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RESUMO
NASCIMENTO, C. B. Leucose enzodtica bovina em Curraleiros Pé-Duro:
ocorréncia e sequenciamento do gene env. 2015. 90f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Programa de Pé6s Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do
Piaui, Teresina, 2015.

O gado Curraleiro Pé-Duro (CPD) se apresenta como um taurino tropicalmente
adaptado e com uma riqueza genética imensuravel como, a resisténcia natural a ecto e
endoparasitas, além de uma provavel resiliéncia a Leucose Enzodtica dos Bovinos
(LEB), enfermidade infectocontagiosa, caracterizada pelo desenvolvimento de
linfossarcomas, podendo resultar na morte do animal. Esta enfermidade tem como
agente um oncovirus da familia Retroviridea tendo como todos os virus alta taxa de
mutacdes, desencadeando o surgimento de diferentes variedades de um mesmo virus,
dificultando o seu diagndstico e controle. Por tanto levando-se em consideracdo a
importancia da conservacao genética do gado CPD, sua resisténcia e resiliéncia
parasitologica, a emergéncia de inumeras doencas nos rebanhos bovinos brasileiros e
a necessidade de melhor diagnostica-las, realizou-se este estudo com o objetivo geral
de determinar a presenca do virus da LEB (VLEB) em 191 bovinos, e fazer o estudo
filogenético de quatro amostras sequenciadas. Para tanto foi utilizada a técnica de
reacao em cadeia de polimerase (PCR) e, para verificar a prevaléncia entre estratos de
idade e sexo nos rebanhos estudados foram utilizados a amplificacdo e deteccéo de
parte do gene do envelope (env) do virus, com 521pb sendo em seguida realizado o
sequenciamento e a analise filogenética com o uso dos programas SeqScape, BlastN e
Mega. A taxa total de CPD reagentes para a enfermidade foi de 7,3% (14 animais).
Verificou-se um maior indice de positividade em bovinos acima de 12 meses (p<0,05) e
as fémeas (7,3%) obtiveram a mesma prevaléncia que os machos (7,7%) (p<0,05). Foi
observado que, de 14 animais positivos para a LEB, apenas dois (1%) mostraram
leucocitose o que pode indicar algum tipo de resiliéncia. Obteve-se com a PCR uma
forte banda do tamanho esperado com 521pb atendendo ao objetivo basico de gerar
produtos para o sequenciamento do fragmento do gene env do VLEB. Nas
comparacdes de alinhamentos e na analise filogenética entre as quatro sequéncias
obtidas (PD_BLV 10, PD_BLV 41, PD _BLV 82 e PD_BLV 98) com sequencias do
GenBank foi demonstrado que o virus infectante no rebanho de bovinos CPD
estudados estd mais relacionada com linhagens dos paises dos EUA e Australia. Além
disso, nas sequencias PD BLV 10 e 41 houveram 11 e 12 substituicbes de
nucleotideos respectivamente e nas amostras PD BLV 82 e 98 houveram 8
substituicGes de nucleotideos. Com a arvore filogenética formou-se um agrupamento
Australia-Eua; Brasileiro; Argentina-Brasil e um agrupamento Polbnia, Brasil e
Alemanha Este estudo permitiu analisar as sequencias de nucleotideos do gene env,
do virus da leucose enzodtica bovina (VLEB) em bovinos nativos, sendo estes
resultados Gteis para aprimorar os métodos de diagnostico e aumentar os efeitos de
programas de forma a contribuir com a futura erradicacdo e distribuicdo do VLEB nos
animais localmente adaptados do Brasil.

Palavras-chave: Raca brasileira, enfermidade infectocontagiosa, filogenia,
adaptacéao.



ABSTRACT

NASCIMENTO, C. B. Enzootic Bovine Leukosis in Curraleiro Pé-Duro:
occurrence and sequencing of env gene. 2015. 90f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Programa de P6s Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal
Piaui, Teresina, 2015.

The Curraleiro Pé-Duro cattle (CPD) is presented as a tropically adapted taurine
and a genetic wealth immeasurable as the natural resistance to ecto and endo-
parasites, as well as a likely resilience to Enzootic Bovine Leukosis (EBL),
infectious disease, characterized the development of lymphosarcomas, may result
in death of the animal. This disease has a family agent as oncoviruses Retroviridea
all having as high mutation rate of viruses, triggering the onset of different varieties
of the same viruses, impairing its diagnosis and control. So taking into account the
parasitological resistance CPD cattle, the emergence of many diseases in Brazilian
cattle herds and the need to better diagnose them, first objective it is to determine
the presence of the virus LEB (VLEB) in 191 CPD cattle by the polymerase chain
reaction technique (PCR) and the study of the prevalence of age and sex in the
studied herds. With the amplification product and detection of a fragment of the
envelope gene (env) of virus was performed 521pb sequencing and genetic
analysis with the use of SeqScape, BLASTN and Mega programs. In this study we
enrolled a total rate of CPD reagents for the disease of 7.3% (14 animals). A higher
positivity rate of cattle over 12 months was found (p <0.05) and females (7.3%) had
the same prevalence than males (7.7%) (p <0.05). Of the 14 LEB positive animals,
only two (1%) had leukocytosis, which may indicate some form of resilience of the
disease by CPDs. Was obtained with a strong PCR band of the expected size with
521pb given the primary objective of generating products for sequencing the
fragment of the env gene VLEB. In alignments of comparisons and phylogenetic
analysis of the four sequences obtained (PD_BLV 10, PD_BLV 41, PD_BLV 82 and
PD_BLV 98) with sequences from GenBank it was shown that the infective virus in
the flock studied CPD cattle are more closely related strains the countries of USA
and Australia. Furthermore, the sequences PD_BLV 10 and 41 there were 11
nucleotide substitutions and 12 respectively, in PD_BLV samples 82 and 98 there
were 8 nucleotide substitutions. With the phylogenetic tree formed a grouping
Australia-USA; Brazilian; Argentina-Brazil and a grouping Poland, Brazil and
Germany. This study allowed us to analyze the sequences of nucleotides of the env
gene of enzootic bovine leukemia virus in native cattle, which are useful results to
improve diagnostics and increase the effects of programs for future eradication and
distribution VLEB animals locally adapted in Brazil

Keywords: Native breed, infectious disease, phylogeny, adaptation.
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1. INTRODUCAO

A espécie bovina, possui grande relevancia para a produgcdo pecuaria
desde o periodo Neolitico, originou-se através de um processo de domesticacédo do
ascendente selvagem Auroque ou Uru (Bos primigenius), boi primitivo ou proto-boi,
h& aproximadamente 10.000 anos atras (GEIGI, 2008).

Antes da colonizagdo ndo existiam bovinos na América, atualmente o
rebanho bovino brasileiro é constituido aproximadamente por 60 racgas, tanto de
origem européia (Bos taurus), quanto de origem indiana (Bos indicus) e seus
cruzados, porém, (SERRANO, 2001; RANGEL et al., 2004).

Os primeiros bovinos introduzidos no Brasil foram trazidos pelos
colonizadores no inicio do século XVI, portanto em sua totalidade as racas crioulas
brasileiras tiveram como ancestrais o0os bovinos portugueses (MARIANTE;
CAVALCANTE, 2006), originadas a partir do tronco étnico Bos taurus ibericus,
dada a esta origem européia é presumido pertencer a subespécie Bos taurus
taurus (ISSA et al., 2006).

Contudo, no final do século XIX a introducdo de novas racas mudou
drasticamente este cenario de éxtase por racas brasileiras. A pressao de selecao
sobre essas populacbes foi intensificada devido a forte tendéncia da sua
substituicdo por racas importadas nas espécies de animais de producéo,
principalmente os bovinos (EGITO, 2007).

Na atualidade, € evidente a presenca macica dos bovinos originarios de
paises de clima temperado nas grandes regides produtoras no Sul do Brasil, e por
racas zebuinas nas regides Sudeste e Centro-Oeste promovendo mudancas nos
padrdes de producao da pecuéria (BIANCHINI, 2006; EGITO, 2007).

Apesar de ter propiciado o aumento na produtividade, esta substituicao,
pode ter representado também uma regressao na rigueza genética do pais, pois, a
eficiéncia nos métodos de selecdo, conduziu a um risco de extincdo das racas
brasileiras, diminuindo a variabilidade genética e desvanecendo inumeras
informacBes contidas nos genes, desenvolvida ao longo de séculos de selecéo
natural, sendo que, certamente, tal selecdo secular conferiu neste caso de estudo,
ao CPD caracteristicas singulares de adaptacdo (MARIANTE; CAVALCANTE,
2000), sendo, portanto necessaria a implementagdo de medidas que promovam a

gestao sustentavel dos recursos genéticos (TABERLET et al., 2011).

[Digite texto]
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Diante dessa perspectiva, a Organizagdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO) iniciou em 1991 um levantamento sobre a
situacao de extincdo das principais espécies de animais domésticos, desde entéo,
estes programas tém buscado impedir a perda da diversidade genética animal. Em
2007, a comunidade internacional adotou o primeiro Plano de A¢do Mundial para
0s Recursos Genéticos Animais (ROMANI, 2012).

Levando ainda em consideracao a importancia da conservacao genética de
animais localmente adaptados, destaca-se a possibilidade do uso dos genes de
resisténcia desses animais, em combater doengas emergentes de grande
importancia econdmica para a pecuaria como a Leucose Enzodética Bovina (EGITO
et al., 2002).

A LEB primeiramente descrita em 1871 (TROIANO, 2009) é uma
enfermidade global, que tem como agente causal, o virus da leucose enzootica
bovina (VLEB), virus oncogénico da familia Retroviridae, tendo como principal
caracteristica a linfoproliferacdo (CARNEIRO et al., 2003; SILVA, 2008).

Esta patologia possui evolucdo crbnica e infeccdo persistente.
Desencadeia diversos impactos socioecondmicos, estando a notificacdo anual de
sua ocorréncia, prevista nas normas zoosanitarias internacionais por comprometer
o desempenho produtivo e reprodutivo dos rebanhos; estabelecer sucessivas
condenac0bes de carcacas (FELMER et al., 2006); restringir o comércio de animais
e aumentar os custos com medicamentos e servicos com fins paliativos
(FERNADES, 2012).

O desenvolvimento e evolucdo dos linfossarcomas invariavelmente
resultam na morte do animal, pelo acometimento de diversos 6rgaos dos sistemas
digestivo, reprodutivo, imunolégico, renal e cardiaco afetando mais o abomaso,
utero linfonodos, baco, figado, rins, coracédo, respectivamente e o olho e medula
espinhal pela neoplasia (MATSUOKA; JEANG, 2007).

No Brasil ndo existem programas especificos para a prevenc¢ao e controle
da LEB, que consistem na adocdo de medidas que incluem: o diagndstico,
isolamento e a eliminacdo dos animais reagentes (SILVA et al., 2008). Atualmente
ndo ha nenhuma vacina efetiva que confira protecdo contra o VLB bem como
tratamento viavel e efetivo (BIRGEL JUNIOR et al., 2006).

[Digite texto]
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1.1 Formatacéao do Trabalho

Esta tese compde-se de ‘“Introdugdo”, “Revisdo de Literatura® e
“Referéncias” organizadas de acordo com as normas da Resolugdo n° 001/2003-
CCMCA, de 22/10/2004. Ademais, dois capitulos: o Capitulo | contendo o artigo
intitulado “Leucose enzodtica bovina em Curraleiros Pé-Duro” que sera
submetido no periddico Ciéncia Rural e o Capitulo Il contendo o artigo denominado
“Sequenciamento parcial do gene env do virus da Leucose Enzod6tica Bovina”
gue sera submetido no periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira. Os dois artigos

foram estruturados segundo as normas dos respectivos periédicos.

[Digite texto]
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2 OBJETIVOS

Levando-se em consideracdo a riqueza alélica do gado CPD e as
consideraveis consequéncias econdmicas desencadeadas pela doenca infecto-
contagiosa, Leucose Enzootica Bovina nos rebanhos bovinos, foi realizado este
experimento na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-EMPRAPA unidade
Recursos Genéticos e Biotecnologia, com o objetivo geral de diagnosticar a
Leucose Enzodtica Bovina em animais da raca Curraleio Pé Duro, com o0s

seguintes objetivos especificos:

- Verificar a eficiéncia da PCR no diagnéstico de Leucose Enzootica Bovina;

- Verificar a presenca de leucocitose em Curraleiros Pé-Duro reagentes a
Leucose Enzootica Bovina;

- Isolar as cepas brasileiras da Leucose Enzodtica Bovina em bovinos
Curraleiros Pé- Duro;

- Determinar o sequenciamento parcial do gene env do virus da Leucose
Enzodtica Bovina;

- Formar um filograma das amostras virais isoladas.

[Digite texto]
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Racas naturalizadas brasileiras: historia, atualidades e perspectivas

As primeiras representagdes de bovinos feitas pelo homem referem-se ao
Auroque, descrito por Julius Cesar “como um animal um pouco menor que um
elefante e com aparéncia, pelagem e forma de um boi” sendo um dos exemplos
mais conhecidos e constante nas pinturas rupestres das grutas de Lascaux-Franca
(Figura 1) (FORBES, 1986) existindo igualmente documentos escritos que se
referem ao local e data da morte do ultimo exemplar europeu na Poldénia em 1627,
entretanto, as espécies africanas e asiaticas foram extintas ha cerca de 2.000 anos
(LOFTUS et al, 1994).

Fira . Pitrarupestrensparees e grutasj .
em Lascaux, Franca. Fonte: FORBES (1986)

O Auroque era um animal possivelmente agressivo, de grande porte, de cor
negra ou castanha escura, pesando até 1.000 kg e medindo de 1,80 a 2,00 e 1,50
a 1,70 metros de altura, para machos e fémeas, respectivamente. Cabeca grande,
pescoco forte, perfil retilineo, fronte plana e pernas longas. Os chifres
apresentavam-se grossos com mais de um metro de comprimento projetando-se
lateralmente em linha reta para depois se dirigirem para frente e em seguida para
cima (JORGE, 2014).

As evidéncias paleontolégicas indicam que teriam existido diferentes

espécies de bovideos, atualmente extintas, destas, apenas o Auroque sobreviveu

[Digite texto]
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até a Idade Média nos Continentes Europeu, Asiatico e Africano, dando origem aos
bovinos que hoje habitam estes Continentes (JORGE, 2014).

A partir desse ancestral originaram-se as duas subespécies bovinas
principais, o Bos primigenius primigenius (Bos taurus taurus) e o Bos primigenius
namadicus (Bos taurus indicus) (ROSA et al., 1992).

Na época da colonizacdo, em meados do século XVI, iniciou-se a criacdo
pecuéria no Brasil. Com a auséncia de animais da espécie bovina no Continente
Americano, estes foram trazidos por colonizadores portugueses e espanhois
transportados juntamente com os escravos nas embarcacdes (RANGEL et al.,
2004).

Os animais importados foram empregados como meio facilitador para
locomocéo e exploracdo das novas colbnias, produzindo carne e leite, ademais,
eram trocados por acucar e outras mercadorias (PRIMO, 1992; BRITTO, 1998)
permitindo que os bovinos fossem protagonistas no processo de ocupacdo da nova

coldnia, como descrito segundo José Alipio Goulart (1965, p.64):

“agindo silencioso e humildemente inter fronteiras, ia o boi, sem
provocar rushs, nem desequilibrios demograficos, nem migracdes e
imigracbes em massa, criando condicbes estdveis para o
fortalecimento da vida e da seguranca coloniais. O gado era uma
invasdo. Um Atila perseverante, tardo e inevitavel, por isso
invencivel. Ndo havia para-lo. O tupinamba da costa, o caeté
ribeirinho, o cariri da caatinga recuavam. Os bois, remoendo,
sonolentos, progrediam. Conquistavam tudo.”

Esta importacdo dos taurinos ha cinco séculos, resultou no enriquecimento
da diversidade genética, e vem apoiando até os dias atuais a notavel producao
bovina no pais (MARIANTE et al., 2009).

Existem controvérsias a respeito das racas trazidas pelos espanhais,
porém acredita-se que os primeiros eram originarios da Andaluzia, no sudoeste da
Espanha (RODERO et al., 1992 MAZZA et al., 1994; EGITO, 2011) de acordo com
as similaridades fisicas descrita entre estes animais e algumas racas nativas
andaluzas como a Retinta e a Berrenda (PRIMO, 1992).

Em relacdo as racas portuguesas, que deram origem a maioria dos bovinos
brasileiros, destacam-se a Barrosd, a Mirandesa, a Minhota, a Alentejana e a
Arouquesa (PRIMO, 1992; EGITO et al., 2002).
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Ha duas vertentes sobre a introdugéo destes animais no Brasil, a primeira
condiz segundo SANTIAGO (1975) indicando que em 1534, Martim Afonso de
Sousa transportou bovinos provenientes da Illha da Madeira e de Cabo Verde, e a
segunda atribui-se a Tomé de Souza, o primeiro Governador Geral do Brasil e
responsavel por inserir os animais em 1535, provenientes da llha de Cabo Verde
diretamente na capitania hereditaria de S&o Vicente (VELLOSO, 1996; BRITTO,
1998; JULIANO, 2006).

