade

A idade no dia da coleta foi correlacionada com a prevaléncia de infeccdo natural pelo
virus da leucose bovina, onde entre os animais submetidos ao teste de PCR, ndo houve
diferenca entre os grupos (Tabela 7). Nos animais avaliados pela técnica de ELISA, o grupo

com idade acima de 4 anos possuiu maior prevaléncia de infeccdo pelo BLV (Tabela 8).

Tabela 7 — Numero total e valores percentuais (%) de animais de acordo com a idade no dia
da coleta, dentre os grupos positivos e negativos para leucose enzootica bovina de 447
bovinos da raga holandesa por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no estado de

Santa Catarina, Brasil.

Grupos/ldades

Negativo Positivo Total

Primiparas (2 anos) FO 26 6 32
Fe 22.7 9.31 32.0
% 81.3 18.8 100.0

Secundiparas (3 anos) FO 46 16 52
Fe 44.0 18.03 52.0
% 74.2 25.8 100.0

Multiparas (>4 anos) FO 245 108 353
Fe 250.3 102.66 353.0
% 69.4 % 30.6 100.0

Total FO 317 130 447
Fe 317.0 130.0 447.0
% 70.9 29.1 100.0

Teste Qui Quadrado (P=0.306). Jamovi.

The jamovi project (2022). jamovi. (Version 2.3) [Computer Software]. Retrieved from

https://www.jamovi.org.
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Tabela 8 - NUmero total e valores percentuais (%) de animais de acordo com a idade no dia
da coleta, dentre os grupos positivos e negativos para leucose enzootica bovina de 447
bovinos da raca holandesa por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA) no estado de Santa
Catarina, Brasil.

Grupos/ldades ELISA
Negativo Positivo Total
Primiparas (2 anos) FO 17 15 32
Fe 15.4 16.6 32.0
% 53.1% 46.9% 100.0%
Secundiparas (3anos) FO 41 21 62
Fe 29.8 32.2 62.0
% 66.1% 33.9% 100.0%
Multiparas (>4 anos) FO 157 196 353
Fe 169.8 183.2 353.0
% 44.5% 55.5% 100.0%
Total FO 215 232 447
Fe 215.0 232.0 447.0
% 48.1% 51.9% 100.0%

Teste Qui-quadrado (P=0.006). Jamovi.
The jamovi project (2022). jamovi. (Version 2.3) [Computer Software]. Retrieved from
https://www.jamovi.org.

5.3.5 Fatores de Risco
As variaveis dos fatores de risco estdo representados na Tabela 9. Com relacdo ao

nimero de animais presentes na propriedade, maior positividade foi evidenciada quando a
mesma possuia acima de 200 animais. Com relacdo ao método de reposicao, propriedades
que realizavam sua reposi¢cdo com animais oriundos de plantéis externos, possuiram maior
positividade ao virus da LEB, em relacdo as que faziam reposi¢do com animais do proprio
rebanho.

Analisando haver presenca de histérico de BLV, bem como da realizacdo de testes
diagnosticos prévios, maior positividade foi encontrada em rebanhos que nao possuiam
histérico ou diagnéstico algum.

Propriedades que reaproveitavam seringas e agulhas, sem realiza¢do de descarte ou
higienizacdo, apresentaram elevada positividade em relacdo aos locais que o descarte ou
higienizacdo eram realizados. Da mesma forma, onde era realizada a mochagéo de bezerros,
maior positividade foi encontrada.

Onde existia banco de colostro, houve um maior nimero de animais positivos.
Quando analisado histérico da presenga de doencas prévias nos rebanhos, maior

positividade foi evidenciada em rebanhos sem histérico de doencas.

)
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Tabela 9 - Fatores de risco avaliada por meio de questionario epidemioldgico e sua
associacdo entre animais positivos e negativos para a infeccao natural pelo virus da leucose
enzootica bovina, por meio do teste de ELISA, em bovinos leiteiros da raca holandesa, no
estado de Santa Catarina, Brasil.

Infeccdo por VBL

Variaveis Positivo Negativo p

N % N %
Numero de animais na propriedade
50-100 (Ref) 36 8,1 12 2,7
101-200 89 19,9 95 21,3 0,0085
>200 107 23,9 108 | 24,2
Método de reposicao
Do préprio rebanho 101 22,6 120 | 26,8 | 0.0054
Do préprio rebanho e compra de outros 131 29,3 95 21,3
Histdrico de LEB
Presente 10 2,2 24 54
Ausente 222 49,7 191 | 42,7 0.0176
Higienizacao/descarte de agulhas e
seringas entre a vermifugacéo dos
animais
Presente 39 8,7 21 4,7
Ausente 193 43,2 194 | 434 0.0291
Transferéncia de embrides
Presente 83 18,6 105 23,5
Ausente 149 33,3 110 | 24,6 0.0028
Banco de leite/colostro
Presente 143 32 107 23,9
Ausente 89 19,9 108 | 24,2 0.0195
Mochacéo em bezerros
Presente 162 36,2 169 | 37,8 0.034
Ausente 70 15,7 46 10,3 ’
Historico de testes diagnosticos para
LEB
Presente 11 2,5 24 54 0012
Ausente 221 49,4 191 | 42,7 ’
Doencas prévias
Problemas respiratérios 9 2 4 0,9
Problemas reprodutivos 13 2,9 2 0,4
Varios problemas concomitantes (Ref) 0 0 15 3,4 |<0,001
Outro 5 1,1 10 2,2
N&o possui histérico de outras doencas 205 45,9 184 | 41,2

Teste Qui Quadrado (p<0,05).

a1
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5.4 DISCUSSAO

De acordo com 0 nosso conhecimento, este € o primeiro estudo de prevaléncia e
soroprevaléncia do virus da leucose enzoo6tica bovina (BLV), utilizando duas técnicas de
diagnostico como a PCR e 0 ELISA, na raga holandesa, no estado de Santa Catarina, Brasil.
Na literatura consultada, existem apenas dois artigos avaliando a prevaléncia no estado de
Santa Catarina em bovinos leiteiros, porém, um deles sendo de cunho local, abrangendo
apenas 0 municipio de Mafra, compondo animais da raca holandesa e suas cruzas
(LUDERS, 2001); e o segundo abrangendo apenas quatro das seis mesorregides, incluindo
no estudo animais das racas holandesa, Jersey, e mesticas leiteiras (RODAKIEWICZ et al.,
2018).

Os dados epidemioldgicos encontrados para esta populacdo revelaram grande
divergéncia entre os dados obtidos em estudos anteriores. A prevaléncia no estado, por meio
de sorologia pela técnica de ELISA compreendeu 52% (232/447), muito acima do
encontrado por Luders (2001), onde a prevaléncia de infeccdo no municipio de Mafra,
utilizando sorologia por meio do teste IDGA foi de 7,9%. Levando em consideragdo que o
municipio de Mafra localiza-se na Mesorregido do Planalto Norte, grande divergéncia entre
o0s estudos também foi observada, onde encontramos prevaléncia nesta mesorregido, de 90%
(18/20) de animais infectados, por meio da técnica de ELISA. Devido a auséncia de
informacBes sobre as caracteristicas relacionadas aos animais e a propria propriedade no
estudo prévio realizado em Mafra, se torna impossivel definir ou apontar alguma possivel
causa para essa discrepancia entre resultados.

Rodakiewicz (2018) observaram pela técnica de Imunodifusdo em Agar Gel (IGDA)
em animais de quatro mesorregides do estado (Serrana, Sul, Oeste e Planalto Norte) com
prevaléncia de 42%, estando proximo aos 52% (232/447) observados neste trabalho. Vale
ressaltar que o modelo de teste soroldgico utilizado em ambos os trabalhos mencionados foi
outro, sendo o IDGA. Brenner, Moss e Moalem (1994) apontaram maior sensibilidade para
deteccdo de anticorpos por meio do teste de ELISA, comparado ao teste de IDGA, podendo
ser um fator a ter contribuido nessa diferenca significativa entre os resultados obtidos.

Nosso trabalho utilizou a técnica de ELISA, teste esse empregado em grande escala
nos Ultimos 10 anos, para diagnostico e adocdo de medidas de controle dentro das
propriedades, sendo indicado pela OIE. Por sua vez, Pereira (2013) apontou que o IDGA é o
teste padrdo para diagnéstico de BLV. O ELISA detecta anticorpos circulantes, ou seja,

detecta a infec¢do cronica, pressupondo-se que o animal teve contato com o agente em algum
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momento, e mantendo titulagbes minimas detectaveis, podendo ser diagnosticado por toda a
sua vida (GUTIERREZ et al., 2012).

