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Resumo : A Leucose Enzodtica Bovina é uma infecgdo viral amplamente disseminada em rebanhos bovinos de todo o
mundo. Esta revisdo tem por objetivo apresentar topicos relacionados ao agente etiolégico, a doenca clinica e aos
métodos de diagndstico, controle e profilaxia da infecgéo.
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Abstract : All over de World the Enzootic Bovine Leukosis is a important viral infection in cattle herds. This revision points
out topics relative to the etiological agent, clinical signals, diagnosis methods, control and prophylaxis of the infection.
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1 Introdugéo

A leucose enzodtica bovina (LEB) é causada pelo
virus da leucemia bovina (BLV) e esta disseminada nos
rebanhos bovinos de todo o mundo (JOHNSON;
KANEENE, 1992). A doenca tem longo periodo de
evolucao e, frequentemente, apresenta-se de forma
inaparente, sendo o animal assintomatico um importante
transmissor do virus. Até 30% dos animais infectados
podem desenvolver linfocitose persistente (LP), envol-
vendo particularmente o aumento do nimero de linfécitos
B (LB) circulantes, e 2 a 5% dos animais portadores
podem desenvolver linfossarcomas de evolugéo fatal
(FERRER, 1979).

A importancia econdmica da infeccao pelo BLV &
decorrente de varios fatores como: i) perdas na
exportacéo para mercados que requerem animais livres
dainfeccao; ii) custos com o diagndstico e o tratamento
das complicacbes dos animais com linfossarcomas;
iif) descarte prematuro ou morte de animais, particular-
mente aqueles de alto potencial genético, devido a
ocorréncia de linfossarcoma, e iv) condenacédo de
carcacas em frigorificos com servico de inspecao
veterinaria (DIGIACOMO, 1992b).

A infecg@o pelo BLV pode comprometer o sistema
imunolégico dos bovinos ocasionando, indiretamente,
reducdo na produtividade. Devido a imunossupressao,
e consequente ocorréncia de infec¢des secundarias,
0s animais infectados podem ser descartados preco-
cemente antes mesmo do aparecimento de qualquer
sinal clinico relacionado com a LEB. Em rebanhos infec-
tados com o BLV, quando comparados com rebanhos
livres, a producéo de leite € menor e a taxa de descarte
€ maior. Estes fatores, apesar de serem raramente

associados a LEB, aumentam 0s prejuizos econdémicos
determinados por esta virose para a pecuaria bovina
(TRAININ et al., 1996).

2 Etiologia

O BLV pertence a familia Retroviridae, sub-familia
Oncovirinae. A particula viral, em culturas de leucdcitos,
mede de 90-120 nm de didmetro e € constituida por um
capsideo icosaédrico, envelope lipoglicoproteico e
genoma RNA fita simples de polaridade positiva
(MURPHY et al., 1999).

A inexisténcia de linhagens celulares que permitis-
sem a replicagdo do BLV in vitro impossibilitaram,
inicialmente, os estudos relativos a biologia molecular
do virus. Somente em 1974 o BLV pdde ser amplificado
em células de baco fetal ovino (VAN DER MAATEN et al.,
1974). Em 1976, foi desenvolvida uma linhagem de
células pulmonares de morcego (BLV-bat) que permitiu
areplicacao do BLV em altos titulos (GRAVES; FERRER,
1976).

A andlise bioquimica do BLV demonstrou que o virus
€ composto por varias proteinas, de diferentes massas
moleculares, identificadas pela técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida. A proteina presente em maior
concentracdo no capsideo viral tem massa molecular
de, aproximadamente, 24.000D sendo denominada de
p24 (GILDEN et al., 1975).

As glicoproteinas, presentes no envelope dos
retrovirus, possuem uma importante funcéo biolégica
no ciclo de replicacdo por modularem a adsorcéo do
virus a célula alvo, determinando o tropismo e a especi-
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ficidade viral. Em alguns retrovirus as glicoproteinas do
envelope também estdo envolvidas na inducdo de
sincicios celulares (ALTANER et al., 1993).