Ao longo dos primeiros anos de colonizacdo, especialmente na segunda
metade do século XVI a pecuaria teve o inicio de seu desenvolvimento na faixa
litordanea como atividade econémica subsidiaria a cana-de-agucar, servindo como
alimento e forca motriz dos engenhos. Com a expansdo dos rebanhos houve a
competicdo pelas mesmas terras destinadas ao cultivo da cana, por consequéncia,
em 1701, reforcando uma tendéncia de interiorizacdo da pecuaria, a Coroa proibiu
a criacao bovina numa faixa de 10 léguas a partir da costa, estimulando a iminente
ocupacdo dos sertdes e a entrada pelos vales para estabelecimento de currais a
partir da primeira década do século XVII (DANTAS, 2002).

No inicio do século XVIII, os numerosos currais baianos se estendiam pela
margem direita do S&o Francisco e pelos vales dos rios das Velhas, das Ras,
Verde, Paramirim, Jacuipe, Itapicuru, Real, Vaza-Barris e Sergipe (ANDRADE,
1973) sendo bem descrita por Antonil (1969, p.184):

“E posto que sejam muitos o0s currais da parte da Bahia, chegam a
muito maior nimero os de Pernambuco, cujo sertdo se estende
pela costa desde a cidade de Olinda até o Rio Sao Francisco (...).”

Da capitania de S&o Vicente partiram grupos de bovinos levados pelos
colonizadores para os campos sulinos. De outro modo, 0os animais que chegaram
aos portos da Bahia emigraram para o sertdo nordestino, norte de Minas e oeste da
Bahia, dessa forma, as racas importadas ibéricas espargiram-se e fixaram-se em
zonas distintas, porém ainda permitindo a miscigenacdo das mesmas deu-se
entdo, inicio ao povoamento dos campos nativos do Brasil, originando as racas
bovinas Dbrasileiras (SERRANO, 2001). Conjuntamente ndo deve ser
desconsiderada a suposicdo de que ao longo da interiorizacdo ter intercorrido o

extravio de alguns animais, formando rebanhos desconhecidos (OLIVEIRA, 2008).
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Ainda que, na Bahia, agreste e cerrado também tenham sido afetados por
essa expansao pecuaria, foi na caatinga que esta atividade se firmou, de maneira
isolada e relativamente independente diferentemente das ocupacdes do agreste
com forte e permanente contato com os engenhos (OLIVEIRA, 2008).

Este deslocamento da pecuéria consubstanciou a um maior
desenvolvimento do interior das colbénias, assim como no inicio da colonizagao, o
bovino estava novamente auxiliando no desbravamento e fixagdo do homem a terra
reforcando a existéncia de uma dependéncia do homem do sertdo em relagédo a
pecuéria onde é bem expressiva na frase de Andrade (1973, p.252) sobre a

atividade na época:

“O gado cria o homem ai, em lugar de o homem criar o gado”.

A interiorizacdo da bovinocultura permitiu a geracdo de uma verdadeira
“civilizagdo do couro”, estabelecendo vinculos entre a pecuaria e 0 mercado
internacional, especialmente durante o século XVIII, onde a pecuaria desenvolvida
nas areas sertanejas atendeu a essas necessidades, portanto, algumas areas que
nao se destacavam pela cana de acucar puderam se desenvolver melhor
economicamente (ABREU, 1982; OLIVEIRA, 2008).

Na historia do Piaui Colonial, a politica econdémica foi toda baseada no
comércio do gado Curraleiro Pé-Duro, se consolidando no mercado local
(OLIVEIRA, 2008). Entretanto esta fase foi passageira e a producao nordestina de
couro nordestina foi ultrapassada pela pecuaria sulina, mais produtiva, iniciando um
declinio econbémico que atingiu toda a regido (JUNIOR, 2010).

A partir do final do século XIX e inicio do século XX em decorréncia da
demanda crescente por alimentos de origem animal, houve a intensificacdo da
produtividade pecuaria do Brasil e, para tanto, varios programas de melhoramento
foram implementados visando o seu aumento. Portanto, racas exoéticas, animais
originados em paises de clima temperado e zebuinos foram importados (LARA,
1998; PRIMO, 1992, EGITO, 2007). Logo nos primeiros cruzamentos de zebuinos
com animais naturalizados foram gerados descendentes com alto vigor hibrido e
com desempenho visivelmente superior ao das racas brasileiras da época que
apresentavam menor produtividade (EGITO, 2007; OLIVEIRA, 2008; EGITO et al.,
2002)
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Assim, produtores replicaram estes cruzamentos por diversas vezes, com o
objetivo de diluir o germoplasma das racgas brasileiras causando quase que o
desaparecimento dos bovinos naturalizados (PRIMO, 1992), além da inclusdo de
outras espécies na lista de animais em risco de extingdo (EGITO, 2007) e ainda a
insercdo de varias doencas inexistentes no Brasil até a época e que acabaram
disseminando-se no rebanho brasileiro (DITTRICH, 2004).

Embora exista abundante literatura sobre os beneficios econémicos das
racas melhoradas na pecuéaria comercial, especialmente na intensiva, quase nao
tem sido estudada a importancia das racas brasileiras e o valor das suas
caracteristicas nos sistemas producédo de subsisténcia e agricultura familiar, tipicos
de paises em desenvolvimento, sendo um dos problemas a serem dissolvidos
pelos programas de conservacdo (MARIANTE et al. 2009). A conservagao dos
bovinos adaptados assim como de outras espécies, € reconhecidamente
importante para a diversidade, sendo seus genes e suas combinacfes de grande
valia para infortunios futuros (BEJA-PEREIRA et al., 2003).

Observando a historia dos animais naturalizados no Brasil desde a
colonizacéo, estes bovinos passaram por cerca de 500 anos, por uma rigorosa
selecdo natural. S&o racas adaptadas, produtos primeiramente oriundos de uma
maior influéncia do ambiente até o século XVIII (OLIVEIRA, 2008).

Assim como os colonizadores, 0s animais trazidos pelos colonos tiveram
gue lidar com as novas condicfes climaticas e de manejo que o pais oferecia, por
conseguinte, passaram por um longo periodo de adaptacédo e selecdo natural, o
gue lhes permitiu sobreviver em ambientes com temperaturas elevadas, novos
agentes patogénicos e parasitos, alimentacdo distinta e frequentemente
inadequada ou insuficiente, cujos descendentes tornaram-se adaptados as
condicBes tropicais (SILVA, 2001).

Portanto esses descendentes sdo adaptados aos trOpicos e
particularmente aos diversos ecossistemas existentes no Brasil possuindo
caracteristicas importantes de adaptacao, resisténcia a doencas e a parasitos, em
detrimento, apresentam niveis de producdo mais baixos que os das racas exéticas
(MARIANTE; CAVALCANTE, 2000; EGITO, 2007).

Esta selecdo atuou por uma grande variedade de ambientes por todo o
pais, desde as areas secas do sertdo até as areas alagadicas do Pantanal,

envolvendo eventos recorrentes da miscigenacgéo destas racas gerando uma ampla

[Digite texto]



22

diversidade de racas ajustadas a diferentes nichos ecolégicos com indices
excepcionais de variabilidade fenotipica e melhor adequacéo as condi¢cfes locais
(EGITO et al., 2011).

Algumas espécimes de racas brasileiras habilmente adaptadas incluem as
racas: Criolo Lageano que apresenta grande resisténcia tanto ao inverno frio
guanto as altas temperaturas do Planalto Sul Brasileiro; a Pantaneira, possuindo
mais de trés séculos de adaptacdo as pastagens nativa das regifes alagaveis no
Pantanal além da habilidade para sobreviver em condi¢des de estresse hidrico e o
Curraleiro Pé Duro (CPD) que além de apresentar as mesmas capacidades da
tltima raca (BIANCHINI, 2005) possui resisténcia natural a ecto e endoparasitas
(EGITO, 2007) e a enfermidades transmitidas por esses parasitas, como a
babesiose (JULIANO et al., 2007), fato que pode estar relacionado a um processo
de selecao natural, pela exposi¢cdo continua e longinqua aos vetores e agentes por
eles transmitidos. Estudos também indicam uma possivel capacidade da
rusticidade do CPD levar a certa resisténcia a doencas infectocontagiosas
(JULIANO, 2006).

No decurso inicial da formacdo destas racas, certamente, houve perda da
diversidade genética, concentracdo e fixacdo de caracteristicas especificas,
mudancas no comportamento e em aspectos fisicos e morfolégicos dos bovinos
europeus, dando origem a diferentes ecotipos, porém com uma dissipacao genética
muito grande, além de induzir algumas espécies em risco de extincdo (MAZZA et
al., 1994; MARIANTE; EGITO, 2002; MARIANTE et al., 2008;).

E consenso mundial a dispersdo deste tipo de riqueza genética, a meta de
preservacdo dos animais e o aprimoramento das condicbes dos pequenos
produtores rurais, tem sido o foco de programas nacionais e internacionais, ndo so
nos paises em desenvolvimento, mas também na comunidade mundial como um
todo (EGITO et al., 2002).

Portanto na atualidade, uma conscientizacdo da conservacdo das racas
naturais naturalizadas se faz necessaria, assim como de outras espécies em risco
ou nao de extincao € reconhecidamente importante para a diversidade, sendo seus
genes e suas combinacdes de grande valia para infortanios futuros (BEJA-
PEREIRA et al., 2003; MARIANTE et al., 2009) que abrangem inclusive mudancas
nas condi¢fes climaticas, sendo fundamental a adaptacdo das praticas utilizadas

pelos pecuaristas (ILRI, 2011). Estas transformac¢des ambientais podem resultar
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em uma redistribuicdo de animais dentro ou entre regifes, mudancas das espécies
utilizadas, mudancas no gendtipo ou raga (uso de racas que podem manter a
producéo em condi¢Oes adversas) e mudancas no ambiente dos animais (protecao
ou atenuacdo dos danos ambientais). A falta de racas tolerantes ao calor ja é
percebida como um dos principais entraves na producdo na Africa (GAUGHAN,
2008). E possivel que os conflitos sobre os recursos naturais agravem esses
problemas (PIMENTEL et al., 2011).

Para tanto em 2007, a comunidade internacional formadora da FAO adotou
o primeiro Plano de Ac¢do Mundial para os Recursos Genéticos Animais, que
compreende algumas estratégicas destinadas a combater a erosdo da diversidade
genética animal e utilizar, de forma sustentavel os recursos genéticos animais.
Segundo esta instituicdo, a conservacdo de espécies adaptadas justifica-se por
inimeros motivos entre os quais destacam-se: a ndo previsibilidade da demanda
por produtos e mudancas da producdo animal; merecem ser conservados do
mesmo modo que monumentos histéricos, pois sao identificados como historia e as
particularidades de uma determinada regido; podem apresentar potencial turistico
sendo consideradas como curiosidades regionais por fim, as racas brasileiras
podem ser competitivas em relacdo as racas produtivas que sdo mais exigentes
nutricionalmente. Entretanto torna-se oportuno esclarecer que a conservacgao e uso
dos recursos genéticos podem ser utilizados em concomitancia com as racas
exodticas para o aprimoramento do uso dos animais na pecuaria (CARVALHO,
2002; FAO, 2010).

No Brasil, ha uma intensa mobilizacdo de politicas nacionais de
conservacao tanto no ambito particular como no publico, a persisténcia de alguns
criadores bairristas permitiu a ndo completa extincdo de algumas espécies
ademais, no setor publico a conservacdo é executada por centros de pesquisa e
por universidades (INSA, 2013).

A variabilidade genética das racas brasileiras € mantida por meio de
Nucleos de Conservacdo (in situ) e pela conservacdo de sémen e embrides
congelados (ex situ) (EGITO et al., 2002). A conservacao in situ corresponde ao
meio do uso continuo dos animais pelos criadores nos seus habitats naturais nos
guais 0s mesmos evoluiram, sendo a mais utilizada (ANDRABI; MAXWELL, 2007).
Ja& a conservacdo ex situ in vivo é aquela realizada por meio da manutencéo de

populagBes animais manejados em jardins zooldgicos, fazendas governamentais
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elou fora da area na qual evoluiram ou onde sdo encontradas normalmente e a
conservacao ex situ in vitro, que se baseia na utilizacdo das técnicas criogénicas
para armazenamento de germoplasma animal (FAO, 2010).

Contribuindo com estas questbes a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria criou Varios centros de conservacao (Tabela. 1) que fazem parte da

Rede de Recursos Genéticos Animais e Biotecnologia.

Tabela 1- Nucleos de conservacao in situ, instituicdes que os mantém e respectiva

localizacéo
Espécie/ Raca Unidade Local

Bovino Pantaneiro Embrapa Pantanal Corumba, MS

Bovino Curraleiro Meio Norte Sé&o Jodo do Piaui, PI

Bufalos Carabao e Baio Embrapa Amazo6nia Oriental Soure, PA

Cavalo Marajoara e Puruca Embrapa Amazo6nia Oriental Soure, PA

Cavalo Pantaneiro Embrapa Pantanal Corumba, MS

Cavalo Lavradeiro Embrapa Roraima Boa Vista, RR

Ovino Crioulo Lanado Embrapa Pecuéaria Sul Bagé, RS

Ovino Santa Inés Embrapa Tabuleiros Aracaju, SE; S. Joédo do Piaui, PI;
Costeiros, Meio Norte, Boa Vista, RR; Sobral , CE
Embrapa Roraima e
Embrapa Caprinos

Ovino Bergamacia unB Brasilia, DF

Ovino Barriga Negra Embrapa Roraima Boa Vista, RR

Ovinos Morada Nova e Embrapa Caprinos e Ovinos Sobral, CE

Somalis Brasileira Sobral, CE

Ovinos Morada Nova e EBDA/ UESB Jequié/ Pilar,BA

Rabo Largo

Caprinos Canindé e Moxot6 Embrapa Caprinos Sobral, CE

Caprino Repartida EBDA/UESB Pilar, BA

Caprinos Azul e Marota Embrapa Meio Norte Castelo, PI

Caprino Nambi Embrapa Meio Norte S&o Jodo do Piaui, PI

Suino Moura Embrapa Suinos e Aves Concérdia, SC

Aves Embrapa Suinos e Aves Concérdia, SC

Caprinos Canindé e Moxot6 Embrapa Caprinos Sobral, CE

Fonte: Mariante et al., 2011

Enfatiza-se que priorizar a conservacao das racas brasileiras por meio
somente da sua manutencdo constitui uma noc¢ao limitada do termo. Estas devem
ser contempladas com uma maior amplitude de recursos como sendo portadoras
de genes que lhes permitem adaptacdo as condicdes especificas e capazes de
originar produtos singulares. Devem ser buscadas informacfes precisas sobre o
uso e desempenho desses animais em relacdo ao seu ambiente natural e seu
sistema agricola (caracteristicas de adaptacdo, qualidade dos produtos, dentre
outras), a fim de possibilitar uma avaliacao rigorosa do seu valor como um recurso
em potencial. Além disto, fatores sociais terdo um papel determinante no

lancamento de programas de conservacdo e a motivacdo dos criadores sera
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necessaria para desenvolver nichos de mercado especificos (VERRIER et al.,
2005).

No final do ano de 2012 mais uma raca local foi reconhecida pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) denominada de Curraleiro Pé
Duro (CPD), concedendo a Associacao Brasileira de Criadores de Bovinos da Raca
Curraleiro Pé-Duro (ABCPD) o direito de registro genealdgico dos animais dessa
raca permitindo que produtores possam contratar empréstimos bancérios para a
pecuaria desta raca, que seja concedido o registro desses animais facilitando sua
participacdo em parques de exposicdo, além de possibilitar que estes animais se
tornem doadores de semén e embrido, isto tudo ocasionando mais rapidamente a
saida do CPD do cadastro de animais em risco de extingdo (CARVALHO, 2013a).

Ademais, a carne do gado CPD apresenta excelente sabor, o0 que somado
a rusticidade da raca e do seu manejo com o minimo de uso de medicamentos,
permite a viabilidade da criacdo de um mercado diferenciado para essa carne.
Possuem, da mesma forma, grande potencial para ocupar nichos de mercados
especificos, como no caso de produtos com Indicacdo Geografica (NEIVA et al.,
2011). Um exemplo € a Associacdo Kalunga de Cavalcante (AKC), entidade
detentora da tutela da IG Carne de Curraleiro Kalunga. Tais alternativas
mercadoldgicas podem agregar valor aos produtos originados das racas brasileiras,

tornando seu uso comercial mais atraente para o produtor (FELIX, 2013).

3.1.1 AracaCPD
3.1.1.1 Caracteristicas gerais e adaptabilidade

A denominacédo Curraleiro Pé Duro (CPD) determinada ha dois anos pelo
MAPA teve origem da unificacdo da nomenclatura de duas “ragas” pelas suas
similaridades genéticas, o primeiro, “Curraleiro”, utilizado nos Estados de Tocantins
e Goias por sua criacdo em currais nas margens dos rios no século XVIIl (LICIO,
1995) e o segundo, “Pé Duro”, como era conhecido nos Estados nordestinos Piaui
e Maranhdo, devido a sua adaptacdo ao solo pedregoso, ambiente onde animais
de casco mole ndo conseguem sobreviver (CARVALHO, 2010).

