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ACHADOS CLINICOS E HISTORICO DE DOENCAS EM VACAS COM LEUCOSE
ENZOOTICA BOVINA.
VITOR HENRIQUE MANGRICH "**, RAFAEL LUAN PERIN?, DANIELA IEZ
WESSLING*, MAIARA GARCIA BLAGITZ **, VANESSA SILVA RETUCI ¢

1 Introducao

A leucose enzodtica bovina (LEB) ¢ uma doenca contagiosa causada pelo virus da
leucemia bovina (VLB), pertencente a familia Retroviridae e ao género Deltaretrovirus. Em
bovinos, pode se manifestar de diferentes formas clinicas, como assintomatica, linfocitose
persistente e formagao de linfossarcomas (FRIE et al., 2014).

Aproximadamente 30% dos animais infectados desenvolvem linfocitose persistente, e
de 1 a 5% linfossarcomas. Neste cenario, frequentemente, os animais acometidos sdo
descartados precocemente, por apresentarem problemas reprodutivos, perda de peso, queda na
producao leiteira e imunodepressao (BARROS FILHO et al., 2010).

O processo de disseminacdo do virus entre os animais se da via horizontal, por meio
de exposi¢do ao sangue ou leite. Na bovinocultura de leite a prevaléncia desta doenga ¢ maior,
em decorréncia do manejo intensivo e de falhas na desinfec¢ao de instrumentos utilizados em
praticas como inseminagao artificial, vacinagdo e descorna (GILET el al., 2007).

Diante da preocupagdo voltada a presenca de tal acometimento, da importincia de
constatagdo de casos positivos no rebanho e a¢des para implementar estratégias de controle, faz-
se necessaria a identificagdo dos animais soropositivos em tempo abreviado. Dentre os métodos
de diagnostico para deteccao do virus esta a imunodifusao em gel de dgar (IDGA), considerando
que a maioria dos animais infectados exibem producdo de anticorpos contra o virus.
Atualmente, também ¢ muito utilizado o teste soroldogico de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA) e em destaque a técnica promissora de qPCR (reagdo em cadeia da polimerase) que
confere rapidez no resultado e diagndstico (JULIARENA et al., 2007).

O gPCR baseia-se na detec¢do da presenga do genoma do virus e ¢ uma ferramenta
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molecular de alta sensibilidade caracterizada por detectar a carga proviral (PVL) (PLUTA el al.,
2024).

A LEB ¢ uma doenga sem tratamento e as estratégias adotadas para controle sdo
voltadas ao diagnostico, descarte de animais positivos, manejo sanitario adequado, selecdo

genética de animais resistentes (MARAWAN, 2021).

2 Objetivos:
Objetivo geral:

Associar resultados de exame fisico com o diagnostico laboratorial para de leucose
enzodtica bovina (LEB).
Objetivos especificos:

Realizar exame fisico em vacas leiteiras negativas e positivas (com baixa e alta carga
proviral) para LEB; Comparar a frequéncia de doencgas entre animais positivos e negativos para

LEB; Realizar qPCR e correlacionar com os resultados de ELISA e IDGA.

3 Metodologia

As amostras submetidas as avaliagdes laboratoriais serdo obtidas por meio de protocolo
descrito no projeto guarda-chuva intitulado: “Diagnostico do Bem-estar no ambito da Saude
Animal — Parte 2”, cadastrado na plataforma institucional.

Considerando a coleta realizada na proposta anterior, e conforme a Lei 11794, de 8 de
outubro de 2008 (Lei Arouca), ¢ a Resolu¢cdo Normativa - CEUA n° 55, de 5 de outubro de
2022, onde prevé a utilizagdo de sobras de amostras ja coletadas para outros projetos,
reforgando o principio dos 3 R's da minimizagao do uso de animais e melhor aproveitamento do
material obtido em pesquisas, a metodologia laboratorial proposta neste estudo de testagem e
diagnéstico, contara com doagdo de aliquotas das amostras coletadas.

As amostras serdo colhidas em propriedades comerciais produtoras de leite,
devidamente incluidas por termo de consentimento assinado pelos proprietarios. Na sequéncia
sera realizada anamnese, exame fisico geral e especifico para identificar manifestacdes clinicas
associadas a saude (FEITOSA, 2020). Para realizagdo do qPCR sera utilizado o Laboratorio de
Biologia Molecular da Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria Universitaria
(SUHVU/UFFS) - Campus Realeza.