O envelope do BLV é transcrito a partir do DNA do
provirus, sendo esta menssagem traduzida em uma
proteina precursora do envelope (Pr’?). Este precursor
€ processado na glicoproteina transmembrana (gp30)
e em uma unidade de superficie, a glicoproteina 51 (gp51).
A gp51 do envelope do BLV é responsavel pela infectivi-
dade do virus, sendo que a ligagéo da gp51 a um receptor
especifico na célula é a etapa inicial da infeccdo. A
formacdo in vitro de células multinucleadas (sincicios)
€ o resultado da ligagédo da gp51 na membrana celular.
O BLV pode ser neutralizado por anticorpos dirigidos
contraa gp51, que também inibem a formac&o de sincicios
(ALTANER et al., 1993).

Anticorpos monoclonais, dirigidos contra a gp51
purificada, identificaram epitopos conformacionais e
sequenciais na molécula que foram denominados de
epitopos F, G, H, e C. Estes anticorpos monoclonais
foram capazes de neutralizar o BLV e inibir o teste de
formacao de sincicio (BRUCK et al., 1982).

Além dos genes gag, env e pol que codificam as
proteinas estruturais e aquelas com funcdes enzima-
ticas, 0 genoma do BLV possui uma regido chamada de
X, que contém pelo menos quatro genes. Entre eles,
0s genes Tax e Rex estéo envolvidos, respectivamente,
na regulagdo transcricional e pds-transcricional. Pela
clonagem do RNAm correspondente, a partir de linfécitos
infectados pelo BLV, foram identificados ainda dois
outros genes, R3 e G4. Embora a funcao destes genes
ainda seja desconhecida, eles parecem ser importantes
na biologia do virus, uma vez que a sua delecao restringe
a propagagcao viral in vivo (KERKHOFS, et al., 1998).

3 Epidemiologia

A LEB foi descrita pela primeira vez no ano de 1871
na Alemanha. Considera-se que a Europa seja o berco
dainfeccéo e acredita-se que a doenca tenha sua origem
na regido de Memel, situada na Prussia Oriental,
movendo-se para o oeste com o passar dos anos. Apos
a segunda guerra mundial foram realizados numerosos
relatos da LEB em praticamente todos os paises da
Europa Oriental. Animais importados da regiéo do mar
Baltico, no final do século 19, introduziram o virus nos
rebanhos bovinos dos Estados Unidos da América. Com
a disseminacgéo da infec¢éo os rebanhos canadenses
também foram comprometidos. No pds-guerra, aimpor-
tacao de animais destes dois paises disseminou o0 BLV
para o restante do mundo (LEISERING, 1871; FELDMAN,
1928; SCHOTTLER; SCHOTTLER, 1934; SORENSEN,
1961; JOHNSON; KANEENE, 1992). No Brasil a infec¢ao
foi primeiramente descrita por Rangel e Machado em
1943.

Uma das caracteristicas da LEB € a alta morbidade.
Em rebanhos infectados a prevaléncia da infec¢éo pode
alcancar taxas elevadas de 60 a 90% (JOHNSON;
KANEENE, 1992).
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Entretanto,

Uma revisédo bibliografica sobre a epidemio-
logia descritiva da LEB fornece informacdes
de qualidade variavel devido ao fato de que
sdo raros os estudos epidemiolégicos des-
critivos corretamente elaborados e de que
tanto a doenga quanto o agente etiolégico,
com excecao de alguns paises, ndo séo de
notificacdo obrigatéria (JOHNSON;
KANEENE, 1992).