Segundo Athanassof (1957) a raca CPD é descendente direto do gado da
raca Mirandesa, a qual ainda pode ser encontrada na regido de Tras-os-Montes em

Portugal e mais particularmente da variedade Beiroa, que se encontra na Espanha,
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na provincia de Leodn. Entretanto, ndo se pode corroborar que apenas bovinos
mirandeses tenham dado origem ao gado CPD, mas sim um conjunto de animais
de diferentes grupos genéticos, que no Brasil Colonial ainda n&o eram
estabelecidos como racas (CARVALHO; GIRAO, 1999; CARVALHO et al.,2010).

Para Viana (1927) o CPD habitou todo territério brasileiro sendo em parte
formador da raga Caracu e de outras racas naturalizadas.

Comparando os estudos realizados acerca de caracteristicas fenotipicas
das racas comerciais taurinas e zebuinas, poucos trabalhos cientificos foram
realizados com a finalidade de se conhecer as caracteristicas raciais dos bovinos
crioulos do Brasil (CARVALHO et al., 2013).

Os padrdes raciais do CPD sao determinados pela da Associacao
Brasileira de Criadores de Curraleiro Pé Duro (ABCPD) (Quadro 1- Anexo) a serem
adotados para os animais, destaca-se que algumas caracteristicas apresentam
maior permissividade por tratar-se de rebanhos de conservacdo em recursos
genéticos nao tratando, portanto em atender somente as questdes relacionados
com o melhoramento genético e producdo (ABCPD).

O CPD (Bos taurus ibericus) € uma raca naturalizada, apresenta pele
grossa, diversos tipos de pelagem, variando de preta a vermelha, em suas diversas
tonalidades e particularidades (6culos, ventre e ou dorso claro, rajado, cara branca
(moura) e malhado, porém em sua maioria 0S animais possuem pelagem
alaranjada, focinho preto, além de possuirem as orelhas pequenas, a barbela e o
umbigo reduzidos e os chifres geralmente curtos em forma de coroa (DOMINGES
et al., 1956; CARVALHO, 1985; CARVALHO et al., 2013) (FIGURA 2).

Evidencia-se por ser extremamente rastico, possuir grande longevidade,
vivendo por mais de 20 anos, adultos apresentam peso médio de 284 kg para os
machos e 210 kg para as fémeas, apresenta pequeno porte com altura média de
1,10 m para os machos e 1,07 m para as fémeas (CARVALHO et al., 2013).

Nos machos o prepucio apresenta um tamanho reduzido e bem aderido ao
ventre, diminuindo o acometimento de lesdes fisicas e mecanicas no membro
(BRITTO; MELLO, 1999).

Embora os machos apresentem diferencas significativas em relacdo as
fémeas nas mensuracfes de largura da fronte, comprimento do chifre, altura da

cernelha, altura da garupa e na circunferéncia toracica, em outras medidas, como a
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largura da orelha, altura da cabeca, espelho nasal, comprimento do corpo e largura

da garupa, ndo ha indica¢cbes de dimorfismo sexual (CARVALHO et al., 2013).

Figura 2. Gado Curraleiro Pé Duro e suas caracteristicas raciais: cabeca pequena e orelhas pequenas,
pescogo curto, linha dorso-lombar reta, cor da pelagem avermelhada a laranjada e extremidades mais
escuras, principalmente nos machos. Fonte: Carvalho, G.M.C

As correlacdes fenotipicas analisadas por Carvalho et al. (2013) entre
medidas morfométricas e o peso vivo em diferentes faixas etarias demonstraram que
em qualquer idade durante o crescimento deve acarretar ganho de peso em
pesagens posteriores e também aumento na estatura dos animais. Todavia faz-se
importante recordar que um aumento no tamanho do bovino acarreta em maior
necessidade nutricional deste animal, nem sempre disponivel nas regibes mais
secas, portanto deve-se focar a obtencdo de animais com tamanho e peso
adequados ao sistema de cada producdo (CARVALHO, 2010).

O tamanho corporal de um animal pode apresentar vantagens biolégicas
importantes quanto aos aspectos relacionados a adaptacdo (RADOSTITS et al.,
2002). O pequeno porte se destaca além da influéncia na menor necessidade
nutricional, também como fator primordial na adaptacdo do animal as temperaturas
elevadas. Considerado de menor porte comparado ao Nelore e ao Pantaneiro, 0
CPD apresenta maior superficie corporal por unidade de massa corporal ocorrendo
maior troca de calor com o meio (SANTOS et al., 2005; BIANCHINI et al., 2006).

Em um estudo comparativo entre as ragas CPD, Pantaneira e Nelore em
relacdo a tolerancia ao calor, realizado por Cardoso (2013) os CPDs apresentaram
as menores temperaturas retais e superficiais em todos os dias e periodos,
podendo ser considerada a raca mais adaptada em relacéo ao clima dentre as trés

analisadas.
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Outro fator apaziguador do estresse térmico nos CPDs se da em razédo dos
mesmos apresentarem maior porcentagem de area de tecido secretora das
glandulas sudoriparas e uma maior taxa de transpiracdo se comparadas a outras
racas como o Nelore (BIANCHINI et al., 2006).

Ao longo dos anos estes animais adaptaram-se gradualmente a seca, ao
calor, as pastagens de qualidade e quantidade inferiores, provavelmente induzindo
a acao da selecao natural ao seu pequeno porte. Ademais, docilidade, rusticidade,
prolificidade sé@o caracteristicas predominantes nos CPDs, (CARVALHO, 2002)
além de corresponderem a uma melhor relacdo custo x beneficio para regides
secas que apresentam pastagens naturais com baixa produtividade (CARVALHO,
2002; EGITO, 2007). A sua adaptacdo secular as intempéries climaticas € bem
demonstrado em textos do periodo colonial sobre a adaptacéo destes animais por
um texto de Capistrano de Abreu (1982 p.234).

“Adquirida a terra para uma fazenda, o trabalho primeiro era acostumar o
gado ao novo pasto, o que exigia algum tempo e bastante gente; depois
ficava tudo entregue ao vaqueiro. {(...)".

Outras caracteristicas inerentes incluem uma possivel tolerancia a algumas
plantas toxicas (CARVALHO et al., 2001), a presenca ativa de parasitas
(FIORAVANTI et al, 2010) além de demais fatores adversos presentes nas areas
de Caatinga, Sertdo e como um todo o Nordeste do Brasil (BRITTO, 1998;
CARVALHO, 2002; MARIANTE; CAVALCANTE, 2006).

Além de bem adaptado as dificeis condicbes das regides mais secas,
estudos indicam que estes animais podem responder bem aos bons tratos, tendo
um ganho compensatério apds o periodo seco como nenhuma outra raca bovina no
Brasil (CARVALHO, 2002; CARVALHO et al., 2012).

Adicionado a estes argumentos segundo MacManus et al. (2008), caso se
confirme as previsdes de aquecimento global, o interesse e procura por racas
adaptadas a climas quentes sera incrementado e levara a uma reavaliacao do valor
das racas e dos cruzamentos estratégicos.

Ademais, a consideracdo a resisténcia ambiental e parasitolégica do gado
CPD, atualmente existe uma preocupacdo constante e crescente com a
manutencdo de ambientes livres de substancias quimicas, bem como em relacdo a
presenca de residuos medicamentosos nos produtos de origem animal e a

resisténcia de patégenos a algumas drogas (MORRIS, 2007), portanto a selecdo
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de racas, reprodutores e matrizes com o propésito de aumentar a resisténcia as
doencas no sentido de reduzir a utilizacdo de produtos nocivos ao ambiente e a
saude humana e animal tem sido incentivada (LEWIN, 1989) sendo uma tendéncia
mundial de valorizagéo cada vez maior dos produtos naturais (CARVALHO, 2002).

3.1.1.2 Relevancia cultural

A criacdo das racas de uma determinada regido tem forte ligacdo com a
cultura local, durante séculos as racas tém sido formadas por selecdo natural e
artificial, de acordo com as condigcbes ambientais e necessidades humanas
(MAUDET et al, 2002).

As racas bovinas do Brasil, de maneira geral, possuem caracteristicas
Unicas que devem ser preservadas para evitar o desaparecimento das mesmas e
atender demandas futuras, acredita-se que a persisténcia de alguns criadores
barristas foi a responsavel pelo impedimento da extincio completa de algumas
racas (MARIANTE; CAVALCANTE, 2006).

A importancia da conservac¢ao do bovino CPD abrange o cunho cientifico,
cultural, historico e econdmico. No século XVIII a pecuéria teve um intenso impacto
social atraindo o indio e 0 mameluco para a vida de vaqueiro, uma vez que se fazia
na liberdade das pastagens, sem a regularidade da faina agricola, possibilitando
aos mais desprovidos a perspectivas de ascensao (PESSOA, 2003).

Atualmente, ainda nesse contexto, a reintroducdo e a mantenca do CPD
representa uma indiscutivel alternativa sustentavel de geracdo de renda com
melhoria da qualidade de vida, desenvolvimento sustentavel e manutencdo da
identidade de comunidades indigenas, quilombolas, interioranas e fazendas
sustentaveis, pois além de fornecer carne, leite e animais de trabalho, apresenta
baixo custo de producédo e ndo exige grandes investimentos em infraestrutura na
propriedade (BRITTO, 1998; SANTI, 2008) e, ao mesmo tempo, contribui para a
conservacao de um importante patriménio genético do pais (EGITO et al., 2002;
ALMEIDA, 2008).

Exemplifica-se 0 interesse da maior comunidade remanescente de
quilombo do Centro—Oeste, o Quilombola Kalunga, em conservar a raca CPD. Os
quilombolas descrevem que o fazem pela tradicdo, pelo sabor e qualidade da
carne, ficando evidente o carater cultural e familiar da atividade com

hereditariedade. Esta reintrodug¢do do CPD no Sitio Histérico e Patriménio
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Quilombola Kalunga, foi um dos motivos que garantiu a permanéncia da populacao
na zona rural em consequéncia da sua tutoria da Indicagdo Geografica (IG) da
Carne de Curraleiro Kalunga pela Associacdo Kalunga de Cavalcante (AKC)
(FIORAVANTI et al., 2011).

Tais alternativas mercadoldgicas podem agregar valor aos produtos
originados das ragas brasileiras, tornando seu uso comercial mais atraente para o
produtor (FELIX, 2013).

No cunho cultural, inclui-se a venda de gado para veiculos de tracdo, uma
tradicdo viva em festas religiosas e eventos culturais no estado de Goias, como por
exemplo, a Festa do Divino, na cidade de Trindade — Goids (MAIA; COELHO,
2006; FIORAVANTI et al.,, 2011) sendo igualmente utilizados nas pequenas
propriedades para o transporte de madeira e no escoamento da producédo de milho
nos campos (MAIA; COELHO, 2006). Outras festas culturais ocorrem igualmente
no Estado do Maranh&o, sendo um grande evento turistico da regiao.

Este animal possui também valor histérico para o Estado do Piaui que no
passado foi um grande exportador de carne e couro para outras regides, sendo na
época a raca com maior numero efetivo nesta regido (MARIANTI, 1993). Entretanto
por volta de 1811 as terras com alta pluviosidade foram destinadas a cultura de
cana-de acucar e o gado passou a ser criado somente em regides de pluviosidade
instavel (BRITTO, 1998).

Esta importancia foi claramente demonstrada em 2009 com a assinatura do
decreto estadual reconhecendo a raca como patriménio histérico e cultural do
Estado do Piaui, facilitando os tramites para o processo de registro da raca ser
realizado.

Além disso, segundo Carvalho (2002) o sistema de pastejo extensivo
como manejo aos CPD, aplicado em regifes de vegetacdo nativa pode ser eficaz
na prevencdo de incéndios, bem como, desempenham um papel importante na
manutencdo da populacdo nas areas rurais, onde as atividades econémicas sao

limitadas pela distancia e falta de infraestrutura.
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3.1.1.3 Particularidades imunoldgicas

Em conjunto com as multiplas aptidées do CPD ha a conjectura que nessas
populacbes podem conter alelos conferindo resisténcia a algumas doencas
(WOOLLIAMS et al.,1986) além de estudos que corroboram a possibilidade de
resposta imunoldgica mais eficiente (LOBO, 2009).

JULIANO (2006) expds em seu trabalho através da técnica de ELISA que
bovinos CPDs apresentaram uma alta soropositividade (38,24%) para Neospora
caninum, sendo esta prevaléncia superior aos registrados na literatura para outras
racas, entretanto ndo houve relatos de surtos de abortamentos. Foi observado
também que a ocorréncia de diarréias em bezerros era comum, porém os animais
se recuperavam e a mortalidade inespecifica foi estimada em somente 1% a 2%.

Ademais em um estudo comparativo dos valores médios da quantificacéo,
através do ELISA indireto, das imunoglobulinas M (IgM) e imunoglobulinas G (IgG)
apos vacinagcao com Mycobacterium bovis - BCG. Foi observado que os bezerros
CPD mantiveram valores superiores aos bezerros Nelore. Tanto na avaliacdo da
resposta imune humoral menos especifica (IgM) quanto mais especifica (IgG) os
CPDs foram mais eficientes em produzir quantidades maiores de anticorpos, estes
resultados apresentados por estes animais reforcam a existéncia de uma provavel
resisténcia natural, fato que pode ser atribuido a sua rusticidade (LOBO, 2009).

Ha indicios ainda que os bovinos CPDs apresentam imunidade contra os
agentes da babesiose (Babesia bovis e B.bigemina) e leptospirose (Leptospira
interrogans), sem manifestacdo clinica da doenca, ndo havendo alteracéo
hematolégica que indique algum estado morbido, sugerindo haver resisténcia ou
adaptacdo suficiente do hospedeiro sendo este um atributo particularmente
importante nos sistemas de producéo na pecuaria (GIBSON, 2002).

Estes estudos podem trazer grandes contribuicbes aos programas de
melhoramento genético (RANGEL et al. 2004), reforcando a necessidade de
preservacdo do bovino CPD por se constituir instrumento para melhorar a
rusticidade dos bovinos de alta produtividade (EGITO, et al., 2002).

A comprovacao da resposta imunoldgica dos animais a uma s6 doenca, a
principio, parece ndo estar relacionada a resisténcia a outras enfermidades.
Contudo, a sinalizacdo e ativacdo de algumas vias das células do hospedeiro

podem ter similaridades relacionadas a sobrevivéncia ou ndo de patdgenos
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intracelulares (ADAMS; TEMPLETON, 1998). Alguns estudos confirmaram a
resisténcia genética de touro Black Angus, in vitro e in vivo quando desafiado pela
Brucella abortus. Posteriormente este animal foi clonado e seu clone demonstrou
ser resistente também a Mycobacterium bovis e Salmonella typhimurium
(WESTHUSIN et al., 2007).

A associagdo da resisténcia genética com outras medidas de controle
como vacinagao ou utilizagdo de medicamentos, reduz o tamanho do desafio
enfrentado pelo animal ou auxilia no tratamento das infec¢gdes existentes (MORRIS,
2007).

Portanto, destacando o atual enfoque dado para a multiplicacdo de
ambientes e produtos de origem animal livres de substancias quimicas e de
residuos medicamentosos, e da resisténcia de patdgenos a algumas drogas
(MORRIS, 2007), torna-se naturalmente viavel a selecdo de ragas e/ou
reprodutores com o propoésito de aumentar a resisténcia genética as doencgas no
sentido de serem reduzidas a utilizacdo de produtos nocivos ao ambiente e a
saude humana e animal (LEWIN, 1989).

3.2 Leucose Enzodtica Bovina (LEB)
3.2.1 Etiologia do virus da LEB

Véarias sdo as enfermidades que acarretam prejuizos econdémicos para
bovinocultura, dentre as doencas provocadas por virus podemos citar a Leucose
Enzodtica Bovina (LEB), reconhecida universalmente desde 1968 (MILLER et al.,
1969).

O agente causador da LEB é um retrovirus pertencente ao género
Deltaretrovirus e a familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae. E caracterizado por
propriedades de transformacdo de uma uUnica proteina de regulacdo viral, a Tax,
gue pode transativar ambos 0s genes virais e celulares (VAN REGENMORTEL et
al., 2000).

A natureza infecciosa deste virus foi esclarecida em 1965 e posteriormente
em 1969 ocorreu a identificacdo de etiologia viral (MILLER et al., 1969). E um
retrovirus intimamente relacionado com o virus de leucemia de células T humanas
no que se refere a sua organizacdo genérica e no seu ciclo de vida (MIRSKY et al.,
1998).
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O virion € esférico, apresenta um diametro de 80-130nm, em seu interior
possui duas moléculas de RNA de cadeia simples, estabilizados mediante
interacdo com uma nucleoproteina pl2 (nucleocapsideo) este complexo esti

Glicoproteina de Superficie (SU)
gps1

Protease (PR) Glicoproteina Transmembrana (TM) Envelope (env)

gp30

Bicamada lipidica

Proteina Matriz (MA)
pi5

Proteina do Capsideo (CA)

RNA
genémico p24
Proteina do Nucleocapsideo (NC)
pi2

Transcriptase Reversa (RT)

Integrase (IN)

Figura 3 Esquema representando a particula viral do Virus da Leucose Bovina. Fonte: Adaptado de

Burny et al., 1988.

rodeado pelo capsideo que apresenta simetria icosaédrica sendo envolvido pelo
envelope derivado da membrana celular do hospedeiro, onde se observam
projecOes de glicoproteinas (LUDERS, 2001) (FIGURA 3).