Por outro lado, comparando os resultados com o trabalho anteriormente mencionado,
houve similaridade entre os resultados encontrados pela técnica molecular da PCR, muito
préximo dos 29% (130/447) encontrados em nosso trabalho, onde Rodakiewicz et al.,
(2018) encontraram prevaléncia de 80% por esta técnica, em animais previamente
detectados como soropositivos, gerando um resultado aproximado de 33% de positividade
avaliando a populacdo como um todo. Testes moleculares, como a PCR, identificam a
presenca do agente, pressupondo infeccéo ativa (FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

Comparando os resultados encontrados nas diferentes mesorregides, entre os estudos
consultados, no estado de Santa Catarina, nenhum deles teve concordancia com o encontrado
em nosso trabalho. Outro ponto importante a ser mencionado, é que resultados maiores de
prevaléncia podem ser encontrados por testes moleculares (PCR), comparado as técnicas
soroldgicas como o ELISA (LEE et al., 2016), indo ao desencontro do observado no estudo
em questao.

Maior prevaléncia observada por PCR, em relacdo aos testes sorologicos, pode estar
atribuida a soroconversdo tardia, ndo sendo possivel detectar titulagdes mensuraveis por
sorologia em animais com pouco tempo de exposicéo ao virus (LEE et al., 2016). Por outro
lado, resultados maiores encontrados por técnicas soroldgicas como o ELISA, podem indicar
que as titulacdes se apresentam elevadas, aumentando a deteccdo e confiabilidade,
pressupondo-se infeccdo cronica. Outro ponto importante, comparando resultados sorologicos
maiores que em testes moleculares como a PCR, € que animais com uma carga de DNA
proviral baixa, muitas vezes acabam sendo imperceptiveis de serem detectados pelas técnicas
moleculares (KLINTEVALL et al., 1994).

Os métodos de analises moleculares (PCR) e sorologicos (ELISA) normalmente
apresentam elevada concordancia (MC HUGH, 2012), porém, quando ha divergéncias, a
complementaridade entre os testes € de suma importancia, principalmente para detectar a
presenca do agente em animais imunossuprimidos ou com titulos baixos de anticorpos (OIE,
2018; Fidelis Junior 2019).

Animais positivos para o BLV, comumente apresentam linfocitose (BIRGEL JUNIOR
et al., 2006), corroborando com os achados encontrados perante a avaliacdo do leucograma,
onde 32% (74/232) e 35% (45/130) de animais apresentaram leucocitose com linfocitose, em
animais positivos pelas técnicas de ELISA e PCR, respectivamente, concordando com a

descricdo de que aproximadamente 30% dos animais infectados, apresentardo linfocitose
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durante a avaliagdo hematologica (SPINOLA et al., 2013). A linfocitose pode estar associada
a uma resposta a excitacdo ou a presenca de uma leucemia linfocitica. Em bovinos infectados
pelo BLV, a presenca de linfocitose € um achado comum, sendo considerada quando ha
contagem de linfocitos superior a 7.500 células/pL (HIRSH; LEITE, 2016).

A presenca de leucocitose associada a neutrofilia, ou apenas a neutrofilia, como
encontrado tanto em animais negativos, como positivos no presente estudo, pode ser
indicativo de processo inflamatdrio, podendo ser observada em alguns casos, como uma
resposta a excitacdo, quando ndo associada a alteragdes na contagem de bastonetes. Porém,
como o fibrinogénio permaneceu dentro dos valores de referéncia para a espécie, a teoria de
processo inflamat6rio ndo se confirma. Essa neutrofilia encontrada pode ser justificada nos
bovinos em questdo, devido a excitacdo pelo manejo no momento da coleta, gerando certo
estresse nos animais (WEISER, 2006).

A diferenca de temperatura retal encontrada entre 0s grupos, mesmo que
permanecendo dentro dos valores de referéncia para a espécie holandesa (ROBINSON, 1999)
ndo foi passivel de correlacdo entre a presenca ou auséncia do virus da leucose bovina, visto
que as coletas foram realizadas entre as estacGes de primavera e verdo (setembro a margo),
havendo assim, aumento da temperatura ambiente nesse periodo, impactando diretamente na
elevacdo de temperatura corporal. O estresse caldrico em bovinos leiteiros aumenta a medida
que a relagdo umidade relativa e temperatura ambiente ultrapassa a zona de conforto térmico,
dificultando a dissipacdo de calor, que por fim acaba elevando a temperatura corporal
(FERREIRA et al., 2006).

Animais acima de 48 meses de idade possuiram maior sororreatividade ao agente
etiologico. Mesmo sabendo que a contaminacdo pelo virus da leucose bovina pode acontecer
em qualquer fase de desenvolvimento do individuo, inclusive na fase embrionéaria ou logo
apos o nascimento (RAMALHO et al., 2020), a diferenca encontrada na idade dos animais
positivos por meio do teste de ELISA foi de acordo com as literaturas consultadas (JULIANO
et al., 2014; WOAH, 2021). O teste soroldgico de ELISA detecta anticorpos circulantes, ou
seja, pressupde-se que o animal teve contato com o agente etiolégico em algum momento da
sua vida ou que possui infeccdo cronica, como € o caso do BLV, aumentando a positividade
em testes soroldgicos com o aumento da idade dos animais (FIDELIS JUNIOR et al., 2019).

Trabalhos demonstram que as regifes geograficas possuem diferentes prevaléncias
para o virus da LEB (NEKOUEI et al., 2015). Nosso trabalho demonstrou maior positividade
na mesorregido da Grande Floriandpolis, chegando a 100% por meio de teste soroldgico

(ELISA) e 60% por meio de teste molecular (PCR). Esses resultados sdo discrepantes dos
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encontrados por Rodakiewicz et al. (2018), uma vez que a regido de maior prevaléncia no
estado de Santa Catarina por meio de deste sorolégico (IDGA) foi a Serrana (68,3%) e a
maior prevaléncia por meio da PCR foi na mesorregido do Planalto Norte (100%). Cabe aqui
ressaltar, que no trabalho mencionado, a mesorregido da Grande Florianopolis néo foi inclusa,
ndo havendo como comparar os resultados obtidos.

Como observado por meio do questionario epidemioldgico, propriedades que possuiam
mais que 200 animais no rebanho, tenderam a ter maior positividade. Vale ressaltar que essas
propriedades maiores, possuiam sistemas de criacdo de confinamento (free-stal / compost-
barn), aumentando o contato direto entre os animais, elevando as infecgdes
interpopulacionais, concordando com os achados de Nekouei et al. (2015). Da mesma forma,
essas propriedades na sua grande maioria, ndo adotavam medidas de descarte ou higienizacao
de seringas e agulhas, compartilhando as mesmas entre o0s animais, sendo um fator
predisponente para a disseminacéo do virus dentro do rebanho (KOBAYASHI et al., 2015).

Quando o método de reposicdo era por meio de bovinos oriundos de outras granjas ou
fazendas, maior positividade foi encontrada. Como essa reposicdo era realizada sem prévia
investigacdo da presenca do agente nestes animais, ou seja, sem a realizacdo de testes
diagndsticos prévios, grande chance de introdugdo de animais positivos, sem a consciéncia
dos produtores, pode estar envolvida na disseminacéo do virus (SUNN et al., 2015).

A mochacdo dos bezerros (as) nas propriedades esteve diretamente envolvida com
maior prevaléncia do virus dentro do rebanho. Formas de transmissdo iatrogénicas, como a
utilizacdo de utensilios para a realizacdo desses procedimentos, que transferem sangue entre
os bovinos, contribuem diretamente para a disseminacio da infeccio (BENITEZ et al., 2019).
O banco de colostro é uma ferramenta muito eficaz para evitar disseminacéo de patdgenos na
fase neonatal. Estudos mostram que a utilizacdo de colostro de vacas positivas para 0 BLV,
possui correlacdo com a disseminacdo para os bezerros (NUNES et al., 2024). Nossa pesquisa
demonstrou que locais onde havia banco de colostro, possuiu maior positividade. Na sua
grande maioria, esse colostro era por meio de colostro em p6 comercial, onde 0 mesmo passa
por processos de esterilizacdo, desta forma, ndo sendo possivel a realizagdo de correlagcdo
entre animais positivos e negativos, utilizando este produto.

Quando analisamos a presenca de doencas prévias, bem como sinais clinicos
compativeis com a presenca da doenca clinica, e a realizacdo prévia de testes diagnosticos,
maior positividade foi encontrada em propriedades que ndo possuiam historico algum.