Burridge et al. (1981), utilizando o teste soroldgico
de imunodifusdo em &gar-gel (IDAG), estudaram a
prevaléncia da LEB no estado da Fl6rida (EUA) em 7768
soros de bovinos leiteiros com idade superior a 18
meses e em 4911 soros provenientes de bovinos de
corte. Os resultados mostraram que 47,8% dos animais
produtores de leite eram soropositivos enquanto que
nos bovinos de corte apenas 6,7% dos animais
apresentaram anticorpos para o BLV. Um estudo de
prevaléncia de anticorpos para o BLV, empregando a
técnica de IDAG, foi realizado em todo o rebanho leiteiro
do estado de Michigan (EUA). O estado foi estratificado
em distritos agricolas e uma amostra proporcional do
rebanho foi selecionada de cada distrito. Ao final, 66%
dos animais com idade igual ou superior a dois anos
de idade foi examinado. A prevaléncia encontrada nos
3.132 soros testados estava entre 24% e 36%. Em
todos os sete distritos foram encontrados animais
soropositivos. A prevaléncia nao foi influenciada pelo
namero de casos de linfossarcomas, pelo tamanho do
rebanho, ou pelo tipo de alojamento dos animais
(KANEENE et al., 1983).

No Canadé, um levantamento sorolégico para o BLV
foi realizado em 1.330 animais, pertencentes a 102
rebanhos leiteiros na regiéo de Ontario. A prevaléncia
individual da infeccéo, com base no teste IDAG, foi de
23%, com 69.6% de rebanhos com um ou mais animais
positivos (SARGEANT et al., 1997). Outro estudo envol-
vendo 998 animais de 268 propriedades, também da
regido de Ontéario, encontrou uma soroprevaléncia para
0 BLV de 24,2% e 47% para animais e rebanhos, respec-
tivamente (HEALD et al., 1992).

Um estudo realizado na bacia leiteira de Mary Sierra
na provincia de Buenos Aires por Ghezzi et al. (1997),
avaliou a presenca de anticorpos anti-BLV em 4.203
amostras de leite provenientes de 73 rebanhos. Os
resultados mostraram que apenas 31,5% dos rebanhos
estavam livres da infeccdo. Estudos retrospectivos
realizados no periodo de 1979 a 1981 na mesma regiao,
mostraram que 95,6% dos rebanhos eram livres de
infec¢do. Estes dados demonstram que a falta de
adocgé&o de medidas eficazes de controle faz com que a
infeccdo se dissemine rapidamente.

Ainda na América do Sul, resultados de levanta-
mentos soroldgicos demonstram taxas de soroconver-
sédo para a LEB de 1,4% (corte) e 12,1% (leite) no
Uruguai (FLORES et al., 1992) e 45,3% na Colémbia
(ALFONSO et al., 1998).

No Brasil um inquérito soroldgico realizado no estado
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do Rio Grande do Sul envolvendo 1.038 vacas leiteiras
de 135 propriedades de 18 municipios da regido central
do estado utilizou o teste IDAG para o diagndstico da
LEB. O estudo encontrou 20,7% de animais reagentes
e 43,7% das propriedades contendo animais soropositivos
(FLORES et al., 1990). Outro estudo com maior abran-
géncia, também realizado no Rio Grande do Sul, foi
conduzido por Moraes (1996). Foram avaliadas, pela
técnica de IDAG, 39.799 amostras de soro bovino de
aptidao leiteira e de carne, provenientes de 4.200 proprie-
dades rurais situadas em 172 municipios. Os exames
sorolégicos revelaram que 3.645 (9,2%) das amostras
eram positivas. As analises estatisticas mostraram uma
prevaléncia média para o estado em torno de 12% e de
29% de animais e rebanhos soropositivos, respectiva-
mente.

No Estado do Parana, durante a década de 80,
Kantek et al., (1983) analisaram pela técnica de IDAG 0
soro de 695 bovinos provenientes de 43 municipios
atendidos pelas principais cooperativas e industrias de
laticinios do estado. Foram encontrados 144 (20,7%)
animais e 75 (40,8%) rebanhos positivos.

No polo regional de Londrina, Estado do Paran4,
Carvalho et al. (1996) investigaram através da técnica
de IDAG a presenca de anticorpos especificos para a
gp51 do BLV em 985 soros provenientes de 14 rebanhos.
Neste levantamento foram avaliados tanto animais com
aptidéo para carne (raga nelore) quanto para leite (raca
holandesa). Nenhum animal da raca nelore apresentou
anticorpos especificos para o BLV. No entanto, 18,4%
dos animais da raca holandesa foram considerados soro-
positivos com 83,3% dos rebanhos leiteiros contami-
nados. Em rebanhos produtores de leite do tipo B foram
encontrados 27,4% dos animais soropositivos.