A composicao quimica deste virion se baseia em 35% de lipideos, 2,2% de
acido nucleico, 0,5% de carboidratos e 60% de proteina, estas ultimas identificadas
como proteinas estruturais ndo glicosiladas (MUSSGAY et al., 1978).

As (glicoproteinas (gp) e a retrotranscriptase demonstradas por peso
molecular através de eletroforese em gel de poliacrilamida (MILLER; VAN DER
MAATEN, 1982) sdo determinantes para a resposta imunoldgica no hospedeiro,
portanto a maioria das rea¢des soroldgicas incluem as glicoproteinas nos testes de
diagnostico (STRAUB, 1981) sendo utilizadas no desenvolvimento do teste de
Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) que detecta anticorpos em animais
infectados pelo Virus da Leucose Enzodtica Bovina (VLEB), desenvolvido por
MILLER; VAN DE MAATEN (1977).

A principal proteina interna, denominada de capsideo, tem peso molecular

aproximado de 24 KD, sendo referida como p24 (GILDEN et al., 1975) enquanto
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para BURNY et al. (1978) as glicoproteinas mais comuns sdo as localizadas na
superficie externa do envelope viral semelhantes a ganchos, possuindo pesos
moleculares entre 45 e 70 KD, sendo a principal delas a gp51 (PM 51KD).

A fita de RNA do virus pode ser dividida em trés regides bem definidas,
denominadas de gene gag (antigeno grupo especifico), pol (polimerase)
e env (envelope) adiciona-se uma quarta regido na subfamilia Oncovirinae, a
gene sarc (sarcoma) ou onc (oncogene). Estes componentes da estrutura
gendmica contém toda a informacdo genética das quais as proteinas virais sao
derivadas, onde gag codifica as proteinas estruturais; pol a transcriptase
reversa; env as glico-proteinas do envelope e sarc (onc) os fatores implicados nos
fendmenos da alteracéo celular (JAWETZ et al., 1992; FENNER et al., 1993).

O VLEB é sensivel a acao de solventes, detergentes lipidicos, como alcool,
éter e cloroférmio, ao congelamento e ao calor em temperatura de 56°C durante 30
minutos, sendo relativamente mais resistente a luz ultravioleta, radiacdes-X do que
outros virus, provavelmente devido ao seu genoma diploide (DONOVAN, 2003;
SHIMIZU et al., 2004).

Durante a infeccéo inicial, o virus libera todo seu contetdo no citoplasma
dos linfocitos, onde a enzima transcriptase reversa produz um virus DNA a partir do
modelo RNA virico. A dupla fita de DNA linear migra para o nucleo e integra-se no
genoma do hospedeiro pela acdo de uma integrase viral, este provirus manipula a
estrutura celular para a transcricao primaria do RNA gendémico além de causar uma
transformacéao tumoral (VAN REGENEL, 2000). Parte do RNA viral sintetizado €&
processada para gerar o RNAm que sera traduzido nas proteinas virais apropriadas
no citoplasma. Finalizando a infeccéo, o virus é constituido e liberado para 0 meio
extracelular (SEIKI et al., 1984).

O virus podera permanecer apenas em estagio latente, sendo o animal um
transmissor passivo do VLEB, sem apresentar a LP e ou os linfossarcomas, cujo
desenvolvimento € determinado pela constituicdo genética do hospedeiro
(RADOSTITS et al., 2002).
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3.2.2 Epidemiologia do virus

A LEB é uma enfermidade infectocontagiosa sendo descrita pela primeira
vez no ano de 1861 na Alemanha por Leisering, ao descrever ndédulos neoplasicos
de origem linfoide em um baco de vaca (FERNANDES, 2012).

Considera-se que a Europa seja o berco da infeccdo e acredita-se que a
doenca tenha sua origem na regido de Memel, situada na Prussia Oriental,
dissipando-se para o oeste com o0 passar dos anos. Em 1878, Siedamgrotsky
elaborou a primeira descricdo desta doenca, mas foram Smith e Wolkmann, em
1916, e Dutoit, no mesmo ano, que a descreveram com maior perfeicdo. Em 1934,
Schottler levantou a questao da sua contagiosidade (DITTRICH, 2004).

ApoOs a segunda guerra mundial foram realizados numerosos relatos da
LEB em praticamente todos os paises da Europa Oriental. Animais importados da
regido do mar Baltico, no final do século XIX, introduziram o virus nos rebanhos
bovinos dos Estados Unidos da América disseminando-se igualmente para 0s
rebanhos canadenses, dai em diante, a importacédo de animais destes dois paises
disseminou o VLB para o restante do mundo (FELDMAN, 1928; SCHOTTLER,;
SCHOTTLER, 1934; SORENSEN, 1961; LEISERING, 1871; JOHNSON;
KANEENE, 1992).

No inicio do século passado a LEB foi muito estudada devido a sua alta
incidéncia nas regibes do leste da Europa, atualmente, a LEB estda quase
erradicada na Unido Européia (Bélgica, Holanda, Dinamarca, Alemanha, Franca,
Gra-Bretanha, Austria, Finlandia (GILLET et al., 2007), sendo esporadicamente
encontrada em alguns paises (Itdlia, Portugal, Lituania, Letonia, Estonia
(POLETTO, 2004) mas, sua prevaléncia é alta em outras regides do mundo.

Esta enfermidade esta presente também em outros Paises da América
Latina: 50% na Argentina, 14% na Colémbia, 28% na Costa Rica, 36% no México e
de 24% no Peru (BRUNEL et al.,, 1981; CHUNG, 1983; PENA et al.,, 1985;
DUCREUX et al., 1987).

No Brasil, o primeiro caso descrito foi em 1943 quando sua etiopatogenia
foi descrita por Rangel e Machado em Minas Gerais, onde foram identificados
neoplasias em animais domésticos com casos de linfossarcoma em bovinos
(RANGEL; MACHADO,1943). Entretanto o reconhecimento cientifico da ocorréncia
da enfermidade s6 ocorreu em 1959 (SANTOS et al., 1959).
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Segundo FAVA; PITUCO (2004) Atualmente a LEB €& amplamente
distribuida em fazendas brasileiras, especialmente nas possuidoras de rebanho
leiteiro (TABELA 2-ANEXO). Em muitos estados brasileiros inquéritos sorolégicos
mostraram altas taxas de infeccdo pelo VLEB: (CARNEIRO, 2000; BIRGEL
JUNIOR, 2001; MATOS; BIRGEL JUNIOR, 2005; CAMARGOS et al., 2007) com
taxas de ocorréncia que variam de 2,1% (MEAS et al., 2002) a 81,1%
(MEIRELLES et al., 2009).

A introducdo do Virus da Leucose Bovina (VLEB) em rebanhos brasileiros
foi atribuida a importacdo indiscriminada de bovinos do hemisfério norte por
pecuaristas de gado de elite das regibes Sudeste e Sul. Uma vez estabelecida,
nessas regioes, a LEB se disseminou para as regides Norte e Nordeste favorecida
pelo transito intenso de animais e, principalmente, pela auséncia de uma politica
sanitaria visando combater a disseminacdo da doenca em territério nacional
(CARNEIRO, 2003).

Este virus em condi¢cdes naturais infectam bovinos, zebuinos, bufalos e
capivaras, experimentalmente, os animais susceptiveis sdo 0 ovino, 0 caprino e o
coelho (FLORES, 2007), acarretando nestes uma diminuicdo na eficiéncia
produtiva, reprodutiva, maior predisposicao a outras doencas e morte dos animais
(DA et al., 1993, D"ANGELINO et al.,1998).

Ademais, a maioria dos paises importadores tem como protocolo, uma
rigorosa inspecao na importacdo dos animais e seus subprodutos em relagdo a
LEB, sendo de praxe a execucdo na deteccdo de tracos de linfécitos infectados
pelo VLEB inclusive nos produtos lacteos, em razdo da maior prevaléncia da
enfermidade em bovinos leiteiros (FELMER et al., 2006) portanto, desencadeando
uma extensa lista de impactos econémicos (TIWARI et al., 2007).

Corresponde a uma enfermidade com longo periodo de incubacéo seguida
por evolucao crénica, neoplasica de carater infeccioso e plurissintomatica afetando
particularmente a linhagem celular linfoide dos animais acometidos (SCHWARTZ;
LEVY, 1994).

A LEB caracteriza-se por um periodo curto de viremia pés-infeccéo,
seguido por um longo periodo de incubacdo (de dois a cinco anos) até o
aparecimento de sinais clinicos. Apés um intervalo de 10 a 12 dias, particulas virais

estdo presentes na corrente sanguinea induzindo uma resposta imune humoral,
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com producdo de anticorpos especificos para as proteinas virais p24 e gp51
(FERRER; PIPER, 1981).

Sem excec¢édo, todos os bovinos infectados com o VLEB desenvolvem
anticorpos, entretanto apenas alguns apresentam sinais clinicos ou patoldgicos da
doenca (FERRER; PIPER, 1981, FERRER, 1982) por isso, apesar da LEB
corresponder a neoplasia de maior incidéncia em bovinos de leite, acometendo
ocasionalmente o gado de corte (BARROS, 2007) € uma doenca negligenciada
devido a pequena quantidade de animais clinicamente afetados (TROIANO, 2009).

A enfermidade pode causar baixa na defesa imune humoral, devido ao
decréscimo de imunoglobulinas, principalmente IgM, desenvolver linfocitose
persistente (LP) uma proliferacdo dos linfécitos e linfossarcoma (LUDERS, 2001).
Este efeito imunossupressivo pode interferir na qualidade da resposta a antigenos
vacinais, mantendo-os em condi¢cdes inadequadas frente as possiveis infeccoes,
podendo atuar como fator de risco de ocorréncia da Tuberculose (MENDES et al.,
2008) e a mastite bovina (GARCIA et al.,1995) além de interferir no resultado de
exames laboratoriais indiretos que necessitam de um desempenho do sistema
imunitario, contribuindo para a perpetuacdo de enfermidades no rebanho com a
presenca nao diagnosticada dos portadores disseminando agentes infecciosos a
animais sadios, além de predispor o animal a diversas outras doencas (BRAGA,
1998).

Com o avancar da idade a taxa viral aumenta, tanto pelo fato da infeccéo
ter um carater crénico como o animal ter um maior tempo de contato com os
animais do rebanho (FAVA; PITUCO, 2004).

3.2.3 Transmissibilidade

Na pecuéria atual, a transmissdo do VLEB ocorre especialmente pela via
horizontal, através da transferéncia iatrogénica de linfécitos infectados pelo uso
indiscriminado de instrumentos de descorna, tatuagem e agulhas sem a devida
desinfeccdo (TIWARI et al., 2009), portanto procedimentos veterinarios de rotina e
métodos de manejo sdo causas importantes na transmissdo do virus doenca.
Deste modo, a enfermidade dever ser mais prevalente em rebanhos onde ha um

manejo mais intensificado com manipulagbes mais intensas, facilitando as formas
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de transmissdo horizontal, compativel com o manejo realizado em rebanhos
produtores de leite (SARGEANT et al., 1997).

As portas de entrada do VLEB, incluem a via intradérmica, intramuscular,
subcutanea, intravenosa (EVERMAN et al., 1986), oral, intraperitoneal (MILLER et
al., 1972), intratraqueal, intra-uterina (ROBERTS et al., 1982) e intra-retal
(HOPKINS, 1988).

O VLEB né&o tem sido encontrado livre da célula, no sangue dos animais
infectados, é restrito ao linfécito (KETTMANN et al., 1978) logo, ha auséncia de
infectividade do plasma, mesmo com a ocorréncia de uma viremia, a
transmissibilidade deste virus em relacdo a outros virus acometidos em bovinos
torna-se rara (ROMERO et al., 1982; TROIANO, 2009) e a possibilidade de
transmissdo do virus parece ser maior com sangue de animais com linfocitose
persistente (ITOHARA et al., 1985).

Tanto 0s animais assintomaticos quanto os que apresentam sinais clinicos
sé@o capazes de eliminar o agente por meio das excrecdes e secrec¢des corporais,
envolvendo secrecBes nasais e traqueais, urina e principalmente, sangue, leite e
saliva. Foi demonstrado que apenas 0,1uL de sangue (4.524 linfocitos), quando
inoculado via intradérmica € capaz de causar infeccdo em bovinos (KLINTEVALL,
1994) e que em condi¢cdes normais, devido a concentracdo de componentes
celulares, a transmisséo pelo sangue € mais frequente do que pelo colostro e leite
(JOHNSON; KANEENE, 1992).

Em condi¢des naturais, a infec¢do intra-uterina é infrequente ocorrendo em
cerca de 1,2 a 6,4% dos animais nascidos de vacas infectadas (MEAS et al., 2002)
entretanto foram encontradas por Buehring et al. (1994) particulas virais no colostro
e no leite das fémeas infectadas, permitindo portando a doenca ser transmitida de
mae para filho ou para qualquer outra cria que faca a ingestéo do colostro.

A transmissdo do VLEB durante a gestacao, via de regra ocorre apds o
primeiro trimestre. As vacas com alta viremia e baixo titulo de anticorpos podem
transmitir a infeccdo ao feto. Entretanto, fémeas com baixa viremia e um alto titulo
de anticorpos, promovem a transferéncia de imunidade para os fetos, a qual
permanece por alguns meses (JACOBSEN, 1983).

A inseminacdo artificial e a transferéncia de embrides intactos ndo sao
consideradas como metodos comuns de transmissdo da doenca. Muitos

pesquisadores cometeram equivocos ao afirmar a presenca do virus no sémen
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(RADOSTITS et al., 2002) entretanto, o mais provavel seria considerar o sémen
como fonte de contamina¢do quando exposto a linfécitos infectados no processo de
inseminacado artificial, porém deve-se atentar que doencas do trato genital que
ocorrem frequentemente e coletas de sémen mais traumaticas como a massagem
da uretra do doador positivo e das glandulas acessorias retal é feita levam a
processos inflamatérios nas membranas mucosas do prepucio e/ou 6rgaos
internos, durante os quais capilares sanguineos rompem-se e a migracdo de
leucécitos para os tecidos afetados (JOHNSON; KANEENE, 1992).

Estudos realizados demonstraram que a inseminagéao artificial com sémen
processado nao possui risco de infeccdo para a progénie ou vaca inseminada
(MONKE, 1986; CHOI et al., 2002) pois, neste tipo de protocolo reprodutivo a
gualidade do sémen e os leucocitos sdo analisados, sendo que uma elevada
concentracdo destas células € motivo de descarte. Como 0 virus esta presente
apenas nos linfécitos, esta medida reduz as chances da presenca do virus no
sémen. Além disso, o ejaculado é diluido 50 vezes ou mais durante o
processamento, reduzindo a concentracao deste tipo de células que poderiam estar
presente em uma dose de sémen (PELZER; SPRECHER, 1993).

Neste sentido, foram interessantes as observacdes de Tekes et al. (1984)
gue, nos rebanhos onde haviam-se colocado machos da raca Frisia-holandesa,
com o objetivo de melhoramento genético, todos apresentaram-se infectados,
entretanto estavam livres da infecdo aqueles rebanhos onde sémen diluido dos
mesmos machos era utilizado para a inseminacao artificial.

A premunicdo contra Anaplasma e Babesia sp. também exerce um
importante papel na difusdo do virus, pela inoculagdo de sangue fresco quando
animais infectados sao utilizados (FLORES et al., 1992).

Perino et al. (1990), relataram a transmissdo do VLEB por insetos
hematéfagos (tabanideos, moscas picadoras e carrapatos infectados) em
numerosos rebanhos com grande percentual de animais infectados adicionada a
alta populacdo de insetos. A difusdo também foi relacionada diretamente com a
sazonalidade, sendo mais intensa no verdo e em regides tropicais (MANET et al.,
1989).
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3.2.4 Patologia e sintomatologia

O agente etiologico da LEB corresponde a um virus RNA tumoral
linfotrépico B, entretanto ocasionalmente detectado em células T, mondcitos e
granuldcitos (SILVA et al., 2008).

O processo infeccioso ocorre devido a interacdo entre a glicoproteina viral
e um receptor da superficie celular, a insercdo ocorre entre 0s receptores
especificos da superficie celular e as glicoproteinas do envelope viral (gp51 e
gp30). A glicoproteina externa, gp51, unifica o virus aos linfocitos B e é
responsavel pela infectividade do virus e pela etapa inicial da infec¢cdo ademais, a
glicoproteina, gp30, ancora o envelope do virus na membrana plasmética da célula
alvo (SUZUKI et al., 1998).

A infecgéo pelo VLEB induz ao aparecimento de leucocitose com linfocitose
persistente em aproximadamente 30% dos animais infectados, que né&o
apresentam nenhuma evidéncia clinica. Entretanto, 0,5 a 5,0% dos bovinos
infectados, com idade entre quatro a oito anos, apresentam a forma tumoral da
doenca, com o desenvolvimento de linfossarcomas (JULIANO et al., 2014).