Provavelmente, isso se deve ao fato da presenca do agente, na maioria dos casos, se

[o2]
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manifestar na forma subclinica, onde apenas 2 a 5% dos animais tende a manifestar algum
grau de sinais clinicos compativeis (LEUZZI JUNIOR et al., 2001; BENITEZ et al, 2019)

5.5 CONCLUSAO

A prevaléncia da leucose enzodtica bovina foi de 29% na PCR e 52% no ELISA em
bovinos da raca holandesa no estado de Santa Catarina, Brasil sendo a mesorregido com
maior prevaléncia a Grande Floriandpolis (60% PCR; ELISA, 100%). Leucocitose com
linfocitose foi observada em 35% dos animais positivos para ELISA. Os animais néo
apresentam sinais clinicos que possam ser relacionados com a presenca do virus. Maior
proporcdo de animais positivos foi correlacionada com o aumento da idade dos individuos.
O virus da leucose enzodtica bovina esta presente no estado de Santa Catarina devendo ser
adotadas medidas de prevencédo e controle para evitar a disseminacdo entre os animais dos

rebanhos.
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6 ASSOCIACAO DO LOCUS BOLA-DRB3 COM A RESISTENCIA AO VIRUS DA
LEUCOSE ENZOOTICA EM BOVINOS LEITEIROS

Resumo

A leucose enzootica bovina é uma doenca infecciosa causada pelo virus da leucose bovina,
causador de linfossarcomas em bovinos e presente em tecidos mamarios cancerigenos
humanos. A raca holandesa é reconhecida por sua elevada capacidade de producdo, sendo a
raca leiteira de maior importancia no cenério nacional. Conhecer a variabilidade do gene
BoLA-DRB3.2 dentro desta populacdo é uma ferramenta importante para avaliar a resisténcia
ou susceptibilidade desta raca ao agente. Esse aspecto denota importancia no sentido de
selecionar linhagens resistentes, minimizando perdas econémicas, bem como implicando
diretamente na saude publica. Para a determinacdo da variabilidade do gene BoLA-DRB3 e a
sua associacdo com a resisténcia ou susceptibilidade ao BLV em bovinos da raca holandesa,
alelos de 181 animais foram amplificados utilizando a técnica de PCRSBT. Foram utilizados
89 animais positivos e 92 negativos para ELISA e PCR. Os fragmentos foram sequenciados e
0s dados brutos das sequéncias foram analisados por meio do software Assign 400ATF ver.
1.0.2.41 software. A raca holandesa obteve 20 alelos identificados, sendo que dois
(DRB3*20:01:01 e DRB3* 044:01) ainda ndo descritos previamente na raga. O alelo BoLA
DRB3.2 011:01 apresentou associacdo com a resisténcia a infeccdo natural pelo virus da
leucose enzoodtica bovina (BLV). Andlises estatisticas demonstraram que esta populacdo
encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Conclui-se que a raca holandesa, apesar de
representar uma populacdo grande, mantém baixa diversidade genética para o0 BoLA-DRB3,
havendo associacdo de alelos de resisténcia a infeccao pelo BLV.

Palavras-chave: Genotipagem; Resisténcia; Raca Holandesa.
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6.1 INTRODUCAO

As racas leiteiras, principalmente se referindo a holandesa, que possui maior
distribuicdo nacional, possuem inegavel importancia sob o ponto de vista de sustentabilidade
e seguranca alimentar. A variabilidade genética que estes animais apresentam sdo importantes
diante dos desafios ambientais e nutricionais, para a melhoria de caracteristicas produtivas
importantes e para o atendimento de demandas dos consumidores (PORTER, 1978).

H& um entendimento que a variabilidade genética leva a maiores chances de
resisténcia a diversas enfermidades dos rebanhos (SPRINGBETT et al.,, 2003). Entre as
enfermidades mais prevalentes nos rebanhos bovinos leiteiros, a leucose enzoo6tica bovina,
causada pelo virus da Leucose bovina (BLV), é uma doenca causadora de enormes prejuizos
econdmicos decorrentes da alta morbidade, perda de potencial produtivo, morte ou descarte
involuntario de animais, além de ter um controle dificil de ser estabelecido (ALMEIDA et al.,
2021).

Os prejuizos causados pelo BLV exigem novas alternativas para o controle desta
enfermidade, sendo uma das mais promissoras, a selecdo de animais com genoétipos de
resisténcia a doenca clinica (SCHROOTEN et al., 2005). Uma vez identificados esses
animais, se tornam importantes fontes de material genético para o melhoramento de rebanhos
susceptiveis ao virus. Sob este aspecto, varios estudos comprovaram a importancia do locus
BoLADRB-3.2 com a resisténcia a diversas enfermidades (KULBERG et al., 2007; RUPP et
al., 2007).

O complexo de histocompatibilidade principal (MHC) caracteriza-se por ter relagdo
entre genes que desempenham papel na resisténcia/susceptibilidade a doencas infecciosas,
além de atuar sobre a resposta imune dos animais (PENN, 2002). O locus BoLA DRB3.2 tem
sido associado a resisténcia a diversas doengas infecciosas, incluindo mastite (POKORSKA et
al., 2018), febre aftosa (LEI et al., 2012), anaplasmose e babesiose (CASA et al., 2023) e
leucose enzodtica bovina (LO et al., 2021).

A raca holandesa € de interesse perante a varios fatores, tanto pelo volume, quanto
pela qualidade do leite produzido. No entanto, s&o animais muito sensiveis ao calor e a
parasitas como carrapatos, tendo comprometimento da sua resposta imune quando expostos a
desafios. Por este motivo, expressam melhor seu potencial produtivo em sistemas de
confinamento, que tenham conforto térmico e instalacbes apropriadas (PORTER, 1978).

Sendo assim, a presenca de alelos de resisténcia a leucose enzodtica bovina na raca holandesa,

(o]

O P4g. 63 de 90 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00004259/2025 e o c6digo K1O55K5M.



65

associados ao potencial produtivo evidencia sua importancia como fonte de material genético
para outros rebanhos.

Desse modo é possivel incrementar a resisténcia dos animais ao virus, reduzindo assim
custos com meédicos veterinarios, prejuizos com perdas de animais tanto por morte ou
descarte, custos com testes de rotina para controle do agente nas propriedades, assegurando a
producdo sustentavel a partir da utilizacdo desta raca.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Comité de Etica
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) do

Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC) sob protocolo nimero CEUA N° 3779240422.

6.2.2 Animais e obtencao das amostras
Foram utilizadas amostras de DNA de 181 bovinos da raca holandesa, oriundas de

propriedades localizadas nas seis mesorregides do estado de Santa Catarina, escolhidas de
forma aleatdria, a partir dos resultados previamente obtidos, compondo de 89 amostras
positivas para o0 BLV e 92 amostras negativas. As amostras positivas priorizaram animais que
tiveram teste positivo tanto pela técnica da PCR quanto pelo ELISA. Da mesma forma,
amostras negativas, para serem incluidas no estudo, obrigatoriamente, foram negativas
perante ambas as técnicas de diagndstico. Propriedades em que se obteve 100% de
negatividade para o BLV, ndo foram incluidas.

6.2.3 Extracdo de DNA
O DNA das amostras foi extraido por meio de kit comercial ReliaPrepTM Blood

gDNA Miniprep System (PROMEGA®), de acordo com as instrugdes do fabricante.

6.2.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
A infecgdo por BLV pode ser confirmada por meio da deteccdo do gene env do

provirus, que possui 440 pares de base e estd localizado na posi¢do 5029-5468 do genoma
viral. A reacdo de PCR foi calculada por meio de fator de diluicdo para amostras com
concentracdo de DNA entre 20 e 50uL, e era composta por 1X Green GoTaq Flexi Buffer,
25mM de Cloreto de Magnésio (MgCl2), mix de nucleotideos (adenina, citosina, guanina e
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timina) 2mM cada, 8,5 pmol de primers OBLVIA (5°-
CTTTGTGTGCCAAGTCTCCCAGATACA-3’) e OBLV6A (5-
CCAACATATAGCACAGTCTGGGAAGGC-3’), 3uL de template de DNA e agua livre de
nuclease para completar o volume final da reacéo de 25uL, adicionada em microtubos do tipo
Eppendorf de 200pLL.