Ainda na regido norte do Estado do Parand, a
soroprevaléncia da LEB em fémeas com idade superior
a 15 meses de rebanhos produtores de leite do tipo B,
foi determinada pela técnica de IDAG. Foram avaliados
624 soros sanguineos de animais pertencentes a 23
rebanhos de oito municipios. Foram identificados 254
(40,7%) animais soropositivos, com distribuicdo por
todos o0s 23 (100%) rebanhos estudados (ALFIERI,
dados ndo publicados).

Com o objetivo de determinar a freqiiéncia de ocorrén-
cia de animais soropositivos para o BLV, nos ultimos
anos foram realizados inquéritos sorolégicos em varios
estados brasileiros. O percentual de animais soropositi-
VoS variou consideravelmente entre os estudos: Acre
(9,7%); Ronddnia (23%); Bahia (16,1%); Ceara (9,1%);
Goiés (35,9 %); Minas Gerais (28,4%); Rio de Janeiro
(54,3%); Sao Paulo (49,2%) (ROMERO; ROWE, 1981;
SANTOS et al., 1985; ABREU et al., 1990; TAVORA, 1990;
ANDRADE; ALMEIDA, 1991; ABREU, 1993; BIRGEL JR.,
etal., 1995).

4 Transmissao

O conhecimento dos fatores de risco para a
transmissdo de uma doenca infecciosa é
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crucial para o seu controle e erradicagéo,
principalmente quando alternativas como a
imunizagao artificial for indisponivel ou inefi-
caz. A opgdo atual para diminuir a incidéncia
dainfecgdo pelo BLV é atuar diretamente nas
formas de transmissdo, uma vez que a
eliminacdo de todos os animais soroposi-
tivos de um rebanho normalmente néo é uma
alternativa aceita (JOHNSON; KANEENE,
1991b).

O BLV € um virus que, in vivo, estd sempre asso-
ciado as células de defesa. Poucos materiais biolo-
gicos contém concentracdes altas de linfécitos o
suficiente para serem infectantes. Portanto, a LEB ndo
é transmitida tao facilmente quanto outras doencas
infecciosas comuns a espécie bovina. No entanto, a
soroprevaléncia da infeccdo pode alcancar 90%,
especialmente em bovinos com aptiddo leiteira
(JOHNSON; KANEENE, 1991a).

Dimmock et al. (1991) estudaram a transmisséo
natural do BLV em rebanhos com aptiddo leiteira e
constataram que uma menor taxa de prevaléncia (até
22%) leva a uma menor incidéncia, sendo que a infec¢do
apresentou tendéncia de disseminacdo rapida em
rebanhos com maior nimero de animais soropo-sitivos
(acima de 42%) para o BLV.

A prevaléncia e aincidéncia da infeccéo séo menores
em animais jovens sendo que estes, quando positivos,
provavelmente foram infectados pela via vertical. A
incidéncia e a prevaléncia da LEB aumentam significati-
vamente a partir de 16 a 24 meses de idade (JOHNSON,;
KANEENE, 1991a). Em bezerros, a infec¢do pés-natal
pode ser atribuida principalmente a ingestao de colostro
contaminado com o virus. Assim, praticas de manejo
podem influenciar na disseminacéo vertical do BLV
(DIGIACOMO, 1992c).

Com o objetivo de estabelecer o potencial na trans-
misséo do BLV foram estudados varios materiais biologi-
€0s como sangue, saliva, secrecao nasal, lavado bronco-
alveolar, colostro, leite, urina, fezes, sémen, fluidos de
lavagem uterina e de embrides. Foi observado que, em
condi¢des normais, devido a grande concentracdo de
componente celular, a transmisséo pelo sangue é muito
mais frequiente do que pelo colostro e leite (JOHNSON;
KANEENE, 1992).