A extracdo do DNA sera realizada com o kit Biospin DNA/RNA (Biocell) de acordo
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com as recomendagoes do fabricante, e apos a extragdo, as amostras serdo submetidas a qPCR,
em termociclador PTC-200, MJ Research Chromo 4, com incubacao inicial e ativagao da
polimerase a 95 °C (15 minutos), desnaturagdo a 94 °C (60 segundos), anelamento a 60 °C (60
segundos), considerando 50 ciclos. A reacdo molecular serd conforme protocolo descrito na
literatura (JULTARENA et al, 2007), e utilizando-se de oligonucleotideos, Gene Left: 5'- CCT
CAA TTC CCT TTA AAC TA -3"; Gene Right: 5'- GTA CCG GGA AGA CTG GATTA -3'e
Sonda/Probe: 5'- 6-Fam-GAA CGC CTC CAG GCC CTT CA-BHQ-1 -3'. Para os resultados
obtidos, as amostras serdo classificadas em baixa carga proviral (<1000 cépias por reagdo) e
alta carga proviral (>1000 copias por reagdo), conforme previamente publicado (Farias et al.,
2016; Ladera Gomez et al., 2024).

Os dados serdo tabulados e as médias dos dados ndo paramétricos serdo comparadas
pelo teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn, e dados quantitativos, analisados para
normalidade pelo teste de Ryan-Joiner no Minitab® Statistical Software versdo 22.1, e se
possuirem distribui¢do normal, analisados pela Anélise de Variancia Unifatorial e pds-teste de
Tukey. Em caso de ndo normalidade, os dados serdo analisados de forma ndo paramétrica. Para

todos os testes, significancia p<0,05.

4 Resultados e Discussao

O estudo em pauta € subprojeto vinculado ao projeto guarda-chuva “Diagndstico do
Bem-estar no ambito da Saude Animal — Parte 2”, ao qual estd associado o subprojeto
“Atividade fagocitica de neutrofilos em bovinos com diferentes cargas proviral do virus da
leucemia bovina”, proposta responsavel pela coleta e doagdo das amostras.

Inicialmente, o subprojeto associado foi submetido ao Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA), em 01 de outubro de 2024, registro n° 2324011024 (ID 000869), sob a
responsabilidade de professora membro do grupo de pesquisa, com metodologia prevendo a
coleta e disponibilizagdao das amostras. Porém, apds submissao ao comité de ética, adequagdes
foram solicitadas, e mesmo sanando as pendéncias solicitadas, sequencialmente surgiram
outras, o que resultou no impedimento da execu¢do dos trabalhos e atrasos na obtengdo de
resultados.

Neste cenario, para cumprir as determinagdes do comité de ética e a legislacdo, os
membros participantes nos subprojetos associados dedicaram-se a capacitagdo em “Principios

¢ticos e manejo de animais em pesquisa”’, exigéncia estabelecida pelo Conselho Nacional de
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Controle da Experimentacao Animal (CONCEA). A partir da apresentacdo da certificacdo de
conclusao do curso ao CEUA, em acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), a execugdo do
subprojeto foi APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal da Fronteira Sul (CEUA/UFFS), em na reunido ocorrida no 25/06/2025, com parecer
publicizado em 10 de julho de 2025.

Portanto, considerando os impedimentos ocorridos, e a recente aprovagdo do CEUA
para execucdo da pesquisa, registra-se o encaminhamento das a¢des, e de fato, o inicio da
execugao metodologica. Ressalta-se que as acdes independentes da aprovagdo em CEUA foram
executadas, dentre as quais, revisdo bibliografica, defini¢cdo dos oligonucleotideos, orcamento e
aquisi¢ao de consumiveis, articulagcdes para uso do espaco laboratorial, levantamento de
propriedades da regido, possiveis participantes e com probabilidade de incidéncia de casos de

LEB.

5 Conclusao

As atividades que ndo dependiam de aprovacdo em comité de ética, como revisao
bibliograficas, or¢gamento, aquisicdo de consumiveis, levantamento de propriedades, reunides
da equipe, capacitacdo em “Principios éticos e manejo de animais em pesquisa” (estabelecida
pelo CONCEA), foram realizadas. Atualmente, de posse do parecer emitido pelo CEUA
aprovando a execug¢ao dos trabalhos pela equipe de pesquisa para fins cientifico ou ensino, e em
acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de
julho de 2009, bem como com as normas do Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA), as agdes propostas estdo em execucdo pelo académico de iniciagdo
cientifica, reconduzido para mais um ano de trabalho e em acordo com o prazo estabelecido no
subprojeto PES-2024-0459, Edital n° 154/GR/UFFS/2024, que concede fomento a pesquisa

cientifica e estd vinculado ao subprojeto em pauta.
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