A amplificagdo foi conduzida em termociclador (Veriti 96 well Thermal Cycler -
Applied Biosystems by Thermofisher®) conforme protocolo da Organizagdo Mundial de
Saude Animal (OIE), e as amostras passaram por um ciclo de cinco minutos a 94°C, cinco
ciclos a 94°C por quarenta e cinco segundos, 60°C por sessenta segundos e 72°C por noventa
segundos, trinta e cinco ciclos de 94°C por quarenta e cinco segundos, 59°C por sessenta
segundos e 72°C por noventa segundos. A Ultima etapa da PCR foi um ciclo de 72°C por sete
minutos, seguido de holding de 4°C.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese com 100V e 400mA por 50
minutos, em gel de agarose 1,5%. Foram utilizados 9uL de amostra marcadas com 1pL de
GelRed® nucleic acid gel stain 2X (Uniscience). O marcador molecular utilizado foi 100pb
DNA Ladder corado com 6X Blue/Orange Loading Dye (Promega®). O gel foi visualizado
em transiluminador L-Pix EX (Loccus®).

6.2.5 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
O teste de ELISA foi realizado utilizando o kit comercial ELISA CHEKIT-Leucose

(IDEXX®), seguindo as instrucdes recomendadas pelo fabricante. As leituras da microplaca
foram realizadas em um leitor Thermo® Multiskan, equipado com um filtro de 450 nm.

6.2.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
A amplificacdo do gene BoLA-DRB3 se deu por meio de PCR em etapa Unica, com 0s

primers HLO30 (5’-ATC CTC TCT CTG CAG CAC ATT TCC-3") e HLO32 (5’-TCG CCG
CTG CAC AGT GAA ACT CTC-3’) (DUANGIJINDA et al., 2013). As condigdes de reagdo
foram: desnaturacdo inicial a 95°C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C por 1
minuto, 65°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e uma extenséo final a 72°C por 10 minutos.
A eletroforese dos produtos de amplificacdo foi realizada em cuba horizontal, em gel de
agarose a 1,5% acrescido do corante Unisafe Dye 20.000x (Uniscience). Na primeira lacuna
do gel foi utilizado um marcador de peso molecular de 100pb como padréo para determinar o
tamanho das bandas das amostras. As condicGes da fonte elétrica foram de 100 Volts e
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400mA por 40min, e visualizacdo mediante exposicdo a luz ultravioleta. O fragmento obtido
possui tamanho de 284pb do éxon 2 do gene BoLA-DRBS.

6.2.7 Genotipagem do gene BoLa-DRB3 por meio da técnica de PCR-SBT (Polymerase
Chain Reaction — Sequence Based Typing)
Os alelos BoLA-DRB3 foram genotipados utilizando a técnica de PCR-SBT

(TAKESHIMA et al., 2011), usando os primers HLO30 (5’-ATC CTC TCT CTG CAG CAC
ATT TCC-3") e HLO32 (5’-TCG CCG CTG CAC AGT GAA ACT CTC-3’). Os fragmentos
foram sequenciados utilizando o ABI PRISM BigDye Terminator Cycle 137 Sequencing
Ready Reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA), pelo método de Sanger. Os dados
brutos das sequéncias foram analisados por meio do software Assign 400ATF ver. 1.0.2.41

software (Conexio Genomics, Fremantle, Australia).

6.2.8 Analises estatisticas

6.2.8.1 Medidas de variabilidade genética
As frequéncias alélicas e o numero de alelos foram obtidos por meio de contagem

direta. A heterozigosidade observada (Ho) e a heterozigosidade esperada (He) para o locus
BoLA- DRB3 foi estimada (Nei, 1978), utilizando o software ARLEQUIN 3.5 para anélise de
genética de populagdes. Potenciais desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foram
estimados pela estatistica FIS para cada raca utilizando o teste exato incluido no software
GENEPOP 4.0.

6.3 RESULTADOS

Um total de 20 alelos foram identificados na populacdo estudada (Tabela 10). O alelo
mais frequente observado foi o DRB3*001:01 (27,6% - 100/362), seguido dos alelos
DRB3*015:01 (20,7% - 75/362), DRB3*010:01 (14% - 51/362), DRB3*011:01 (10,7% -
39/362) e DRB3*014:01:01 (8% - 29/362).

Os alelos DRB3*20:01:01 (1/362) e DRB3* 044:01 (1/362) encontrados em nosso
grupo de estudo, ndo foram previamente encontrados em outras populacdes da raca holandesa
dentro da literatura consultada. Por meio do teste Exato de Fischer identificou-se que o alelo
DRB3*011:01 (39/362) possui associacdo entre animais positivos e negativos para leucose
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enzoodtica bovina (p=0,036), por meio da PCR e ELISA, havendo associacdo génica com

resisténcia para a infecgdo natural pelo virus.

Tabela 10 - Frequéncia génica dos alelos BoLA-DRB3 detectados por PCR-SBT em 181
animais da raca holandesa associados aos positivos e negativos para BLV por meio dos testes
de ELISA e PCR, no estado de Santa Catarina, Brasil.

Alelo BoLA-DRB3 Ho He PValue O.R.
BLV +(178) BLV-—(184) BLV+ BLV-

BoLA-DRB3*001:01 47 53 49 51 0,610 0,887
BoLA-DRB3*015:01 41 34 37 38 0,285 1,32
BoLA-DRB3*010:01 30 21 25 26 0,137 1,57
BoLA-DRB3*011:01 13 26 19 20 0,036 0,479
BoLA-DRB3*014:01:01 11 18 14 15 0,207 0,632
BoLA-DRB3*012:01 14 7 10 11 0,098 0,463
BoLA-DRB3*027:03 9 9 9 9 0,942 0,966
BoLA-DRB3*009:02 2 4 3 3 0,434 1,96
BoLA-DRB3*007:01 2 3 2 3 0,608 1,46
BoLA-DRB3*009:01 1 3 2 2 0,331 2,93
BoLA-DRB3*025:01:02 1 2 1 2 0,582 1,95
BoLA-DRB3*002:01 2 0 1 1 0,149 0,191
BoLA-DRB3*037:01 2 0 1 1 0,149 0,191
BoLA-DRB3*016:01 1 0 0.4 0.5 0,309 0,321
BoLA-DRB3*020:01:01 1 0 0.4 0.5 0,309 0,321
BoLA-DRB3*024:06 1 0 0.4 0.5 0,309 0,321
BoLA-DRB3*003:01 0 1 04 0.5 0,325 2,92
BoLA-DRB3*013:01 0 1 04 0.5 0,325 0,343
BoLA-DRB3*031:01 0 1 0.4 0.5 0,325 0,343
BoLA-DRB3*044:01 0 1 04 0.5 0,325 0,343

Teste Exato de Fischer P=0,137. Jamovi.
The jamovi project (2022). jamovi. (Version 2.3) [Computer Software]. Retrieved from
https://www.jamovi.org.

O pequeno numero de alelos encontrados na raca holandesa, comparados a outros

estudos resultou também em baixa diversidade genética, representado pelos valores de ho e he
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menores que 0,90 (ho= 0.823 / he= 0.839). O teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg (WHE)
mostrou que a raga holandesa ndo apresenta desvio da proporcao tedrica (p=0,018), indicando
que ndo ha forcas de selecdo atuando de modo que possa mudar a frequéncia de alelos
presentes.

Para testar se ha a ocorréncia de possivel selecdo por balanceamento na raca
holandesa, foi realizado o teste de neutralidade exato de Slatkin, sendo que valores de p
abaixo de 0,025 para este teste sdo esperados se a amostra estiver sob selecdo por
balanceamento, o que ndo se confirmou para a raca holandesa (p=0,111).

O valor de FIS positivo indica duas hipoteses; que ha excesso de animais homozigotos
na populacdo ou que hd um nimero muito reduzido de heterozigotos, ndo sendo esse dado

significativo na raca holandesa da populacéo estudada (FI1S=0,018; p=0,111).

6.4 DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho de associacdo dos alelos BoLA-DRB3 com a infeccao
natural por Leucose Enzootica Bovina em bovinos da raca holandesa no Brasil. A
variabilidade genética € um dos principais fatores utilizados em programas de melhoramento
genético. Cada raca relne caracteristicas préprias que lhes conferem vantagens em seus
ambientes de criagdo, maximizando seu potencial de producdo (SPRINGBETT et al., 2003).

A distribuicdo das frequéncias alélicas BoLA DRB3 no éxon 2 na raga holandesa,
totalizando 20 alelos no total, estd de acordo com o esperado, visto que estudos prévios
reportaram uma variacdo entre 11 a 37 alelos para a raca holandesa em diferentes paises
(DIETZ et al, 1997; TAKESHIMA et al, 2015; BRUJENI et al., 2016;
GIOVAMBATTISTA et al., 2020; MAEZAWA et al., 2023; HAMADA et al., 2024). Dentre
0s 20 alelos identificados na raca holandesa no estado de Santa Catarina, Brasil, 18 variantes
ja haviam sido anteriormente relatadas por diferentes autores e dois novos alelos foram
encontrados em nosso estudo, sendo 0 DRB3.2* 044:01 e o DRB3.2*020:01:01, identificando
mais opgdes de polimorfimo na raga.