Via de regra os virus possuem a habilidade de desenvolverem estratégias
a fim de neutralizar a resposta apoptotica das células do hospedeiro e acredita-se
gue a modulacdo da apoptose, associada ou ndo ao aumento da taxa de
proliferacdo celular, possa ser componente fundamental na persisténcia viral e na
progresséao para linfocitose induzida pelo retrovirus (SPILONA, 2010).

A persisténcia da infeccdo ocorre associada a diferenca da expressédo de
antigenos virais nas células infectadas que resulta na eliminacdo das células que
os expressam (FLORINS et al., 2007; GILLET et al., 2007). Este fato € primordial
visto que logo apods a infeccdo, a atividade da resposta humoral e citotoxica sé&o
capazes de abolir a replicacdo viral, permitindo apenas a expansdo clonal das
células portadoras do provirus, 0 que justifica a maior proliferacdo de linfécitos de
se restringir apenas aos estagios iniciais da infeccdo. Podendo sugerir que o
desenvolvimento da LP deve-se a reducao da apoptose pelas células B, e a maior
proliferacdo linfocitaria podendo se restringir apenas ao estagio inicial do
desenvolvimento da LP (SPINOLA, 2010).

No sangue periférico, proporcionalmente existem 70% de linfocitos do tipo

T, 20% de Linfécitos B e 10% de linfécitos nao diferenciados. Em bovinos com a
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linfocitose persistente, exibem um fascinante aumento para 97% nos valores de
Linfocitos B na circulagéo periférica (BIRGEL JUNIOR, 1991), principal populagéo
de leucdcitos infectada predispondo os bovinos ao linfossarcoma (MIRSKY, 1998).

A frequéncia aproximada com que o0s sinais clinicos aparecem é: 80 % de
perda de peso; 77 % de reducdo na producédo de leite; 58 % de linfadenopatia
externa; 52 % de anorexia; 43 % de linfadenopatia interna; 41 % de paresia
posterior; 23 % de febre; 14,3 % de comprometimento respiratério; 13,2 % de
exoftalmia bilateral; 7,4 % de exoftalmia unilateral; 12,7 % de diarréia; 8,7 % de
constipacédo e 7 % de comprometimento cardiovascular (RADOSTITS et al., 2002).

A principal caracteristica visualmente perceptivel da LEB se baseia no
aumento dos linfonodos do animal, sendo comuns na regiéo retrobulbar, resultando
em exoftalmia uni ou bilateral, e na area faringea, acarretando disfagia e estertores
durante a respiragéo (BRAGA, 1998).

A forma entérica da doenca € caracterizada pelo alargamento da
submucosa do abomaso, podendo existir envolvimento dos linfonodos
mesentéricos associados com esta infiltracdo, apresentam-se com volume
suficiente para causar obstrucéao (VALLI, 1993).

Na forma cardiaca € possivel observar infiltracdo no miocardio além de
envolvimento do atrio direito, preferencialmente na regido de deposi¢ao de gordura
do epicardio (VALLI, 1993).

Massas tumorais de coloracdo branca e aspecto firme podem ser
encontradas em qualquer o6rgéo, caracterizados por infiltracdo mononuclear em
orgaos ricos de tecido reticulo-histiocitario, comumente os linfonodos, o baco, o
coracdo, o utero, o abomaso, o figado e/ou os rins, olho e medula espinhal,
acarretando diversos transtornos ao organismo pelos 6rgdos perderem as
caracteristicas primarias e sendo progressivamente substituidos por um novo
tecido de natureza neoplasica (MATSUOKA; JEANG, 2007).

Dependendo dos 6rgaos ou sistemas afetados pela presenca dos tumores,
as manifestacdes clinicas podem variar de acordo com as anormalidades
circulatérias, respiratorias, digestivas, reprodutivas, urinarias e neurolégicas tendo
previamente apresentado ou nao linfocitose persistente sendo que o abomaso, 0
coracdo e a medula sédo os 6rgaos geralmente envolvidos (COCKERELL; REYES,
2000).
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Ademais outros sintomas clinicos evidentes incluem a adenomegalia,
incoordenacéo e paralisia dos membros posteriores, baixa producéo leiteira, perda
de peso progressiva e caquexia, levando a morte do animal (BRAGA, 1998). Além
disso, quando os tumores se localizam nas paredes uterinas ocorre obstrucao retal
e, em raros casos, abortos ocorrendo em periodos mais adiantados da gestacao
(STRAUB, 1981).

As lesBes microscopicas consistem em infiltrag6es nodulares ou difusas de
células linféides nos 6rgédos atingidos (BLOOD; RADOSTITS, 1991).

3.2.5 Diagnéstico

Com a alta incidéncia da enfermidade no leste europeu no século
passado, inUmeros pesquisadores descreveram meétodos que indicavam o seu
diagnostico precoce a fim de promover a erradicagdo da mesma nos rebanhos
leiteiros da regido através da relevancia da hematologia, particularmente a
leucometria como ferramenta clinico epidemioldgica estratégica a LEB podendo ser
constatada desde antes do descobrimento da natureza viral da enfermidade
(BIRGEL JUNIOR, 1991).

Os pioneiros a descrever um meéetodo de diagnéstico da LEB
correlacionando alteracdes hematoldgicas com a doenca, indicaram a presenca de
linfocitos atipicos (GOTZE et al., 1954; BIRGEL JUNIOR, 1991) a partir destes
estudos foram convencionadas algumas normas de diagndstico hematoldgico para
LEB influentes até a atualidade, as chamadas chaves leucométricas de Gotze,
Bendixen (1959), Tolle (1965) e Mammerick (1978) ( SPINOLA, 2010;
FERNANDES, 2012).

Apés o estabelecimento das chaves muitos autores dedicaram-se a sua
aplicabilidade no controle da doenca, inclusive no Brasil, onde alguns autores
reconheceram o seu uso e outros a contestaram (BIRGEL JUNIOR,1991).

Por fim, constata-se que ndo ha um consenso sobre as carateristicas
especificas das atipias hematoldgicas no que se diz respeito a enfermidade,
resultado de uma diferenciacdo no padrdo hematoldgico dos animais atualmente
expostos a uma maior diversidade antigénica adicionada a uma evolugdo do virus e
uma diferenciacdo dos sistemas de criacdo, além das chaves leucométricas serem
muito antigas (SPINOLA, 2010).
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Atualmente o que se faz uso em relacéo a contagem de linfécitos no exame
de sangue, é a revelacdo de uma leucocitose com linfocitose persistente (LP) com
0 aumento no namero de linfécitos B. Entretanto, a auséncia da mesma nao exclui
a possibilidade de infeccdo (BARROS, 2007), pois a sua ocorréncia se da em
somente 30% dos casos (FLORES, 1989).

Enquanto na Europa o enfoque principal eram as chaves leucométricas,
nos Estados Unidos, os pesquisadores emanaram mais os estudos na cultura de
linhagens celulares com o intuito da replicacdo do VLEB in vitro (VAN DER
MAATEN et al., 1974). Foi produzido o virus através de co-cultivo e por
persistentes infeccbes com linfocitos, em células fetais de rim de carneiro (Fetal
Lamb Kidney —FLK) formando a linhagem FLK-BLV. Apds o isolamento e cultivo do
VLEB, foram desenvolvidas algumas metodologias para a detec¢cdo dos anticorpos
nos animais (EVERMANN et al., 1992).

No final dos anos 70 a FLK-BLV foi trazida ao Brasil (DITTRICH, 2004)
para a producéo do virus e suas linhagens preexistentes gerando novas linhagens
correspondentes, esta linhagem celular continua sendo utilizada para producdo do
antigeno VLB em kits de teste diagnostico (ALTANER et al., 1985; MAMOUN et al.,
1990; WAGNER et al., 1995).

Atualmente a suspeita do diagnéstico clinico da enfermidade se da quando
h& aumento de linfonodos superficiais, exoftalmia, perturbacdes digestivas cronicas
€ mais raramente, paresia, paralisia e placas cutaneas (LUDERS, 2001).

Adicionado as caracteristicas fisicas aparentes os animais acometidos pelo
VLEB desenvolvem anticorpos tipo IgM, 1gG e IgA que podem ser identificados em
testes soroldgicos, denominados testes indiretos.

O teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA), padrdo —ouro pela
OIE, detecta anticorpos no plasma ou no soro contra as glicoproteinas gp51 e gp30
do virus sendo o teste mais adotado pelos orgdos de defesa sanitaria de varios
paises, como teste oficial pela OIE para diagnosticar a infeccdo pelo VLB
(EVERMANN, 1992).

O Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) pode ser usado tanto em amostras
sanguineas como em amostras de leite, sendo mais sensivel que o teste IDGA,
detectando também anticorpos em rebanhos com prevaléncia do VLEB inferior a
1%. Este teste é baseado na utilizacdo de proteinas virais, parcialmente purificadas
e especificas (DOLZ; MORENO, 1999).
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A base para a o0 uso das técnicas soroldgicas, se enquadra na perspectiva
de que o animal infectado com o VLEB permanece portador do mesmo durante a
vida toda e sempre possuira anticorpos como resposta imunolégica ao virus e,
portanto reagente nos testes realizados (FAVA; PITUCO, 2004).

Outro meio de diagndstico para a LEB inclui a técnica direta para pesquisa
de antigeno viral do BLV. Recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal, uma delas é a PCR, capaz de detectar precocemente, até duas semanas
apos a infeccdo o DNA proviral integrado no genoma da célula hospedeira em
diversos tipos de material clinico, como sangue total, linfocitos, 6rgados e tecidos
neoplasicos e sémen (OIE, 2003). A outra corresponde a Imunohistoquimica,
realizada a partir de cortes histolégicos de material suspeito de fragmentos de
orgaos obtidos através de biopsia ou necropsia conduzem a um diagnostico preciso
da enfermidade (SHINAGAWA et al., 1994).

Os meétodos diretos e os indiretos disponiveis para o diagnéstico do BLV
possuem vantagens e desvantagens. Segundo o trabalho desenvolvido por Martin
et al. (2001), para a pesquisa de anticorpos, tanto o ELISA quanto a IDGA sé&o
adequados para a rotina diagndstica, no entanto, observaram que o teste de ELISA
detectou 12% mais individuos sororeagentes que a IDGA. Para a pesquisa do virus
em si, estes autores verificaram que a PCR detectou 6% mais animais positivos do
gue o ELISA, porém salientam que pode ocorrer resultado negativo ao PCR em
animais sororeagentes ao IDGA e ELISA. De acordo com esses resultados, estes
autores recomendam realizar tanto teste direto quanto indireto, isto €, os animais
seriam inicialmente submetidos a triagem pela IDGA ou ELISA, por ultimo,
submeté-los a PCR e interpretar os resultados conjuntamente. Salienta-se que néo
ha 100% de concordancia entre os testes, por este motivo os testes diretos e
indiretos se complementam e algumas vezes o0s resultados interpretados de uma
maneira isolada séo dificeis de se comparar (FAVA; PITUCO, 2004).

A quantidade de anticorpos presentes no sangue pode ser influenciada por
flutuacBes no numero de linfécitos infectados e/ou copias do provirus (GUTIERREZ
et al., 2001; ROLA; KUZMAK, 2002), localizacdo dos linfécitos infectados
(KLINTEVALL et al., 1994) e variacédo no provirus (FECHNER et al., 1997).

A infeccéo recente do animal, o periodo de incubacdo da doenca (FAVA;
PITUCO, 2004; KUCKLEBURG et al., 2003), o periodo de pré e pdés-parto

(CAMARGOS et al., 2005) e a presenca de gendtipos associados a resposta imune
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humoral (FECHNER et al., 1997) também podem explicar falhas na detec¢do do
virus em exames.

Para impedir reacOes falso-negativas, as vacas ndo devem ser testadas
com exames indiretos no periodo de trés semanas que antecedem ao parto e até
trés semanas apos (RAMA, 2009), bovinos com resultados negativos devem ser
retestados apés trés meses, para isso 0s programas de controle incluem testes
sequenciais de diagndéstico para infeccdes recentes em bezerros, que devem ser
realizados apds os sete meses, tempo necessario para os anticorpos transferidos
pela mée desaparecerem (PELZER; SPRECHER, 1993; TROIANO, 2009).

Com a realizagdo da necropsia observam-se nos animais acometidos da
leucose enzodtica bovina, formacdes tumorais em tecidos linféides do tipo
linfossarcoma (BRAGA, 1998) com dimensdes crescentes, ao corte os linfonodos
apresentam superficie branco amarelado, em distincdo entre cortical e medular.
Massas tumorais com o mesmo aspecto podem ser encontradas no coracao, rins,
intestinos, abomaso, medula espinhal e utero. Histologicamente ha uma
proliferacdo das células da linhagem linfocitica e infiltracdo macica dessas células
nos orgaos afetados (FLORES, 2007).

3.2.6 Controle e Erradicacao

Diferentemente dos paises europeus, no Brasil ndo existe nenhum
programa oficial especifico para a prevencdo desta enfermidade. Entretanto o
Ministério da Agricultura colabora com tentativas de programas de controle, através
do impedimento de compra e entrada no pais de animais sorologicamente positivos
para VLEB.

Ademais, o desconhecimento da enfermidade pelos produtores e o fato da
infeccdo permanecer inaparente na maioria dos casos, fazem com que o0s
proprietarios ndo manifestem interesse em controlar ou erradicar a LEB (LEITE et
al., 2001).

Primeiramente h&a a necessidade de uma identificacdo acurada dos animais
infectados e ndo infectados através de um teste laboratorial e eficaz
principalmente, os procedimentos necessérios para o controle da infeccdo devem
ser economicamente possiveis medidas estas tais como identificacdo, isolamento e

eliminacdo dos animais reagentes (SILVA et al., 2008).
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A realizacdo de testes sorolégicos nos animais com idade superior a seis
meses, e repeticdo semestral, permite identificar os animais positivos e auxiliar no
controle da doenca (SILVA et al.,2008). As propriedades livres devem adotar
medidas para evitar a introdugdo onde todos os animais a serem inclusos no
rebanho devem ser testados (FLORES, 2007).

Recomenda-se fornecer para os bezerros colostro e leite de vacas néo
infectadas pelo BLV, ou que tenha sido fervidos por um periodo de 30 minutos em
56°C (JOHNSON; KANEENE, 1992).

Indica-se também, realizar a desinfeccdo de instrumentos cirdrgicos e
equipamentos como seringas, agulhas, tatuadores, aplicadores de brincos,
instrumentos de castracao e descorna (JOHNSON; KANEENE, 1992).

Atualmente ndo ha nenhuma vacina efetiva que confira protecdo contra o
VLB bem como tratamento viavel e efetivo (BIRGEL JUNIOR et al., 2006).

Alguns paises que conseguiram controlar ou erradicar a LEB possuem
programas oficiais baseados no imunodiagnostico e na politica de isolamento e
descarte dos animais soropositivos (OIE, 2003).

A vigilancia epidemiologica apos a erradicacdo deve ser mantida, para

garantir a condicdo de zona ou pais livres de VLEB (OIE, 2003).
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4 CAPITULO |

Leucose Enzootica Bovina em Curraleiros Pé-Duro
Enzootic Bovine Leukosis in Curraleiro Pé-Duro
C.B. Nascimento', M.C. S. Batista', P.S.R. Mattos", A. F. R.amos', M. C.S.Fioravanti ",
L.Cavalcanti"

RESUMO

A Leucose Enzodtica dos Bovinos (LEB) é uma enfermidade infectocontagiosa,
caracterizada pelo desenvolvimento de linfossarcomas em sua evolugdo, invariavelmente
resultando na morte do animal sendo considerada uma enfermidade de grande potencial de
infecciosidade, especialmente entre bovinos produtores de leite. Levando-se em consideracéo
a resisténcia parasitologica do gado CPD e a ocorréncia de inUmeras doengas nos rebanhos
bovinos brasileiros, objetivou-se determinar a presenca do virus da LEB em bovinos CPD.
Foram utilizadas amostras de sangue de 191 animais e realizado a PCR, obtendo-se 14 (7,3%)
amostras amplificadas com virus da LEB. Verificou-se um maior indice de positividade em
bovinos acima de 12 meses (p<0,05). As fémeas (7,3%) obtiveram a mesma prevaléncia que
0os machos (7,7%) (p<0,05). Dentre as amostras amplificadas, apenas 2 (1%) animais
positivos mostraram leucocitose, e ndo apresentam quaisquer sintoma da doenca.
Palavras-chave: raca naturalizada, enfermidade infectocontagiosa, adaptacdo, Bos taurus

ibericus.

ABSTRACT

The Enzootic Bovine Leukosis is an infectious disease characterized by the development of
lymphosarcomas in its evolution, invariably resulting in the death of the animal is considered
a disease of great potential infectivity, especially among dairy cattle. Then taking into account

the parasitological resistance of cattle Curraleiro Pé-Duro (CPD) and the presence of
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numerous diseases in brazilian cattle, this study aimed to determine the presence of the bovine
leukemia virus (BLV) in CPD cattle. Blood samples were collected from 200 animals and
performed PCR. Was obtained 14 (7.3%) samples amplified with the BLV. There was a
higher positivity rate of cattle above 12 months (p <0.05). The females (7.3%) showed the
same prevalence than males (7.7%) (p <0.05). Among the amplified samples, only 2 (1%)
showed positive animals leukocytosis, and do not show any symptom of the disease.