4.1 Transmissao horizontal

O contato fisico prolongado de bezerros susceptiveis
com animais portadores do virus; o consumo de agua
contaminada com sangue infectado e a inoculagéo de
ovelha com saliva de animais soropositivos para o BLV
n&o resultaram na transmisséo da infec¢do. A infeccdo
de ovinos com o BLV pode ser realizada pela inoculacéo
subcutanea de uma suspenséo de linfocitos purificados,
isolados a partir de bovinos infectados. A dose infectante
minima foi de 108 linfécitos, equivalente ao nimero de
células presentes em aproximadamente 0,1 uL de
sangue (DIMMOCK et al., 1991).

Os procedimentos que envolvem a transferéncia de
um pequeno volume de sangue também tém um grande
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potencial para transmitir a infeccao. Por este motivo, a
principal fonte de infec¢éo do BLV para os bovinos é a
transmisséo iatrogénica por agulha, material cirdrgico,
luva de palpacéo, tatuador ou qualquer outro procedi-
mento que possa transmitir linfécitos de um animal para
o outro (DIMMOCK et al., 1991).

O contéagio (animal-animal) pode ocorrer de forma
natural, mas requer um intimo e prolongado contato
fisico, uma vez que animais separados por mais de
dois metros de distancia ndo transmitem a infeccao
(STRAUB, 1978). Porém, foi observada uma transmissao
facilitada em animais mantidos confinados durante o
inverno (WILESMITH, 1980). Considerando que uma
pequena quantidade de sangue pode ser transferida
durante a coOpula, a reprodugdo por monta natural
também pode ser uma via de infec¢@o (WHITTIER, 1990).

Insetos hematofagos podem alternar as alimenta-
¢bes em diferentes hospedeiros. Esta situagéo propor-
ciona uma ampla oportunidade para que vetores possam
assim transmitir agentes infecciosos. A transmissao
de qualquer agente infeccioso por vetores hematofagos
depende: i) do numero de picadas; ii) da quantidade de
sangue retida no aparelho bucal do inseto ap6s a
alimentacéo; iii) da infecciosidade do doador; iv) da
suscetibilidade dos animais receptores e v) dos habitos
alimentares do vetor. Conforme o tipo de criagdo dos
bovinos, principalmente aqueles que proporcionam uma
maior proximidade entre 0s animais, 0s insetos hemato-
fagos podem atuar como via de infeccdo do BLV
(JOHNSON; KANEENE, 1991b).

Hasselschwert et al. (1993) compararam bezerros
de rebanhos leiteiros e de corte quanto a suscetibili-
dade a infeccao pelo BLV pela transmisséo através da
mosca do cavalo (Tabanus fuscicostatus hine). A
transmissao ocorreu pela alimentacdo de moscas em
uma vaca soropositiva com LP. Os insetos foram poste-
riormente transferidos para 21 bezerros (11 de corte e
10 leiteiros). Os resultados indicaram que a susceptibili-
dade a transmisséo do BLV através de tabanideos é
equivalente em animais de ambas as aptiddes. A
diferenca na prevaléncia, previamente observada entre
as racgas, pode ser devido as praticas diferenciadas de
manejo.

Diversos estudos realizados em materiais biol6gicos
de importancia na reproducao como sémen, 6vulos, ou
embrides de bovinos infectados, indicam que estes
materiais dificilmente sdo contaminados pelo BLV e,
consequentemente, ndo tém importancia epidemiol6-
gica natransmisséo. Véarios estudos com sémen, prove-
nientes de animais soropositivos para o BLV, concluiram
gue ainfeccéo ndo é transmitida para ovinos inoculados
experimentalmente. A falta da transmisséo ocorreu
mesmo quando a presenca do BLV no sémen foi confir-
mada por técnicas viroldgicas (DIGIACOMO, 1992a).