A raca holandesa demonstra possuir baixa variabilidade genética para o gene BoLA-
DRB3, 0 que pode ser considerado uma desvantagem para os programas de melhoramento,
principalmente nos quesitos de caracteristicas voltados a satde animal (VILACA et al., 2016).
O cruzamento entre linhagens especificas, com foco apenas em determinada caracteristica

produtiva predispdem a perda da variabilidade genética (FAO, 2015).
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Pressupde-se que a resisténcia exibida por certos grupos genétivos de bovinos ao BLV
esteja associada a caracteristicas ligadas ao Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC) (BRUJENI et al., 2016). As descobertas evidenciadas em varios estudos regionais
enfatizam a tese da extrema relevancia genética correlacionada a resisténcia sobre a
manifestacdo clinica da leucose bovina.

Os alelos DRB3.2 *001:01, *15:01 e *011:01 juntos, representaram 59% (214/362)
das frequéncias obtidas por meio de PCR-SBT. Vai de encontro com as frequéncias mais
elevadas ja descritas (DIETZ et al., 1997; DUANGJINDA et al., 2013; SHARIF et al., 2016;
GIOVAMBATTISTA et al., 2020). Portanto, as informagdes obtidas sobre o polimorfismo do
locus BoLA-DRB3 da pesquisa neste grupo regional da raca holandesa pareceu
representativo.

Em se tratando de possivel resisténcia ou susceptibilidade genética para esta
enfermidade, o alelo BoLA DRB3.2*09:01 é frequentemente encontrado na raca holandesa e
foi associado a susceptibilidade & infeccdo por BLV (BRUJENI et al., 2016), o que ndo se
confirmou em nossa populacdo de estudo, sendo um alelo com baixa frequéncia e sem
correlagdo com susceptibilidade ou resisténcia a manifestacdo de leucose. Por outro lado, o
alelo BoLA DRB3.2* 011:01 possuiu associa¢ao entre animais positivos e negativos, havendo
associacao génica com resisténcia para a infeccdo natural pelo virus. O mesmo resultado foi
evidenciado realizando-se sequenciamento génico em gado japonés, onde comprovou-se que
0 alelo 011:01 possui resisténcia perante ao virus da leucose bovina (LO et al., 2021).

Nosso achado corrobora com os dados encontrados em estudo prévio realizado na
Colombia, em bovinos crioulos, onde 0 mesmo alelo foi identificado e ligado positivamente a
reduzida infeccdo viral, ao ndo desenvolvimento de linfocitose persistente e ao aumento de
anticorpos contra leucose bovina, bem como com a diminui¢do da carga proviral, sendo
considerados animais resistentes ao desenvolvimento e progressdo da doenca (HERNANDEZ
etal., 2014).

O mesmo estudo realizado por LO et al. (2021), identificou que o gene BOLA-
DRB3.2* 016:01, possui potencial ligacdo com o desenvolvimento da forma clinica da
leucose enzodtica bovina induzida pelo BLV, ndo sendo demonstrado essa mesma evidencia
em nosso estudo, por mais que esse alelo tenha sido identificado em nossa populacdo de
estudo. Diferentes fatores podem explicar a falta de associacdo a resisténcia ou
susceptibilidade a infeccdo, sendo que o principal poderia ser pelo fato de que alelos de

resisténcia ou susceptibilidade do gene explicam apenas uma parte da variancia deste carater
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(infeccdo por BLV), sendo que o nimero de animais analisados e o numero de alelos
detectados fazem que ndo tenhamos um suficiente poder de detecta-lo estatisticamente.

Em estudo realizado no Japao onde se avaliou a frequéncia de alelos BoOLA-DRB3 em
vacas holandesas, concluiu-se que a carga viral estd intimamente associada ao polimorfismo
alélico destes animais (TAKESHIMA et al., 2018). Portanto, sabendo-se a carga proviral dos
animais positivos, facilita 0 manejo de controle do virus dentro das propriedades, eliminando
a necessidade de segregacdo de lotes, ou ainda permitindo segregar apenas animais com
elevado potencial de disseminacdo do agente (KUCZEWISKI et al, 2020).

Os genes BoLA, principalmente DRB3, possuem utilizagdo ampla como como
marcadores para doencas e caracteristicas imunoldgicas em bovinos. Em se tratando do virus
da leucose bovina, o diagnostico baseado na carga de DNA proviral desempenha crucial
importancia na manifestacdo clinica e risco de transmissibilidade (DAOUS et al., 2021). Uma
sugestdo para pesquisas futuras seria a realizacdo de estudos adicionais envolvendo a
quantificacdo de DNA proviral dos animais positivos, e com estes, realizar a identificacdo dos
alelos e correlacionar com a susceptibilidade ou resisténcia a leucose enzooética bovina,
trazendo dados importantes para selecdo e controle da enfermidade nas propriedades.

Nosso estudo contribui para a compreensdo molecular da infec¢do por BLV na raca
holandesa, sendo a raca de maior importancia nacional no cenario leiteiro. A identificacdo de
20 alelos para o0 gene BoLA-DRB3 fornece perspectivas valiosas sobre diversidade genética
desta raca.

A diversidade genética (ho e he) e o HWE (FIS) calculados em nosso trabalho,
estimam a diversidade genética na populacdo e a atuacdo de forcas evolutivas. O baixo
namero de alelos presentes na raca holandesa, mesmo que esperados, resultam também em
baixa diversidade genética, apresentando valores de ho e he inferiores a 0,90. Resultados
semelhantes foram encontrados para outros grupos de bovinos da raca holandesa
(GIOVAMBATTISTA et al., 2020). O teste para o Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
mostrou que a raca holandesa ndo apresenta desvio da proporcao tedrica, ou seja, encontra-se
em equilibrio.

Mesmo com numero extremamente elevado de animais na populacdo da raca
holandesa no estado de Santa Catarina, a raga ndo consegue manter alta variabilidade genética
e a falta de manutencéo desta diversidade pode se dar por meio de mecanismos de selecdo. A
raca holandesa se encontra em HWE, sendo que o0 excesso ou déficit de heterozigotos possuiu
diferenga. Sendo assim, ndo conseguimos atrelar nenhum tipo especifico de forca de selegéo a

auséncia de elevada variabilidade genética da raca, de modo que possivelmente uma intensa
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selecdo para caracteristicas voltadas a producdo, usando grupos genéticos especificos, seja
suficiente para diminuir a diversidade genética para o gene BoLA-DRB3. Ainda assim, a
quantidade de alelos presentes na raga holandesa pode contribuir para que os animais nao
identifiquem e nao tenham boas respostas frente a diferentes antigenos agressores, diferente
do que acontece com ragas nativas na Africa, que possuem resisténcia natural a diversas
enfermidades (SALIM et al., 2021).

O teste de neutralidade de Slatkin mostra evidéncias de que o perfil de frequéncias do
gene BoLA-DRB3 na raca holandesa apresenta distribuicdo consistente com a propor¢édo
tedrica esperada para animais que estejam em equilibrio. Resultados semelhantes foram
obtidos para a raca holandesa de origem argentina (TAKESHIMA et al., 2015a).

Recentemente, trabalhos demonstraram presenca de DNA do BLV em tecido
neoplasico mamario de mulheres, estando em proporcdo mais elevadas em relacédo a tecidos
saudaveis (BALTZELL et al., 2018; SCHWINGEL et al., 2019, GAO et al., 2020), bem
como, identificou-se a presenca de DNA viral no sangue humano (BUEHRING et al., 2019).
Diante disso, nosso estudo e sua importancia tornam-se aparentes, contribuindo para a
percepcdo do virus da leucose bovina nos rebanhos regionais, bem como pode pressupor
hipoteses correlacionadas com a salde humana, visto que indicios de carater zoonoético estdo
cada vez mais aparentes. Desta forma, enfatiza-se a importancia da continuidade de estudos
que demonstrem o real cenario do BLV, correlacionando com linhas de pesquisa voltadas a
salde publica.