Keywords: naturalized breeds, infections contagious disease, adaptation, Bos taurus ibericus.

INTRODUCAO

Os bovinos antecessores a raca Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus ibericus) foram
trazidos da Peninsula Ibérica para o Brasil, no século XVI, passaram por quatro séculos em
processo de selecdo natural e adaptacdo as condicOes tropicais. A partir do final do século
XIX, com a introducdo de racas bovinas exdticas, a raca foi caracterizada como uma
populacdo vulnerdvel ao risco de extincdo (MARIANTE; EGITO, 2002). Atualmente,
existem criatorios desta raca cadastrados nos Estados do Maranhédo, no Piaui, na Bahia, em
Goids e em Tocantins. Ressalta-se a rusticidade, o baixo custo de producdo e a baixa
exigéncia nutricional como qualidades indiscutiveis desses animais (NETESTADO, 1998)
ademais, estudos demonstram que cordeiros de racas naturalizadas dispdem de alelos
conferindo resisténcia a algumas doencas (WOOLLIAMS et al.,1986) além de corroborar
com uma resposta imunoldgica mais eficiente (LOBO, 2009).

A leucose enzootica bovina (LEB) é uma enfermidade infectocontagiosa de carater
crbnico, causada pelo virus da leucose bovina (VLEB) (MILLER et al., 1969). A infeccdo
pelo VLEB induz em cerca de 30% dos animais acometidos a leucocitose com linfocitose

persistente (LP) e em 0,5 a 5,0% dos bovinos infectados, com idade entre quatro a oito anos,
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apresentam a forma tumoral da doencga, com o desenvolvimento de linfossarcomas (PEREIRA
et al., 2013).

A importancia econdmica relacionada a enfermidade decorre dos custos com o
diagndstico e o tratamento dos sintomas; descarte prematuro, morte de animais clinicamente
afetados e condenacdo de carcacas (FELMER et al.,2006) além de perdas na exportacéo para
mercados que requerem bovinos livres da infeccdo. Embora o risco de transmissdo pelo
sémen congelado e embribes seja minimo, o pais importador pode exigir um atestado de que
esse material seja oriundo de animais ndo reagentes, colhido, processado e armazenado em
conformidade com as exigéncias da Organizacdo Mundial de Sadde Animal (OIE) e da
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrifes (IETS). Nesse caso, assume-se grande
importancia determinar as condi¢cdes necessarias para evitar a disseminacao desta doenca e as
restricdes sanitarias relacionadas ao comércio (JULIANO et al., 2014).

Devido a intengdo em expandir os nucleos de conservacgéo e o efetivo populacional
do gado Curraleiro Pé-Duro especialmente para populaces de subsisténcia e residentes em
regibes do nordeste brasileiro, além de atender as exigéncias para a comercializacdo dentro e
fora do pais, torna-se necessario obter dados referentes aos aspectos sanitarios desses animais.
Sendo assim, este estudo teve como objetivo pesquisar o VLEB em rebanhos bovinos

Curraleiros Pé-Duro.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Utilizaram-se amostras de sangue total oriundas do banco de sangue da Embrapa
Unidade Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF. Os sangues eram provenientes de
bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro de cinco fazendas localizadas no Estado de Goias, com a

idade variando de 3 meses a 5 anos de ambos 0s sexos, 13 animais machos e 178 fémeas. As
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amostras foram mantidas sob refrigeragdo a -20°C até o processamento para extracdo de

DNA.

Leucograma

Realizado a contagem com o auxilio da cdmara de Neubauer, efetuando-se a contagem
do total dos leucécitos e a seguir, foi multiplicado por 100 e, desta forma, obtinha-se o
namero total de leucécitos por milimetros clbicos de sangue seguindo metodologia realizada

por MEYER (1995).

Extracdo e Quantificacdo de DNA

O DNA foi obtido diretamente de sangue total utilizando o protocolo de extracdo de
linfocitos (SILVA, 2010). Iniciando-se com a lise das células vermelhas e em seguida
adicionada a solucéo de lise do nucleo para a liberacdo do DNA e futura formacdo da medusa.

Para a finalizacdo da extracdo o pellet de DNA foi eluida em TE.

O DNA foi entdo quantificado em geéis de agarose 1% por comparacdo com DNA
fago lambda de concentracdo conhecida e aplicada a tensdo de 160V e 300mA em tampao 1X
TBE (Tris-Borato-EDTA).

O DNA foi também quantificado através de espectrofotometria (Nanodrop ND-
1000®) com a finalidade de verificar a qualidade e a quantidade de DNA. Apés a estimativa
das concentragdes obtidas nas extracfes, uma aliquota das amostras foram diluidas para uma
concentragdo final de 125ng/uL para a realizagdo da PCR para Leucose Bovina.

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratorio de Genética Animal

(LGA), na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.
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PCR para Leucose Enzootica Bovina (LEB)

Primers para LEB

O gene env foi escolhido como alvo para a PCR em razdo dessa regido ter
importantes fungdes na replicacdo viral e na resposta imune do hospedeiro. Buscou-se a
amplificacdo de fragmentos de 521 pares de bases através dos iniciadores: BLV1 (+) 5°-
GGGCCATGGTCACATATGATTG-3”. BLV2 (-) 5°- CGTTGCCTTGAGAAACATTGAAC-3’ da marca

comercial IDT (integrated DNA Technologies).
Amplificacéo para LEB

As reacgdes foram realizadas em um volume total de 20 pl contendo 10mM TrisHCI,
50 mM KCI, 1,5 mM de MgCL,, 1% de DMSO, 10 pmoles de cada primer, 0,2 mM de
dNTPs, 0,5 U de Tag DNA polimerase e 2uL do DNA de cada amostra, contento
aproximadamente 250 ng de DNA. Os ciclos padronizados para amplificagdo do DNA foram:
uma incubacdo inicial a 95°C por 3 minutos, o que era seguido por 35 ciclos, cada um
consistindo de desnaturagdo a 95°C por 60 segundos, hibridizacdo a 59°C por 60 segundos

extensdo pela polimerase a 72°C por 60 segundos e extenséo final a 72°C por 10 minutos.
Eletroforese para LEB

Para a confirmacdo da reacdo de PCR trés microlitros de cada amostra da reacdo de
PCR juntamente com seis microlitros de azul de bromofenol foram separados em géis de
agarose a 1,5% corados com brometo de etidio. Foi aplicada tensdo de 160V e 300mA em
tampdo 1X TBE (Tris-Borato-EDTA).

Estatistica e analise das sequéncias

Foram calculadas a frequéncia da infeccdo pelo VLEB nos diferentes estratos, para

analisar a existéncia de diferencas significativas entre os resultados obtidos para os atributos
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faixa etéria e sexo. Foram utilizados para a frequéncia somente 191 animais, sendo 13 animais
machos e 178 fémeas uma vez que utilizando-se o para a comparacdo das médias foi utilizado

teste Qui-quadrado (%) com o auxilio do programa EPI-INFO (DEAN et al., 1992).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A PCR desenvolvida para amplificacdo do gene codificador da proteina gp51
mostrou-se eficiente, especifica e sensivel. Obteve-se uma forte banda do tamanho esperado
com 521pb (Fig. 1).

A tabela 1 demonstra que de 191 amostras analisadas foi verificado que a PCR
amplificou DNA proviral do VLEB em 14 bovinos (7,3%) e ndo houve a amplificacdo em
177 bovinos (92,7%).

De acordo com esses resultados, € possivel classificar os rebanhos de CPD com uma
baixa taxa de infeccdo pelo VLEB (<10%) segundo a classificacdo proposta por
SHETTIGARA et al. (1986). Esses dados corroboram com os de SILVA (2001) e JULIANO
et al. (2014) nos rebanhos curraleiro pé-duro, piauienses e goianos respectivamente.

Essa prevaléncia encontrada nos rebanhos de CPD ¢é claramente inferior aos indices
descritos para o gado leiteiro, estes ultimos apresentam maior prevaléncia da enfermidade
(BIRGEL et al., 2006). ANDRADE (1991), MENDES et al. (2011) e SANTOS et al. (2011)
relataram sendo de 35,9% ; 23,1% e 53,8% respectivamente a prevaléncia em rebanhos
leiteiros, isto ocorre em razdo da principal rota de transmissdo da doenca ser por via
horizontal onde uma maior aglomeracdo de animais, caracteristico do manejo leiteiro,
desencadear maior transmissibilidade do virus (JOHNSON; KANEENE,1992). Desde 1981,
BURRIDGE et al. demostraram essa caracteristica epidemiolégica da enfermidade em relacdo
ao tipo de manejo onde, 47,8% dos animais leiteiros eram soropositivos € nos bovinos de

corte somente 6,7%.
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N&o pode ser descartada a possibilidade da diferenca encontrada nesse estudo estar
igualmente associada ao tipo racial (BIRGEL JUNIOR et al.,1995), devemos considerar
também que os animais Curraleiros podem ser mais resilientes a diversas doencas que 0S
animais exaticos e possuem uma criacdo predominantemente extensiva e rastica, o que pode
justificar um menor acometimento pela LEB. Vale ressaltar que em rebanho de Pantaneiros,
apesar de ser igualmente uma raca localmente adaptada, a prevaléncia obtida para a presenca
de anticorpos da LEB foi de 22,03% (CAMARGOS et al.,2000).

No que diz respeito a prevaléncia em relacdo ao sexo, apesar de ter sido amostrado
um maior nimero de fémeas em relacdo aos machos, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os estratos, portanto 0s machos curraleiros séo téo susceptiveis a infeccédo
quanto as fémeas curraleiras, assim como PINHEIRO JUNIOR, et al. (2013) e SILVA (2001).

Estes dados estdo em desacordo com JULIANO et al (2014) e BIRGEL JUNIOR et
al. (1995), estes ultimos observaram uma sororeatividade significativamente maior nas fémeas
(23,3%) que em machos (11,8%), sendo atribuido essa diferenca ao maior isolamento a que
sdo submetidos os machos, pois sejam eles reprodutores ou garrotes criados para a venda, sao
mantidos isolados, dificultando a transmissdo horizontal do virus portanto, a diferenca pode
ser atribuida a influéncia dos sistemas de criacdo ao inveés do género sexual.

Na tabela 3 estd demonstrada a prevaléncia por faixa etaria, sendo que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os estratos dos animais das faixas etarias, menor que 6
meses e de 7 a 12 meses e houve diferenca significativa destes dois grupos em relacdo ao
estrato de animais maiores que 12 meses (p<0,05) havendo um aumento crescente na
frequéncia dos animais positivos com o avancar da idade. Este dado corrobora com 0s
trabalhos realizados em rebanhos nos Estados do Piaui e de Minas Gerais (SILVA, 2001;
CARNEIRO, 2003) e com os resultados de JUNIOR (2003), MATOS (2005), SANTOS et al.

(2011) e BAUTISTA et al. (2013) que obtiveram uma maior prevaléncia de bovinos soro
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reagentes no grupo dos animais com idade superior a 24 meses, apresentando risco de
infeccdo 2,7 vezes maior quando comparados aos animais com idade inferior.

OLIVEIRA et al. (1997) constataram elevacdo sequencial na quantidade de fémeas
holandesas dos 13 aos 18 meses (34,5%), dos 31 aos 36 meses (35,5%), dos 49 aos 54 meses
(59,5%) e dos 109 aos 114 meses (66,7%).

Justificam-se estes resultados novamente de acordo com a epidemiologia da
enfermidade, havendo um aumento na probabilidade de contato entre animais e/ou fomites
infectados e ndo infectados quanto maior for a permanéncia do animal no rebanho, portanto
interferindo positivamente na disseminacdo do agente com maior tempo de exposicdo dos
animais. Inclui-se neste caso, o aparecimento de sororeatividade na faixa etaria de 7-12 meses
(4,2%) a partir da introducdo das praticas de vacinacdo e vermifugacdo no momento da
desmama natural, 0 que ocorre em torno de 9 e 11 meses (FLORES et al., 1988).

De acordo com MONTI et al., 2007, séo determinantes na epidemiologia da doenca,
o fato da LEB ser uma doenca crbénica, com baixos indices de mortalidade, combinado ao
longo tempo de permanéncia no rebanho e a precocidade com que 0s animais se infectam, , o
que poderia justificar o maior namero amostral dos animais sororeagentes a partir dos 13
meses. Particularmente nos rebanhos de bovinos curraleiros, esses aspectos tém importancia
crucial na cadeia de transmissao, pois 0s animais permanecem no rebanho durante toda a vida,
e eles possuem uma grande longevidade, sendo muito pequena a taxa de descarte e reposicao
de animais oriundos de outros rebanhos.

Podem ocorrer casos de maior frequéncia de sororeagentes em bezerros recém-
nascidos e com idade até seis meses, especialmente quando o estudo é realizado através de
exames indiretos. Estes testes avaliam a presenca de anticorpos, podendo haver uma

interferéncia das imunoglobulinas provindas do colostro materno, resultando em reacdes
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falso-positivas, entretanto como a técnica de diagnostico utilizada foi a PCR, uma técnica
direta, que detecta o DNA proviral, ndo se observa esta situacao.

Demais vantagens da reacdo em cadeia de polimerase, incluem que esta técnica
permite a detecgdo precoce do antigeno nos linfécitos sanguineos, no sétimo dia pds-infeccdo,
antes mesmo que os bovinos desenvolvam uma resposta imunoldgica, ocorre também a
identificacdo do virus em animais com um periodo prolongado de incubacdo e em animais
com baixa viremia (KAADEN et al., 1982; JOHNSON; KANEENE,1992).

Levando em consideracdo o padréo leucométrico dos CPD apresentado por PAULA
NETO (2004), foi observado também neste trabalho que de maneira geral houve um nimero
maior de animais com leucocitose em animais com idade entre 7 e 12 meses (TABELA 4)
estando este dado de acordo com o estudo realizado por THEILEN et al. (1967) onde
destacaram que o numero total de leucocitos, bem como o numero absoluto total dos
linfocitos, apresentaram aumento dos seus valores nos animais sadios com idade variando
entre seis e 12 meses de idade, para a seguir diminuirem, gradativamente com o
desenvolvimento etario. E ao contrério do estudo feito por PAULA (2004), que observou o
aumento do numero de leucocitos até os seis meses de idade, com posterior declinio com o
avancar da idade em animais Curraleiros. Ja KATUNGUKA-RWAKISHAYA et al. (1985),
destacaram nao haver influéncia dos fatores etarios no leucograma de animais com idade até
cinco meses e para GARCIA-NAVARRO et al. (1994), os animais em crescimento
apresentam indices linfécitarios mais elevados que os adultos, pois neles a atividade
imunogénica é mais intensa.

Entretanto, o estudo dos pardmetros leucométricos neste trabalho se deu pela
caracteristica patologica da enfermidade observada em um terco dos animais por causar uma

resposta linfoproliferativa conhecida como leucocitose com linfocitose persistente (LP),
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considerada benigna por diversos autores (WEISS; WARDROP, 2010) porém, alguns
afirmam ser uma estratégia do VLEB visando a sua multiplicacdo (DEQUIEDT, et al.,1999) .

Apesar do estrato de 13 a 24 meses, apresentar a taxa de animais com PCR positivo
para leucose mais alta, foi 0 grupamento de 7 — 12 meses que demonstrou uma taxa maior de
leucocitose (41%).

Além disso, no estudo ndo foi observado a relacdo proposta de 30% dos animais
reagentes a leucose apresentarem leucocitose, somente dois animais (1%) diagnosticados com
0 virus manifestaram este sintoma, o que poderia indicar que os CPD possuem algum tipo de
resiliéncia, indicando ser necessdria uma investigacdo aprofundada sobre a resposta
imunologica para complementar os conhecimentos acerca desta nova raga. A constatacdo de
populacdes com genes de resisténcia para LEB pode ser fundamental para a erradicacdo dessa

e de varias outras enfermidades.

CONCLUSOES

A LEB foi detectada nos bovinos da raca Curraleiro Pé Duro.
A técnica de PCR pode ser utilizada para a detec¢do do virus da LEB em amostras de DNA
extraidas a partir de sangue total de bovinos.
Bovinos com idade entre 13 a 24 meses apresentaram maior risco de infec¢do e, quanto ao
sexo, fémeas e machos CPD possuem a mesma possibilidade de se infectarem pelo VLEB.
Os CPDs infectados com o VLEB apresentaram baixos indices de leucocitose.
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521 pb

Fig. 1 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo para os produtos de
PCR para o diagnostico de LEB das amostras. Canaleta 1 - padrdo Leader. Canaletas 2 a 9-
amostras. Canaletas 10 a 12- Controle positivo, controle negativo e branco.

Tab. 1 - Resultados obtidos em amostras sanguineas pela técnica de PCR.