O risco da transmissdo do BLV pelo exame de
palpacéo retal foi acompanhado em um rebanho comer-
cial de aptidao leiteira, por um periodo de 22 meses.
Animais soronegativos e soropositivos, em idade de
reproducéo, foram divididos aleatoriamente em dois
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grupos. No grupo 1, a palpacéo retal foi realizada de
forma rotineira, e apds a palpac¢ao de um animal soropo-
sitivo para o BLV ndo houve mudanca da luva. No grupo
2, a palpacgéo aconteceu de forma semelhante com a
excecao de que a luva era trocada apds o uso em cada
animal. Para determinar o nimero de novas infec¢des,
oito testes soroldgicos foram conduzidos durante os
22 meses de estudo que resultaram na identificacdo
de 31 animais que se tornaram soropositivos. Destes,
24 pertenciam ao grupo 1 e sete ao grupo 2. O risco
relativo para a soroconversédo ao BLV foi determinado
entre os dois grupos. Vacas palpadas sem a mudanca
de luva tiveram uma chance de 2,8 vezes maior de se
infectarem. Este estudo confirmou que a palpacéo retal,
sem uma prévia troca de luva, pode ser um importante
fator de risco na transmisséo da LEB. Nesta situagao,
para elaborar um programa de controle da LEB, o poten-
cial de transmisséo pela palpacéo retal deve ser conside-
rado (DIVERS et al., 1995).

4.2 Transmissao vertical

A transmisséo vertical da LEB pode ocorrer pela via
uterina ou mesmo oral, através da ingestéo de colostro
e leite contendo linfocitos contaminados com o BLV. A
transmissdo do BLV no periodo pré-natal, pela via
uterina, freqlientemente ocorre apds o primeiro trimestre
de gestacdo em até 8% das gestacdes de animais
soropositivos. As vacas com alta concentragdo de virus
e baixo titulo de anticorpos podem transmitir a infec¢éo
ao feto. Por outro lado, fémeas com baixa concentragéo
de virus e um alto titulo de anticorpos, proporcionam
transferéncia passiva de imunidade que permanece por
alguns meses (JACOBSEN, 1983).

A técnica da reacao em cadeia pela polimerase
(PCR), para a identificacdo do genoma do BLV, foi padro-
nizada para investigar a taxa de transmisséo intra-
uterina. A presenca de anticorpos no soro e do DNA do
provirus do BLV em linfécitos foi avaliada em 43 bezerros,
no momento do nascimento e aos seis meses de idade.
Ao nascer, 36 bezerros eram BLV-negativos e trés BLV-
positivos concomitantemente por sorologia e por PCR.
Em quatro animais foi observada uma falta de correlacéo
entre os métodos de diagnéstico. Em particular, dois
bezerros eram DNA-positivos e anticorpo-negativos para
0 BLV e outros dois tiveram resultados opostos. Aos
seis meses de idade, quando o padréo imunoldgico reflete
o0 estado da resposta imune do animal, independente
de anticorpos maternos, todos os bezerros DNA-negati-
VOS para o0 BLV ao nascimento, mesmo com sorologia
positiva (n=38), apresentaram resultados negativos para
ambos os testes. Porém, os animais DNA-positivos ao
nasci-mento (n=5), apresentaram anticorpos aos seis
meses. Todos os bezerros infectados ao nascimento
nasceram de animais com LP, indicando que este estado
pode representar um fator associado com a infec¢ao
do BLV no Utero (AGRESTI et al., 1993).

Na Califérnia (EUA), um estudo envolvendo 143
bezerros nascidos de vacas infectadas foi conduzido
com o objetivo de avaliar possiveis fatores associados

Semina: Ci. Agrérias, Londrina, v. 22, n.2, p. 211-221, jul./dez. 2001



com a infeccao uterina ou durante o periodo perinatal.
As infecgbes ocorreram em 4.8% dos casos e estavam
associadas com linfocitose materna (>12.000 cels/uL)
ou a bezerros nascidos de vacas com linfossarcoma.
Nao foi encontrada correlacéo entre a infeccao pré e
perinatal com a presenca de anticorpos para a proteina
p24 (LASSAUZET et al., 1991).