Nosso experimento permitiu uma analise mais precisa e detalhada da resposta imune
dos animais da raca holandesa expostos de forma natural ao BLV. Por meio da identificagcéo
génica, podemos aprofundar nossa compreensdo sobre o0s mecanismos moleculares
envolvidos com caracteristicas de resisténcia ou susceptibilidade a infec¢cdo. Tais estudos sdo
cruciais para aprimorar nossa compreensdo, estabelecendo uma base de dados que nos
garantem intervengdes futuras e estratégias de controle da enfermidade nos rebanhos de forma
solida.
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6.5 CONCLUSAO

Conclui-se que a raga holandesa, no estado de Santa Catarina, Brasil, possui baixa
variabilidade genética para o gene BoLA-DRB3.2. Foram encontrados dois alelos
DRB3*20:01:01 e DRB3* 044:01 ainda ndo descritos para a raca holandesa. O alelo BoLA
DRB3.2 011:01 apresentou associacdo com a resisténcia a infec¢do natural pelo virus da

leucose enzoodtica bovina (BLV).
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ANEXOS

| UDESC | LAGES

UNMIYERSIDADE
. o estapo pe | CENTRO DE CIENCIAS

CaNTA CaTARINA | AGROVETERINARIAS Uso de Animais

Comissdo de Etica no

CERTIFICADOD

Certificamos que a proposta intitulada *FATORES DE RISCO, SOROPREVALENCIA, GENOTIPAGEM E ASSOCIACAD DO LOCUS BOLA-
DRE3 COM A RESISTENCIA AD VIRUS DA LEUCOSE ENZOOTICA EM BOVINOS LEMEIROS.", protocolada sob o CEUA n2 3779240422
i 021555, s0b a responszabilidade de Joandes Henrigue Fonteque e equipe; Felipe Eduardo Fiorin - que envolve a produgao,
manutencdo efou utilizacde de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensing - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bemn como com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacdo Animal ([CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) na reunido de
20042022,

We certify that the proposal "RISK FACTORS, SEROPREVALENCE, GENOTIFING AND ASSOCIATION OF THE BOLA-DRB3 LOCUS WITH
ENZOOTIC LEUKOSIS VIRUS RESISTAMCE IN DAIRY CATTLE.", wtilizing 400 Bovines (males and females), protocol number CEUA
3779240422 oo eo1s35), under the responsibility of joandes Henrigue Fonteque and team; Felipe Eduardo Fiorin - which involves
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 5899 of July 15,
2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved
by the Ethic Committee on Animal Use of the University of Santa Catarina State (CEUA/UDESC) in the meeting of 04/29/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Académical
Vigéncia da Proposta: de 06/2022 a 0672026 Area: Medicina Veterindria
Origam: Animais de proprietarios

Espécie: Bowinos sexo: Machos e Fémeas idade: 0a 20 anos N: 400
Linhagem: Holandesa Pesa: 50 a 1000 kg

Local do experimento: Os animais serdo provenientes de propriedades rurais criadoras de bavinos leiteiros no estado de Santa
Catarina.

Lages, 29 de abril de 2022

i

“ e

\J
José Cristani Pedro Volkmer de Castilhos
Coordenador da Comiss3e de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade do Estado de Santa Catarina Universidade do Estado de Santa Catarina

Ax. L dhit Camdees, 2000 - Cintrs Agrovebiringris - Bairs Conts Dinfuies Lages/SC CEF: 28520-000 - tel: 55 (48] 32899139
Horhrio di: sbendiminte: 36 o 60 das B b LR e-mail: celeagoay udesc br
CEUA W 3TTR40412
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u UDESC LAG ES Universichde co Estado do Santa Catarina
UNIVERSIDADE

Comissdo de Etica no
' DO ESTADO DE CENTRO DE CIENCIAS Uso de Animais

SANTA CATARINA | AGROVETERINARIAS

CERTIFICADO : EMENDA 26032023

Certificamos que a EMENDA (versdo de 26/03/2023) da proposta intitulada "FATORES DE RISCO, SOROPREVALENCIA,
GENOTIPAGEM E ASSOCIACAO DO LOCUS BOLA-DRB3 COM A RESISTENCIA AO VIRUS DA LEUCOSE ENZOOTICA EM
BOVINOS LEITEIROS.", CEUA n? 3779240422 (10 015440, Sob a responsabilidade de Joandes Henrique Fonteque e
equipe; Fellpe Eduardo Fiorin - que envolve a producdo, manutencdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com o0s
preceitos vigentes para sua apresentacdo, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUAJUDESC) em 04/04/2023.

Término previsto: 06/2026

Origem: Animais de proprietarios

Quantida
Espécie:  Bovinos sexo: Machos e Fémeas idade: 0 a 20 anos de 450
solicitada:

Linhagem: Holandesa Peso: 50 a 1000 kg

ANIMAIS UTILIZADOS

Quantidade Quantidade
Aprovada Utilizada
Bovinos Machos e Fémeas 850 0

Lages, 04 de abril de 2023

José Cristani Pedro Volkmer de Castilhos
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animals  Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade do Estado de Santa Catarina Universidade do Estado de Santa Catarina

Av. Luis de Camdes, 2090 - Centro Agroveterindrio - Bairro Conta Dinheiro Lages/SC CEP: 88520000 - tel: 55 (49) 32839129
Horério de atendimento: 2% & 62 das 8h &< 18h - e-mail: cetea@cav.udesc br
CEUA N 3779240422 15440
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(U]
«UDESC UNIVERSIDADE DO ESTADO ‘Qw«m

DE SANTA CATARINA - UDESC asil

FPARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Fatores de risco, soroprevaléncia, genotipagem e associacdo do locus BOLA-DRB3I
com a resisténcia ao virus da leucose enzodtica em bovinos |eiteiros.

Pesquisador: Joandes Henrigue Fonteque

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 60325722.6.0000.0118

Instituigdo Proponente: FUNDACAD UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SC UDESC

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 5.834.158

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de sequnda versdo de protocolo de pesquisa CAAE: 60325722.6.0000.0118 Titulo da Pesquisa:
Fatores de risco, soroprevaléncia, genotipagem e asscciagdo do locus BOLA-DRB3 com a resisténcia ao
virus da leucose enzodtica em bovinos leiteinos.

Pesquizador Responsavel:

Joandes Henrique Fonteque & como equipe de pesquisa FELIPE EDUARDO FIORIN

Pesquisa orunda do CAV/UDESC PROGRAMA DE POS GRADU AQE.O EM CIENCIAS AMIMAL (PPGCA)
CURSO DE MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL .

Como desenho consta:

O projeto de pesguisa envelve académice do Programa de Pods-graduacdo em Ciéncia Animal nivel
Doutorade da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) e tera o objetivo de determinar a
prevaléncia da Leucoze Enzodtica Bovina em bovinos leiteiros no estado de Santa Catarina, além dos
fatores de risco para a propagacdo da doenga nas propriedades, bem como os gendtipos virais mais
frequentes e a possivel resisténcia destes animais a enfermidade associando-se o locus BolLA-DREB3I.

Enderego:  Avenida Madre Benvenutta. 2007, Reitoria - Térmeo -sala CEF/UDESC

Bairro: ltacorubi CEP: 28035001
UF: 5C Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3664-5054 Fax: (43)3084-7331 E-mail: cepsh.reitoria@udescbr

Pagira 01 o= 10
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WUDESC UNIVERSIDADE DO ESTADO mo:ﬂp

DE SANTA CATARINA - UDESC

Continuagdo do Parecer: 5.834.158
participante da pesquisa ou seu representante legal, quando for o caso, bem como o pesquisador

responsavel, deverdo rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE -
apondo suas assinaturas na ultima pagina do referido Termo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 07/12/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1976459.pdf 14:01:24
Outros Termo_de_Cooperacao.pdf 07/12/2022 |Joandes Henrigue Aceito
13:55:21 Fonteque

QOutros ATO_DOQ_REITOR.pdf 07/12/2022 |Joandes Henrique Aceito
13:54:29 | Fonteque

QOutros Carta_Respostas_a_pendencias.pdf 07/12/2022 |Joandes Henrique Aceito

13:53:05 |Fonteque
Projeto Detalhado / | Projeto_CEPSH_Leucose_Corrigido pdf| 07/12/2022 |Joandes Henrique Aceito

Brochura 13:51:57 |Fonteque

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE_Projeto_Leucose_Corrigido pdf 07/12/2022 |Joandes Henrique Aceito

Assentimento / 13:50:11 | Fonteque

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folhaDeRostoThalerAssinada. pdf 07/12/2022 |Joandes Henrique Aceito
13:46:31 | Fonteque

Qutros Questionario_leucose_pdf 04/07/2022 |Joandes Henrique Aceito

10:47:25 Fonteque

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
N&o

FLORIANOFPOLIS, 22 de Dezembro de 2022

Assinado por:

Renan Thiago Campestrini
(Coordenador(a))
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L.. UUMEEE.EE Comité de Etica em Pesquisa
.5‘ DO ESTADO DE cepsb Envolvendo Seres Humanos

SANTA CATARIMNA,

GABINETE DO REITOR
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

{a) senhor{a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa dentifica de Doutorado intitulada
“FATORES DE RISCO, SOROPREVALENCIA, GENOTIPAGEM E ASSOCIAGAO DO LOCUS BOLA-DRB3
COM A RESISTENCIA AC VIRUS DA LEUCOSE ENZOOTICA EM BOVINOS LEITEIROS", que tem como
objelivo determinar a soroprevaléncia da leucose em bovinos leiteiros no estado de Santa Catarina por meio do
teste de ELISA, bem como os gendlipos do virus e a sua associagdo com o locus Bola-DRE3. Identificar os
possiveis fatores de risco associados & transmissdo do virus, por meio da aplicagio de um questionario
epidemiologico abordando as principais caracteristicas da propriedade, manejo empregado, presenca de
outras espécies, frequéncia e tipo de franstornos relacionados a enfermidade.