Amplificacdo % Néo % Total
amplificacdo
PCR 14 7,3 177 92,7 191

Tab. 2 - Resultados do diagnéstico para LEB em amostras de sangue de CPD de acordo com o
Sexo.

Amplificado % N&o amplificado %
Macho 1 7,72 12 92,3%
Fémea 13 7,32 165 92,72

*_etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (x° ; p<0,05) entre 0s sexos

Tab. 3 - Resultados do diagnostico para LEB em amostras de sangue de CPD de acordo com a

idade.
Idade Reagente Total de amostras
< 6 meses 0 (0%)? 01
7-12 meses 01(4,2%)? 24
13- 24 meses 13(7,8%)" 166

*_etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (y* ; p<0,05) entre as idades.

Tab. 4 - Quantidade de animais com leucocitose em amostras de sangue de CPD de acordo

com a idade
Idade Leucocitose % PCR +
< 6 meses 0 0 0
7-12 meses 10 41% 01
13-24 meses 23 18,5° 13

3_etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (y 2 ; p<0,05) entre as idades
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5 CAPITULO Il

Sequenciamento do gene env do virus da Leucose Enzodtica Bovina em
Curraleiros Pé-Duro

Caliandra Bona Nascimento?, Maria do Carmo S. Batista?, Paulo Sérgio R. Mattos?, Lilian Cavalcanti?,
Naiara Milagres Augusto da SilvaZ, Gleison Ricardo de Biazio?, Maria do Socorro Maués
Albuquerque?, Alexandre Floriani Ramos?

ABSTRACT.- Nascimento C. B., Batista M.do C.S., Mattos P.S.R., Cavalcanti L., Silva N.M.A. & Biazio G.R. 2015.
[Sequencing of env gene of enzootic bovine leukemia virus in Curraleiros Pé-Duro] Sequenciamento
do gene env do virus da leucose enzodtica bovina em Curraleiros Pé-Duro. Pesquisa Veterindria Brasileira
00(00):00-00. Universidade Federal do Piaui, Centro de Ciéncias Agrarias, Pés-graduacao em Ciéncia Animal,
Campus Universitario Min. Petronio Portella, Av. Universitaria s/n, Bairro Ininga, CEP 64.049-450, Teresina,
PI, Brasil. E-mail: caliandra bona@hotmail.com; The Enzootic Bovine Leukosis (EBL) is one agent oncovirus,
Retroviridae family member. The identification of the virus and with it the development of serological
techniques allowed the recognition of the importance of this disease and its economic impact on cattle
herds. Due to the absence of effective treatment and vaccine research It enhance the study of early and
sensitive diagnostic testing and control programs and prevention of disease. In this study, four whole blood
samples of positive Foot-Hard Curraleiro breed cattle for LEB, were subjected to polymerase chain reaction
(PCR) employing the BLV1 and BLV2 primers used for the amplification and detection part of the gene
Envelope (env) virus being then carried out the sequencing thereof. Comparisons alignments and
phylogenetic analysis of the sequences of the env gene lines obtained with sequences from GenBank were
performed to determine their similarities. It has been shown that the infecting virus in the herd studied
Curraleiro cattle are more related to strains in the US and Australia. This study allowed us to analyze the
sequences of the env gene nucleotide of enzootic bovine leukemia virus in native cattle, which are useful
results to improve diagnostics and increase the effects of programs for future eradication and distribution
VLEB animals locally adapted from Brazil.

INDEX TERMS: Oncovirus, VLEB, PCR, addapted breeds.

RESUMO.- A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) tem como agente um oncovirus, membro da familia
Retroviridae. A identificacdo do virus e com ele o desenvolvimento de técnicas soroldgicas permitiram o
reconhecimento da importancia desta enfermidade e seu impacto econdmico nos rebanhos bovinos. Devido
a auséncia de um tratamento e vacinas eficazes, as pesquisas intensificam-se no estudo de testes de
diagndstico mais sensiveis e precoces e de programas de controle e prevencdo a doenca. Neste estudo, 4
amostras de sangue total de bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro positivos para LEB, foram inicialmente
submetidos a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) empregando os iniciadores BLV1 e BLV2, utilizados
para a amplificacdo e deteccdo de parte do gene do envelope (env) do virus sendo em seguida realizado o
sequenciamento do mesmo. Comparagdes de alinhamentos e a andlise filogenética entre as sequéncias do
gene env das linhagens obtidas com sequencias do GenBank foram realizadas para determinar suas
similaridades. Foi demonstrado que o virus infectante de bovinos Curraleiros estudados estdo mais
relacionadas com linhagens dos EUA e Austrdlia. Este estudo permitiu analisar as sequencias de
nucleotideos do gene env do virus da leucose enzodtica bovina em bovinos nativos, sendo estes resultados
uteis para aprimorar os métodos de diagndstico e aumentar os efeitos de programas que visam a futura
erradicagio e distribuicdo do VLEB nos animais localmente adaptados do Brasil.

TERMOS DE INDEXACAO: Oncovirus, VLEB, filogenia, racas brasileiras.
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INTRODUCAO

A leucose enzo6tica bovina (LEB) é uma enfermidade linfoproliferativa cuja patologia é causada por
um retrovirus denominado virus da leucose enzodtica bovina (VLEB) que se apresenta em formato esférico
com diametro de 80 a 130 nm. Em seu interior possui duas moléculas de RNA de cadeia simples,
estabilizados mediante interagdo com uma nucleoproteina p12, este complexo é rodeado pelo capsideo que
apresenta simetria icosaédrica e este sendo envolvido pelo envelope, formado com projecdes de
glicoproteinas transmembranarias e de superficie, as duas sdo codificadas pelo gene env, gp 30 e gp 51
respectivamente (Luders, 2001). Esta ultima é a glicoproteina imunodominante e mais precocemente
detectada pelos anticorpos, sendo bastante visada em testes de diagndstico para a enfermidade (Mamoun et
al.1990).

Nos testes soroldégicos, a quantidade de anticorpos presentes no sangue pode ser influenciada pela
variagdo no provirus (Fechner et al., 1997) podendo explicar falhas na detec¢ao dos animais acometidos e
aumentar a prevaléncia de animais falsos negativos portanto, a descoberta de novas estirpes pode
aperfeicoar as técnicas de diagndstico. A erradicagdo completa dos retrovirus sé sera possivel quando forem
obtidas informagdes sobre a variabilidade viral em rebanhos infectados e em animais individuais (Pisoni et
al., 2005).

Torna-se entdo, a aplicagdo da andlise filogenética para as sequencias do VLEB crucial para estudar
possiveis diferencas na viruléncia entre estirpes dos virus circulantes.

Adicionado a este fato, atualmente a maioria dos kits de diagnéstico para LEB sdo importados e o
produto caro. Devido ao grande contingente do rebanho brasileiro e a auséncia de insumos para o
diagndstico no mercado interno, a realizacdo de testes laboratoriais para a identificacdo dos animais
infectados torna-se economicamente dispendioso e é evidenciado como um ponto de estrangulamento no
diagndstico. Estes sdo os principais fatores que inibem as iniciativas de implementacao de programas de
controle da doenga. Evidencia-se, portanto a necessidade no mercado nacional da disponibilidade de mais
kits para o diagnéstico da LEB a um custo acessivel e que permitam exames de alta especificidade (Troiano,
2009).

Os bovinos CPD, cujos ascendentes foram trazidos na época do descobrimento do Brasil, sofreram
uma adaptagdo natural durante cinco séculos e permaneceram marginalizados durante alguns anos pelos
agropecudrios. Com caracteristicas singulares de vida e manejo ji foram diagnosticados portadores do
VLEB, entretanto parecem apresentar certa resiliéncia em relacdo ao virus desta enfermidade, como
correspondem a animais diferenciados com uma rica diversidade genética e com altos indices de
rusticidade espera-se que o virus possa ter alguma mutac¢io para poder infectar estes animais nativos, neste
caso, podemos nos basear com a menor susceptibilidade dos btfalos a infec¢do pelo VLB em relagdo aos
bovinos (Rajio et al.,2010).

Sendo assim, este estudo teve como objetivo analisar a sequéncia de nucleotideos do gene env do
virus da leucose enzodtica bovina em CPD como embasamento para futuros estudos sobre a epidemiologia
molecular da LEB em rebanhos de animais brasileiros com especial interesse em aprimorar os métodos de
diagndstico e aumentar os efeitos de programas para a futura erradicacio e distribuicdo do VLEB.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Utilizaram-se oito amostras de sangue total oriundo do banco de sangue da Embrapa
Unidade Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF. Os sangues eram provenientes de bovinos da raca
Curraleiro Pé-Duro de cinco fazendas localizadas no Estado de Goids, seis animais fémeas e dois machos
com idade de 24 meses.

Extracao e Quantificacio de DNA. O DNA foi obtido diretamente de sangue total utilizando o
protocolo de extracdo de DNA em linfécitos (Silva, 2010). Iniciando-se com a lise das células vermelhas e em
seguida adicionada a solugao de lise do nucleo para a liberagdo do DNA e futura formagio da medusa. Para a
finalizacdo da extracdo o pellet de DNA foi eluida em TE. O DNA foi entdo quantificado em géis de agarose
1% por comparagdo com DNA fago lambda de concentragdo conhecida e aplicada a tensdo de 160V e 300mA
em tampdo 1X TBE (Tris-Borato-EDTA).

O DNA foi também quantificado através de espectrofotometria (Nanodrop ND-1000®) com a
finalidade de verificar a qualidade e a quantidade de DNA. Apds a estimativa das concentracgdes obtidas nas
extracdes, uma aliquota das amostras foram diluidas para uma concentragio final de 125ng/uL para a
realizacdo da PCR para Leucose Bovina.
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Todos os procedimentos foram realizados no Laboratério de Genética Animal (LGA), na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

PCR para Leucose Enzoética Bovina (LEB)- Primers para LEB. Buscou-se a amplificacdo de
fragmentos de 521 pares de bases através dos iniciadores: BLV1 (+) 5’- GGGCCATGGTCACATATGATTG-3’ e
BLV2 (-) 5’- CGTTGCCTTGAGAAACATTGAAC-3’ da marca comercial IDT (integrated DNA Technologies). Os
ciclos padronizados para amplificagdo do DNA foram: uma incubacao inicial a 95°C por 3 minutos, o que era
seguido por 35 ciclos, cada um consistindo de desnaturacdo a 95°C por 60 segundos, hibridizacdo a 59°C por
60 segundos extensao pela polimerase a 72°C por 60 segundos e extensao final a 72°C por 10 minutos.

Eletroforese para LEB. Para a confirmacdo da reacdo de PCR trés microlitros de cada amostra da
reacao de PCR juntamente com seis microlitros de azul de bromofenol foram separados em géis de agarose
a 1,5% corados com brometo de etidio. Foi aplicada tensdo de 160V e 300mA em tampao 1X TBE (Tris-
Borato-EDTA).

Purificacdo e sequenciamento genético do virus da Leucose Bovina. Apds a visualizagdo em
géis, os fragmentos da PCR foram entdo purificados segundo o protocolo Exo-SAP (versdo 3 Applied
Biosystems) com um mix contendo 0,5U da enzima Exonuclease 1 (EXOI) e 0,5U da enzima Fosfatase
Alcalina de Camardo (SAP). A funcdo da EXO é a de degradar o excesso de iniciadores que sobraram na
reacdo da PCR, enquanto que a SAP desfosforila os dNTPs ndo incorporados na reagdo. Juntamente com 5uL
do PCR de cada amostra foram colocados 0,2 uL de EXOSAP e 1,8uL de 4gua mili-Q autoclavada para cada
amostra e submetidos ao termociclador a temperatura de 37°C por 30 minutos e posteriormente 80°C por
20 minutos para inativacdo das enzimas.

Uma vez purificados, os fragmentos de DNA submetidos a reacdo de sequenciamento, que foi
realizada segundo o método de Sanger-Coulson utilizando 1,75 uL do tampao 5X (BigDye v.3- Applied
Biosystems), 0,5 uL. de BigDye v.3 Applied Biosystems, 1,5 uL do produto de PCR purificado, 2 uL dos
primers BLV1 e BLV2 separadamente e 4,25 uL de dgua mili-Q autoclavada para completar o volume final
de 10uL. Sendo esta realizada em placas de 96 pogos. O programa da reacdo de sequenciamento utilizado no
termociclador é composto por 96°C por 1 minuto, 25 ciclos com 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos
e 60°C por 4 minutos.

ApoOs a realizagdo da reagdo de sequenciamento as placas foram purificadas adicionado 3,0 uL de
EDTA (125mM) e 25 uL de etanol absoluto. Imediatamente ap6s as placas foram invertidas e submetidas a
uma rapida centrifugacdo até a velocidade de 1000rpm com o objetivo de remover o etanol e EDTA. Logo
em seguida, foram adicionadas em capa pog¢o 30 uL de etanol 70% e as placas foram submetidas novamente
a centrifugacdo na mesma velocidade por 15 minutos. Neste momento as placas foram secas a temperatura
ambiente até que o excesso de etanol evaporasse.

Para a finalizacdo do procedimento, foram adicionados 10 uL de formamida Hi-Di em cada pogo
da placa e levada ao termociclador para desnaturacdo a 95°C por 5 minutos. Decorrido este tempo a placa
foi imediatamente colocada em gelo para resfriamento e submetidas ao sequenciador (ABI Prism 3100
Genetic Analyzer® - Applied Biosystems).

Analise das sequéncias. Os dados obtidos no sequenciamento foram analisados e editados
utilizando o SeqScape software v2.5 (Life Technologies, USA) sendo a sequéncia referéncia retirada do
Genbank com o numero de acesso AF399702. Para a determinacdo de similaridade em relacdo aos
nucleotideos, utilizou-se 0 Basic Local Alignment Search Tooll (BlastN)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

A inferéncia filogenética foi realizada mediante uso do programa Mega versdo 6 (Tamura et al.,
2013). A arvore gerada a partir da sequéncia nucleotidica foi construida com o método de neighbor-joining
através do modelo de substituicio maximum composite likelihood para a regido parcial do gene env
glicoproteina 51 do VLEB as comparac¢des foram realizadas com cepas adicionadas no Genbak dos Eua,
Australia, Argentina, Polonia e Alemanha.

Etica e experimentacio animal. Esse estudo foi conduzido sob os termos e condi¢ées do Comité
de Etica em Experimentagio Animal da Universidade Federal do Piaui, aprovado sob o niimero 015/2014.

RESULTADOS
A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) realizada para a amplificacdo parcial do gene env
mostrou-se eficiente, obtendo-se uma forte banda do tamanho esperado com 521pb atendendo ao objetivo

basico de gerar produtos para o sequenciamento do gene env (Fig. 1), das oito amostras sequenciadas foram
escolhidas as quatro possiveis para a realizacdo das analises.
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As amostras sequenciais obtidas foram nomeadas de PD_BLV, representando abreviaturas para
Pé-Duro e Bovine Leukemia Virus respectivamente, os nimeros presentes representam a identificagdo de
cada animal.

A andlise dos sequenciamentos das quatro amostras realizadas no BlastN mostraram que os
fragmentos amplificados demonstraram grande similaridade com a referéncia brasileira numero de acesso
AF399709 como pode ser observado no quadro 1 e com outras amostras presentes no Genbank.

Nas sequencias PD_BLV 10 e 41 houveram 11 e 12 substitui¢des de nucleotideos respectivamente,
nas amostras PD_BLV 82 e 98 houveram 8 substituicdes de nucleotideos (Fig.2). Apesar dessas
substitui¢des diagnostica-se o gene como tendo pequeno indice de variacdes genéticas.

A andlise filogenética referente as sequéncias parciais do gene env (gp51) detectados no presente
estudo, juntamente com sequéncias de demais paises retirados do GenBank revelou que os virus
sequenciados nos Curraleiros formam um aglomerado de sequéncias idénticas e altamente relacionados
entre si (Fig.3) e podem ser inclusas no grupo de cepas americanas e australianas. Ademais, sugere-se a
formagdo de um agrupamento Australia-Eua, um agrupamento Brasileiro, um agrupamento Argentina-
Brasil, e um agrupamento Pol6nia-Brasil e Alemanha.

DISCUSSAO

Dos oito produtos de amplificagdo pela PCR, foi possivel obter apenas quatro sequéncias que
foram utilizadas para a realizagdo da andlise filogenéticas. Podemos atribuir esta perda a fatores
relacionados principalmente a quantidade de DNA presente na amostra e a purificacdo insatisfatéria dos
produtos submetidos a reagdo de sequenciamento.

No ano 2001 foram submetidas as primeiras sequencias do virus da LEB brasileiras no Genbank
(Camargo,2001) com estes resultados pode-se submeter as primeiras em bovinos CPDs.

Mansky e Temin (1994) relataram alta taxa de mutacdo nos retrovirus, associando este fato a
transcriptase reversa em virtude do alto nimero de ciclos de replicagdo, mas no presente trabalho ficou
evidenciado, que ha uma conservagdo das sequéncias de nucleotideos. De acordo com o BlastN as amostras
entre si obtiveram similaridade de identidade de 97 a 99%, e entre a amostra referencia de 95 a 97%,
corroborando com Camargo (2001) que encontrou uma similaridade de 96 a 98% com sua sequencia de
amostra referéncia japonesa. Entre as sequencias de outros paises obteve-se uma similaridade de 96 a 97%,
Em outro estudo foi encontrado uma similaridade da amostra argentina com as amostras da Australia,
Bélgica e Japao com 95,1%, 95,6% e 95,9% respectivamente (Dube et al.2000). De acordo com Felmer et al.
(2005) o VLEB pode conservar suas caracteristicas genéticas em diferentes areas geograficas por longos
periodos.

Apesar da pequena variacdo genética encontrada no gene env do BLV é possivel que pequenas
variagbes no provirus causem falhas no anelamento, o que pode causar mutagdes e falhas em testes de
diagnédstico (Mamoun et al., 1990, Camargos, 2001).

De acordo com a arvore filogenética obtida, os resultados foram condizentes com Camargos
(2001) por serem igualmente enquadrados perto do grupo de cepas americanas e australianas (Fig 3).
Segundo Johnson & Kaneene (1992) a disseminagdo da infeccdo nos rebanhos americanos, contribuiu para a
propagacado do virus em outros paises na America do Sul, o que poderia justificar também o agrupamento
Argentina-Brasil.

A analise filogenética evidenciou também uma relagdo estreita entre a referéncia brasileira
utilizada e amostras europeias da Polonia e Alemanha, podendo-se confirmar a informag¢ido que indica a
origem dos virus atualmente existentes por cepas europeias, de acordo com o primeiro relato na literatura
alemd em 1871 (Mamoun, 1990).

As novas variantes dos virus podem aprimorar o diagnéstico em satide animal, com a producdo de
testes com custos mais baixos e de simples metodologias, com a facilidade na realizacio em grande nimero
de amostras, além de mais especificos e sensiveis para as variantes brasileiras existentes nos rebanhos
nativos, auxiliando o estabelecimento de programas de erradicacdo de acordo com a distribui¢io das
linhagens do VLEB e na definicdo de bases para o desenvolvimento de reagentes para o diagndstico
promovendo, maior controle da enfermidade no Brasil.

Neste contexto, o ideal seria a realizacdo de mais estudos avaliando a variacdo genética no gene
env paralelamente a avaliacdo continua dos animais e a colheita de células sangiiineas a partir de demais
tipos de amostras, como orgdos afetados pelo virus, portanto estes resultados indicam que mais estudos
devem ser realizados com o diversificado genoma de bovinos nativos do Brasil e com outros virus de
importancia agropecuaria.

CONCLUSOES
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As regides sequenciadas do gene env do virus da LEB apresentam um alto grau de conservagio.

Novas variantes do virus da Leb foram descobertas em CPD.

Estas novas variantes podem ser relevantes para o desenvolvimento de testes de diagnésticos
sensiveis as ragas brasileiras.

Agradecimentos.- A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa Recursos Genéticos, e a
CAPES.
REFERENCIAS

Camargos, M.F.; Padronizagio de uma PCR para o diagnéstico da leucose enzoética bovina e
sequenciamento parcial do gene env. Dissertacdo (Mestrado) Universidade Federal de Minas Gerias
Belo Horizonte UFMG- Escola de Veterinaria, 2001, p. 38.

Dube, S.; Dolcini,G.; Abbott, L.; Mehta, S.; Dube D.; Gutierrez S.; Ceriani C.; Esteban, E.The Complete Genomic
Sequence of a BLV Strain from a Holstein Cow from Argentina. 2000. Virology 277: 379+386.

Fechner H.; Blankenstein, P.; & Looman, A. C. et al. 1997. Provirus variants of the bovine leukemia virus and
their relation to the serological status of naturally infected cattle. Virology, 237: 261-269

Felmer, R.; Munoz, G.; Zuniga, ].; Recabal, M. Molecular analysis of a 444 bp fragment of the bovine
leukaemia virus gp51 env gene reveals a high frequency of non-silent point mutations and suggests
the presence of two subgroups of BLV in Chile. 2005.Veterinary Microbiology, v. 108, p. 39-47.

Johnson R., Kaneene J. B. Bovine Leukaemia Virus and Enzootic Bovine Leukosis. 1992.Veterinary Bulletin, v.
62,n.4,p.287-312.

Luders, M. A.; Prevaléncia de Anticorpos contra o Virus da Leucose Enzodtica Bovina em fémeas com mais
de dois anos no Rebanho de Bovinos Leiteiros no Municipio de Mafra- SC; LAGES(SC). 2001. 31 f.
Especializacdo em Sanidade Animal, do Centro de Ciéncias Agroveterindrias - Universidade do
Estado de Santa Catarina, Lages, 2001.

Mamoun R. Z., Morisson M., Rebeyrotte N., Busetta B, Couez D, Kettmann R., Hospital M. & Buillemain B.
1990. Sequence variability of bovine leukemia virus env gene and its relevance to the structure and
antigenicity of the Glycoproteins. Journal of Virology. 64: 4180-4188.

Mansky, L. M.; Temin, H. M. 1994.Lower mutation rate of bovine leukemia virus relative to that of spleen
necrosis virus. Journal of Virology, 68: 494-499.

Pisoni, G., Quasso, A., Moroni, P., 2005. Phylogenetic analysis of small-ruminant lentivirus subtype B1 in
mixed flocks: Evidence for natural transmission from goats to sheep. Virology 339: 147-152.

Rajao D.S., Bastianetto E., Reis J.K.P, Oliveira, D.A.A,, Lago L. A, Leite R.C. 2010. Estudo da infecg¢ao pelo virus
da leucose bovina em bubalinos (Bubalus Bubalis) no estado de Minas Gerais. Revista Brasileira de
Medicina Veterinaria, 32:42-45.

Silva D. A, Silva, A. M., Souza, K. M., Soares, P. ; Castro, M.C. ; Moraes, P.C.G. ; Roehe, P. M. ; Brito, W. M. E. D.
BoHv-1 end BoHV-5 detection in different clinical samples obtained from catle in Goias, Brazil by
multiplex PCR. In: XXI Encontro Nacional de Virologia e V Encontro de Virologia do Mercosul, 2010,
Gramado. Encontro Nacional de Virologia, 2009, Brasilia. Virus Reviews & Research Journal Of the
Brazilian Society for Virology, p. 126-127, 2010.

Tamura K, Stecher G., Peterson D., Filipski A. & Kumar S. 2013. MEGA6: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution 30: 2725-2729.

Troiano L. D. C. 2009. Produgio e caracterizacio de anticorpos monoclonais anti-gp51 do virus leucose
bovina (VLB). Dissertacdo (Mestrado em Biologia) Pds-Graduacdo em Processos Biotecnoldgicos,
Setor de Tecnologia, Universidade Federal do Parana, p.101.

Willems L., Kettmann R, Dequiedt F., Portetelle D. Voneche V. Cornil I, Kerkhofs P, Burny A. &
Mammerickx M. In vivo infection of sheep by bovine leukemia virus mutants. 1993. Journal of
Virology, 67: 4078-4085.

Legenda das Figuras
Fig. 1. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo para os produtos de PCR para o

diagndstico de LEB das amostras. Canaleta 1 - padrio Leader. Canaletas 2 a 9- amostras. Canaletas 10 a 12-
Controle positivo, controle negativo e branco.
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Fig. 2. Resultado do MegaBlast das amostras sequenciadas.

Fig. 3. Arvore filogenética desenvolvida através do método de neighbor-joining com o modelo de
substituicdo maximum composite likelihood (Software Mega v. 6). As amostras apresentam o numero de
acesso/pais do estudo. Os nimeros proximos a cada né representam os valores de 100 repeticdes de os
valores de bootstrap (100 repeticoes) e a escala representa o nimero de substitui¢oes/sitio.

Tabela 1. Identidade das sequéncias de nucleotideos do gene env de isolados brasileiros com a
referéncia brasileira (BlastN, Genbank).

Isolado Max e-value Max Ident
score
1 PD_BLV_10 774 0.0 95%
2 PD_BLV_41 780 0.0 95%
3 PD_BLV_82 699 0.0 96%
4 PD_BLV_98 795 0.0 96%

Figura 1
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Figura 3

6 CONSIDERACOES FINAIS

Com o desenvolvimento deste trabalho foram obtidos resultados até entdo
desconhecidos, através da realizacdo e andlise filogenética do sequenciamento do
VLEB em CPDs, permitindo um maior discernimento do tipo de virus da LEB que
infecta estes animais, na sua origem e capacidade de mutacgéao.

Estes resultados poderéao ser empregados como base em outros estudos para
o descobrimento de novas estirpes do VLEB, no intuito de esclarecer a origem da
introducdo deste virus em rebanhos que naturalmente ndo o possuem. Este seria o
primeiro passo para a concretizagdo da diminuicdo da prevaléncia e futura
erradicacao da LEB no Brasil, estabelecendo programas de acordo com a distribuicéo
das linhagens de VLEB, além de fundamentar o desenvolvimento de reagentes para
diagnostico de maior especificidade e sensibilidade do que os atualmente disponiveis
no mercado para os rebanhos brasileiros.

E salutar que a aplicacdo da andlise filogenética para as seqiiéncias de VLEB
tem um valor substancial para o estudo epidemiolégico da infeccéo, auxiliando na
descoberta das diferencas na viruléncia entre linhagens de VLEB circulantes,
auxiliando a compreensao das propriedades genéticas, antigénicas, patogénicas e
epidemiologicas, sendo possivel desencadear estudos para o desenvolvimento de
antigenos vacinais e de diagnadstico.

Portanto, estudos similares e complementares devem ser conduzidos tanto
com outros fragmentos deste virus, como com outros virus de importancia na
agropecuaria brasileira e com outras racas nativas.
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Quadro 1. Padrao Racial do Curraleiro Pé Duro

ITEM 1: Aparéncia geral

Nomeclatura Ideal Permissivel Desclassificatorio
Estado Geral Sadio e vigoroso Pequeno desvio do Caqueético e fraco.
padréo ideal
Desenvolviment | Bom, de acordo com a Médio Tamanho e peso muito

idade.

reduzido em relacdo a
idade.

Constituicao,
ossatura e
musculatura.

Robusta. Ossatura forte.
Musculo desenvolvido e
bem distribuido.

Constituicdo média,
regulares.

Constituicao fraca ou
grosseira.

Masculinidade e

Bem acentuada, de acordo

Caracteristicas inversas

Feminilidade COMm 0 Sexo.
Temperamento | Ativo e dacil Ligeiro desvio do Nervoso ou bravio
padrdo ideal
ITEM 2.:Cabeca
Aparéncia Pequena, forte, Média Pesada.
proporcional ao corpo.
Perfil Subcdncavo Retilineo, cbncavo Ultraconvexo
Fronte Larga, plana, entre orbitas, Média Protuberante
sobre a linha mediana,
ligeira depressao.
Chanfro Machos:reto, curto e largo | Médio, ligeiramente Torto (assimétrico)
Fémeas:.comprido, estreito | subconvexo
Focinho Preto, largo, com narinas Pigmentacdo um Despigmentado
separadas e dilatadas pouco clara
Olhos Grandes, brilhantes, docil Cegueira acidental Cegueira total;
de um olho exoftalmia; albinismo
Orelhas Curtas, de pontas Médias extremidades | Grandes e pendentes
arredondadas e atentas ponteagudas
Chifres Leves, de comprimento Mocho e banana. forma de lira posterior
médio, grossos na base e touros:grandes e finos
finos final
ITEM 3 : Pescogo e corpo
Pescoco Machos:musculoso Pescoco longo, Muito curto e excesso
Fémeas:descarnados barbela média de barbela
comprimento médio,
inserido a cabeca tronco.
Barbela curta.
Peito Largo e profundo Médio Muito estreito
Linha dorso- Retilinea Ligeiramente Cifose, muita lordose e
lombar arqueada escoliose

Ancas / garupa

Ancas bem afastadas e
igualmente salientes.
Garupa comprida e larga

Médias (ancas e
garupa)

Ancas muito salientes;
garupa curta e estreita

Sacro Nao saliente e no mesmo Ligeiramente saliente | Muito saliente
nivel da anca
Cauda/vassoura | Fina e longa com insercdo | Insercéo alta; Cauda excessivamente

harmoniosa, larga na
base,fina no final,vassoura
abundante e preta

vassoura branca,
preta e branca,
amarela e nuances

curta ou ausente
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Torax, costelas, | Torax; largo e profundo; Pequeno desvio do Torax deprimido (batido)
flancos e Costelas; largos, chatos, padréo ideal
ventre. arqueadas e afastadas na
parte posterior,
sem depressao; flancos
profundos.Ventre amplo,
desenvolvido
Umbigo Reduzido Médio Longo e com hérnia
ITEM 4 : Membros
Membros Médios, fortes, bem Pequeno desvio do Muito longos ou
anteriores separados, aprumados | padrao ideal curtos,desproporcionais
e menores aocorpo; aprumos
que 0s posteriores. defeituosos.
Membros De comprimento médio, | Pequeno desvio do Excessivamente longos

posteriores

coxas e pernas com
boa musculatura,
separadas e deixando
um suficiente espaco
para o Ubere, nas
fémeas.

padrdo ideal

ou curtos,
desproporcionais ao
COrpo; aprumos
defeituosos.

Cascos

Preto e suas nuancas,
médios, lisos bem
conformados,
resistentes.

Estrias ou claros

Mal conformados,
excessivamente
abertos.

ITEM 5: Org&os genitais

Bolsa escrotal e

Pele fina, elastica, flexivel e

Anorquidia;monorquidia;

testiculos pigmentada, testiculos de criptorquidia;
desenvolvimento normal. hiperplasia;hipoplasia.

Bainha Reduzida, fixada junto ao Média Excessiva, pendulosa.
ventre

Ubere e tetas Bem conformado, Conformacao Menos de quatro

harmonioso, boa
textura,quatro quartos;
guatro tetas pequenas

regular e tetas
médias

quartos de Ubere ou
tetas, desde que de
origem genética.

Vulva De conformacéo e - Atrofiada ou
desenvolvimento normais; despigmentada
bem pigmentada

ITEM 6: Pelagem
Cor Variada: vermelha, Fusca, alaranjada, Despigmentada.
amarela avermelhada ou alvaca, malhada de
baia,amarela e raposa; as | vermelho e
extremidades e a cabeca branco, preta,
mais escuras, malhada de preto e
especialmente nos branco e azulada;
machos; ocorrer ou ndo
manchas escuras em
torno dos olhos

Pele Preta Um pouco clara Despigmentada

Pélos Finos, curtos e sedosos Alopecia leve; pélos | Alopecia acentuada ou

medianos peladura

ITEM 7:

Medidas

Altura tomada a
altura da cernelha:

Machos: 1,1m
fémeas: 1m

Alturas inferiores ao
limite minimo
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TABELA 1 - OCORRENCIA DE LEUCOSE ENZOOTICA EM BOVINOS NAS REGIOES, SEGUNDO AUTOR, ANO, LOCAL, TECNICA, RACA OU

APTIDAO ZOOTECNICA DOS ANIMAIS

Autores Ano | UF | , ™ POt | Tecnica | LaBUSRS
Barros Filho et al 2009 | PR 268 56,3 IDGA Leite
Sponchiado 2008 | PR 1089 48,0 IDGA Leite
Birgel Junior et al. 2006 | 5P 476 9,2 IDGA Corte
Leuzzi Junior et al. 2003 | PR 624 40,7 IDGA Leite
Megid et al. 2003 | 5P 1.183 47 .4 IDGA Leite e corte
Silva 2001 | PI 1.976 16,9 IDGA Leite & corte
Wan Der Laan et al. 1899 | RS 19.774 16,3 IDGA Leite
Molnar et al. 1999 | PA 721 49,8 ELISA Leite e corte
Simbes 1998 | PB 780 8.3 IDGA Leite
Oliveira et al. 1997 | SP 1.448 31,8 IDGA Leite
Birgel Junior et al. 1995 | SP 709 49,2 IDGA Leite

Fonte: (D" ANGELINO, 2012).
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Anexo A — Parecer do Comité de Etica em Experimentagdo com Animais — CEEA

s

rof® viendonga
Prof“ L lvete L. de NViendo ¢

~ it de Eica em
Comitd de BuCat
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MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL A

Campus Universitario Ministrs Pirénio Porela, Bairmg Ininga, Teresina, Piaui, Brags; CEP: 64048-550
Telefone (86) 32155734 _e-mall: cosapiEufpiedu.or

Teresina, 21 de Margo de 2014,

lima.

Profa. Dra. MARIA DO CARMO DE SOUZA BATISTA
Departamento: Morfofisiologia Veterinaria- CCA /UFPI

Senhora Pesquisadora

Em reunido na presente data (21 de Margo de 2014), a Comissao de Etica e
Experimentagae no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentagio animal, sob o numero 015/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Caracteristicas hematologicas de bovinos curraleiro pé-duro
infectados com Leucose Enzodtica Bovina em rebanhos dos Estados do
Goias e Piaui”, sob a sua responsabilidade. Informamos que no projeto serac
usados 560 Bovinos curraleiro (380 machos e 200 fémeas).

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatorio final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N? 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente,

L ) ABAA
}'»» Lo ngenns 7

Expefimenlagac Animasuret

Coordenadora
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