Serfio previamente marcados a data & horario para a colheita das amostras de sangue e realizagéo do
guestionario epidemiologico. O contado com os proprietarios sera realizado via telefone, bem como o conteldo
do guestionario sera previamente dispenibilzado e encaminhado para a sua avaliagdo. Informamos que o
recrutamento dos proprietarios se deu por meio do TERMO DE COOPERAGAD TECNICA N° 7921, firmado
entre a COMPANHIA INTEGRADA DE DESENVOLVIMENTO AGRICOLA DE SANTA CATARINA (CIDASC) e
& UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA (UDESC) onde foi solicitado o cadastro das
propriedades leiteiras do Estado de Santa Catarina registradas na CIDASC para realizar o contato com os
proprietarios a im de iniciar as colheitas das amostras e a realizagio do questionario epidemiologico. Estas
avaliapbes serdo realizadas nas proprias propriedades sem necessidade de deslocamento. Nao & obrigatorio
responder a todas as perguntas. Para a realizago do questionario epidemiologico serdo tomadas as medidas
de prevengdo e confrole da fransmissdo do coronavinus COVID-19 conforme normas da UDESC. O
guestionario sera realizado em ambiente ventilado (portas e janelas abertas), manter distancia minima de 1
mefro entre o entrevistador e enfrevistado, utilizagio de mascara, higienizagdo das maos com alcoal 70%, ndo
compartilhar objetos e adotar comportamento amigavel sem contato fisico.

Os procedimentos realizados incluem a coleta por meio da venopungdo da jugular para obtengao de
amostras de sangue e aplicagdo de um gquesfionario epidemiologico com os proprietarios de bovinos para
avaliagdo dos fatores de risco contendo quesifies sobre as principais caracieristicas da propriedade, manejo
empregado, presenca de outras espécies domesticas, freguéncia e tipo de transtomos.

Ma) Senhor(a) e seufsua acompanhante ndo terBo despesas & nem sardo remunerados pela
participagao na pesquisa. Todas as despesas decorrentes de sua participagdo serao ressarcidas. Em caso de
dano, durante a pesquise sera garantida a indenizacéo.

Os riscos destes procedimentos serdo minimos sendo apenas colhidas amostras de sangue dos bovinos
& aplicado um guestionario epidemiclogico com os proprietanios de bovinos para avaliagio dos fatores de risco
contendo questies sobre as principais caracteristicas da propriedade, manejo empregado, presenga de outras
espécies domeésticas, frequéncia e tipo de transtornos.

A sua identidade sera preservada, pois cada individuo sera idenfificado por um nimero.

Os beneficios e vantagens em participar deste estudo serdo diretos & imediatos sendo que os resultados
dos exames serdo comunicados aos proprietanos dos animais, bem como laudos da prevaléncia. Os beneficios
tarmbém serdo indiretos e tardios, pois sera gerada uma contribuigao centifica com dados relacionades a
soroprevaléncia da infecgdo pelo virus da leucose bovina em bovinos leiteires no estado de Santa Catarina.
Estes dados, apos publicacio cientifica, poderao ser utilizades por outros Medicos Veterindrios como auxilio no
diagnéstico de enfermidades infeccicsas que acometem os bovinos leiteires. Os procedimentos envelvidos na
pesquisa serdo realizados exclusivamente pelo Coordenador do Projeto Médico Veternario Prof. Dr. Joandes
Henrique Fonteque, CMRVISC 4612, & o académico de Pés-Graduagdo Doutorado Felipe Eduardo Fiorin
CRMW/SC 7584 os quais sao totalmente aplos para realizagio dos mesmos.

O(a) senhor(a) podera se retirar do estudo a qualguer momento, sem qualguer tipo de constrangimento.

Solicitamos a sua autorizagdo para o uso de seus dados para a produgéo de arfigos técnicos e
cientificos. A sua privacidade serd mantida através da nao-identificacdo do seu nome ou do animal.
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L.. l_erl.PEnEsgnce Comité de Etica em Pesquisa
.i‘ DO ESTADO DE cepsﬁ Envolvendo Seres Humanos

SAMNTA, CATARIMNS,

GABINETE DO REITOR
Esle termo de consentimento livre e esclarecido é feito em duas vias, sendo que uma delas ficara em
poder do pesquisador e outra com o sujeito parficipante da pesguisa.

PESS0A PARA CONTATO: PROF, DR, JOANDES HENRIQUE FONTEQUE
(PESQUISADOR RE SPONSAVEL)

NUMERO DO TELEFOME: (45) 3289-9254 / (49) 98919-7920

ENDEREGO: HOSPITAL OF CLINICAS VETERINARIAS (HCV) DO CAWUDESC
AV, LUIS DE CAMOES, 2090 — BAIRRO CONTA DINHEIRO - LAGES, SC.

ASSINATURA DO PESQUISADOR m

~d

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Se umanos — CEPSHUDESC
Au. Madre Benvenuta, 2007 - ltacorubi - Florianopolis - SC -88035-001 - Fone/Fax: (48)3321-8195

e-mail: cepsh. reitoria@udesc.br
CONEP- Comissio Nacicnal de Etica em Pesquisa - SEPN 510, Norte, Bloco A, 3andar, Ed. Ex-INAN,
Unidade Il = Brasilia = DF- CEP: 70750-521 - Fone: (61)3315-5878/ 5879 — e-mail: conep@ saude.gov.br

TERMO DE CONSENTIMENTO
Declara que fui informado sobre lodos os procedimentos da pesquisa &, que recebi de forma clara e objeliva
todas as explicagbes pertinentes ao projeto e, que todos os dados a meu respeilo serdo sigilosos. Eu compreendo
que neste estudo, as medicies dos experimentos/procedimentos de tratamento serdo feitas em mim, e gue fui
informado que posso me rebrar do esfudo a qualguer momento.

Mome por extenso

Assinatura Local: Data; f_f .

[
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QUESTIONARID

FATORES DE RISCO, SOROPREVALENCIA, GENOTIPAGEM E ASSOCIACAD DO
LOCUS BOLA-DRB3 COM A RESISTENCIA AO VIRUS DA LEUCOSE ENZOOTICA EM
BOVINOS LEITEIROS

NPFICHA: WO

PROFPRIEDADE:

NOME:

ENDERECO:

TELEFONE:

ASPECTOS DA PROPRIEDADE:

1. Nimero de animais na propriedade:
() Menor que 50
{ ) DesDa100
{ )De101a 200
{ )Mais de 200

2. Sistema de Criagio:
{ ) Extensivo
() Intensivo
() Semi-extensiva

3. Qual a finalidade produtiva da criagdo:
) leite

) leite+carne

) Animais para reprodugio

1 Venda

) Cria

) Recria

) Engorda

— —, —, p—, p—, —,

3.1 Se afinalidade for leite, qual a produgio média diara por vaca:
{3 5a10 litros

{ 111a 18 litros

{119 a 25 litros

{ )26 a 35 litros

{  Yacima de 35 litros

3.2 Se a finalidade for leite, notou-se queda na produgdo de leite nos Gtimos meses
sem causa definida:
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{ )Sim
{ )Nio

4. Tamanho da propriedade (hectare):
{ ) Menor que 20 hectares

) de 21 a 50 hectares

) de 51 a 100 hectares

) de 101 a 200 hectares

J Maior que 200 hectares

—

5. Qual a exploracdo da propriedade:
{ ) Pecuara
{ ) Agricultura
{ ) Mista

6. Existe a presenca de outros animais na propriedade que possuam contato com os

bovinos:
{ ) Sim
{ YN0

6.1. Em caso afirmativo, quais:
) Equinos

) Suinos

) Caes

) Gatos

) Silvesires

) Aves

) Owinos

) Caprinos

) Capivaras

o~ o —

7. A alimentacio volumosa é constituida por:

{ ) Pastagem : { Nativa

{ ) Cultivada
{ ) Feno
{ ) Silagem

8. Aragdo fornecida & :
{ ) Ragdo Comercial
{ ) Rac3o preduzida na propriedade

9. Existe contato dos bovinos com animais de outras propriedades:

{ )Sim
{ ) Nio

10. Quais construgdes existem na propriedade para o gado:
) Curral

) Cercado

) Compost Bam

) Free-3Stall

— —, — —

84

(o]

O P4g. 83 de 90 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00004259/2025 e o c6digo K1O55K5M.



85

11. Quais as condigdes destas construgdes:
{ )Boas
{ ) Regulares
{ ) Precarias

12. Faz-se compra efou venda de animais para reprodugdo:
{ )Sim:i )Compra
{ )Venda
{ ) Ambos
{ 1IN0

13. Como & feita a reposicic de animais:
{ ) Compra de animais de ouiras propriedades
{ ) Com animais oriundos do préprio rebanho
{ ) Ambos

14. Qual a proporgio de animais que sio repostos a cada ano do total do rebanho:
{ )10% ou menos
{ )de11% a 20%
{ )de21% a 30%
{ ) Mais de 30%

15. Apds o nascimento, quanto tempo o bezermo & deixado com a mée:

) Apenas o tempo de mamar o colostro e entdo & imediatamente retirado
) Até uma semana

) De uma semana a um més

) De um més a trés meses

) De trés a seis meses

) Mais de seis meses

P T i )

16. Os bezemos tém contato direto uns com os outros? S3o confinados juntos:
{ 1Sim
{ 1Nio

17. Os bezemos e novilhas tem contato direto com o restante dos animais adultos do
rebanho:
{ )Sim
{ 1Ndo

18. Onde ficam os bezerros do rebanho:
) Pasio

) Cercado

) Curral

) Bezerreiro coletivo

) Bezerreiro individual

—

19. A propriedade recebe assisténcia veterinaria:
{ 1Sim

(o]
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{ )N3o

19.1 Em caso afirmativo, isso acontece de apenas quando algum animal adoece:
{ )Sim
{ JNio

19.2 Se a assisténcia veterinaria & periddica, de quanto em quanto tempo ocome a
visita do médico veterinario:

() Todo més

{ )A cadatrés meses

{ )} A cada 6 meses

{(}Outro:

20. Qual o estado nutricional do rebanho:
)y Normal

) Magro

) Caquético

) Gordo

) Obeso

— S

PERCEPCAO ACERCA DA LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA

21. Existem casos diagnosticados de Leucose Enzodtica Bovina na propriedade:
{ )Sim
{ J1Nio

22. Foi realizado algum teste diagndstico para a Leucose Bovina na propriedade nos
(ltimos 05 anos:
{ )1Sim
{ JN3o

23. Animais adquiridos de oufras propriedades passam pelo exame para a defeccdo da
LEB:
{ 15im
{ J1Nio

24. Os animais costumam ficar estabulados:
{ )sim
{ )Ndo

25. Os animais s8o submetidos a algum tipo de estresse durante o seu manejo:
{ 1Sim
{ 1MNao

26. Os utensilios utilizados para colocag3o de brincos no gado sdo higienizados:
[ )8im
{ )N3o

(o]

00 P4g. 85 de 90 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00004259/2025 e o c6digo K1O55K5M.



87

27. E utilizado desmamador para os Dezermos:
{ )1Sm
{ ) MN3o

28. E utilizada argola no nariz dos touros para facilitar o manejo:
[ 18m
( )N3o

28.1 Em caso afimativo, os utensilios e argolas utilizades s8o higienizados previamente:
{ ¥Sim
L EL

29 E realizada a vermifugacdo do rebanho:
{ 15im
{ ) MNdo

29.1 Em caso afimativo, as agulhas e seringas usadas sio higienizadas ou descartadas
antes de realizar o procedimento em outro animal:

( )Sim

{ JMN3o

30. Nota-se a presenca de insetos hematdfagos como moscas, mutucas e mosquitos:
{ )Sim
{ 1 MNao

31. E realizada a premunic3o confra babesiose e anaplasmose no rebanha:
( 1sim
( )Ndo

32. No manejo sanitario dos animais, sdo reutilizadas agulhas & seringas para varios
animais sem gque se faca nenhum tipo de higiene dos mesmos:
{ )Sim
{ 1 Nio

33. E realizada inseminacgdo artificial na propriedade:
{ )Sim
{ JN3o

34. E realizada a transferéncia de embrides na propriedade:
( 18im
( )Ndo

35. Qual o tempo médio de vida dos animais da propriedade:
{ ) Até 02 anos
{ )De 02 a 04 anos
{ ) Mais de 04 anos

36. No exame obstétrico de palpagdo retal, as luvas s3o usadas em mais de um animal:
[ )18m
{ ) Nio

[0}
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37. Os bezemos recéem-nascidos da propriedade recebem colostro:
{ )8im
{ JNao

38. Existe algum tipo de banco de leite e colostro na propriedade:
{ )Sim
{ JNdo

39. Os animais doadores de leite e colostro para os respectivos bancos sdo positivos ou
negativos para a Leucose Enzodtica Bovina:
{ )MNegativos
{ ) Positivos
{ ) Ndo é feito exame

40. Os animais sdo tatuados:
{ )Sim
{ )Mo

40.1 Em caso afirmativo, os materiais usados no processo sdo higienizados a cada
ufilizagdo:

{ )Sim

N ET

41. Os animais passam por cirurgia de descorna cosmética (adultos):
{ ) Sim
{ )Nao

41.1 Em caso afirmativo, os materiais cirirgicos passam por algum tipo de
higienizagdo antes e depois de cada procedimento, entre um animal e outro:
{ )Sim
{ JNio

42. Os animais passam por cirurgia de mochacdo (bezerros):
{ )Sim
{ )Nio

42 1 Em caso afirmativo, os materiais cirirgicos passam por algum tipo de
higienizag3o antes e depois de cada procedimento, entre um animal e outro:
{ )Sim
T

43. E feita castrago cirdrgica dos machos da propriedade:
{ 1Sim
{ )Nio

43.1 Em caso afirmativo, os materiais cirdrgicos utilizados, passam por algum tipo
de higienizac3o antes e depois de cada procedimento, entre um animal e outro:

{ )Sim

{ )Nio

©
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45

46.

47.

48

49.

50.

1.

. Qual o método de higenizac3o usado na propriedade para a desinfeccio de

materiais usados em cirurgias (castragdes, descornas, mochagdes, e outras),
tatuagens, brincagens e aplicacdes de medicamentos e vacinas:

) Lavagem com agua fria e sabdo

) Lavagem com agua fria e sabdo e passa-se alcool ou outro desinfetante

) Lavagem com agua quente e sabio

) Lavagem com agua quente e sabo e passa-se alcool ou outro desinfetante

) Limpeza somente com alcool ou outro desinfetante

) Esterilizagdo em estufa

) Esterilizagdo em autoclave

) Nenhum

-,

. Quem realiza os procedimentos cirlrgicos da propriedade:

{  )Medico Veterinario
{ )Empregados com pratica

{ ) Outros:

Ja ocorreram mortes por Leucose Enzodtica Bovina na propriedade:
{ )5im

{ JNio

Ja foram ohservados algumi(ns) destes sintomas nos animais:
) Perda de peso

J Aumento de volume dos linfonodos

) Paralisia efou paresia

) Exoftalmia

) Dificuldade respiratoria

) Fezes escassas

P T e e T i

. Ja foi realizado algum exame para a detecgo da Leucose Enzodtica Bovina no rebanho:
{ 1Sim
()Mo
Ja foi vista a presenca de tumores (linfossarcomas) em carcagas de animais mortos
oriundos da propriedade:
{ 1Sim
()Mo
Existe algum tipo de controle da LEE na propriedade:
{ 15im

{ JNi3o

50.1 Em, caso afirmativo, qual:
{ ) segregacdo enfre animais positivos e negativos
{ ) descarte ou abate dos animais positivos
{ ) Outro:

Existe historico de doengas prévias no rebanho:
{ JNao

89
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(

51.1 Em caso afirmative, quais podem-se destacar

52. Existe algum tipo de controle da LEB na propriedade:

(
(

b Sim

) Problemas digestivos/alimentar

) Problemas reprodutivos

) Problemas respiratorios

) Problemas cardiorrespiratorios

| Problemas de pele

} Varios problemas concomitantes

— -,

) Sim
1 Nao

90
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