Como o0 BLV pode ser transmitido verticalmente
através do leite e do colostro, a presenca do virus em
células epiteliais mamarias foi investigada por imuno-
histoquimica e PCR. Foram utilizadas culturas de
células epiteliais de 28 vacas soropositivas. Evidéncias
moleculares da presenca do BLV foram encontradas nas
células de 20 animais. Estes resultados sugerem que,
além de apresentar um tropismo celular mais amplo do
gue previamente descrito, o BLV € capaz de infectar e
expressar, in vivo, antigenos virais em epitélio glandular
(BUEHRING et al., 1994).

5 Patogenia e Sinais Clinicos

A LEB caracteriza-se por um curto periodo de viremia
poés-infeccao, seguido por um longo periodo de laténcia
antes do aparecimento de sinais clinicos. Apds um
intervalo de 10 a 12 dias, particulas virais estéo presentes
na corrente sanguinea induzindo uma resposta imune
humoral com a produgao de anticorpos especificos para
as proteinas virais p24 e gp51 (PORTETELLE et al.,
1978).

A maioria dos animais infectados permanece assin-
tomética por longos periodos de tempo. Posteriormente
alguns animais, em média 30% dos infectados, podem
apresentar aumento no nimero de linfocitos B circu-
lantes, caracterizando um quadro de linfocitose persis-
tente, enquanto que outros (2 a 5%) podem desenvolver
linfossarcomas (BUEHRING et al., 1994; DOMENECH
etal., 2000). Uma das caracteristicas dos animais infec-
tados pelo BLV € a producao persistente de anticorpos,
sugerindo uma constante (BURNY et al., 1988) ou peri6-
dica (HEENEY et al., 1992) estimulacdo do sistema
imunoldgico por antigenos virais.

Os sinais clinicos observados na LEB s&o determi-
nados, em grande parte, pela localizacéo dos linfossar-
comas. O aumento de linfonodos superficiais pode ser
comum, mas esta hiperplasia pode também ocorrer
apenas em tecidos linféides viscerais. Ocorre invasao
freqiiente do sistema digestorio, sendo comum no
abomaso, causando obstrucdes ou Ulceras que podem
manifestar-se clinicamente como anorexia, timpanismo
recorrente e perda de peso. Neoplasias localizadas na
medula espinhal originam perturbacdes neurolégicas
como paralisia de membros posteriores, e casos de
faléncia cardiaca em bovinos sdo freqientemente
associados a linfossarcomas no miocardio (JOHNSON;
KANEENE, 1991a).

Os linfossarcomas podem ainda ser encontrados no
Utero, rins e olhos (exoftalmia). Na cavidade abdominal,
podem ser identificados através da palpacao retal.
Porém, se a patologia esta restrita a 6rgdos ou linfonodos
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viscerais o diagnostico pode ser extremamente dificil.
Os linfossarcomas sdo encontrados com maior frequién-
cia em animais entre quatro e oito anos de idade onde
adoenca é geralmente fatal. Nos casos avancados, 0s
animais com linfossarcoma que séo enviados ao abate,
em estabelecimento com servi¢o de inspecéo veteri-
naria, poderao ter parte ou toda a carcaca condenada
(MILLER; VAN DER MAATEN, 1982).

Para avaliar o potencial oncogénico dos produtos
dos genes R3 e G4, Kerkhofs et al. (1998) analisaram a
habilidade do BLV deletado em imortalizar e/ou trans-
formar fibroblastos primarios de embrido de camun-
dongo. Neste ensaio, apenas a proteina codificada pelo
gene G4 mostrou potencial oncogénico in vitro. Para
estender estas observagdes a modelos in vivo, os
autores também estudaram a patologia induzida pelo
BLV recombinante. Virus com mutacdes em G4 ou em
R3 e G4 foram inoculados em ovelhas. A propagacao
viral, avaliada por PCR semiquantitativo, mostrou-se
reduzida quando foram deletados os genes R3 e G4.
Além destes resultados os autores também apresen-
taram os achados de uma pesquisa clinica, envolvendo
39 ovelhas infectadas com seis diferentes estirpes
recombinantes do BLV. Em um periodo de 40 meses,
83% das ovelhas infectadas com o tipo selvagem do
virus desenvolveram linfossarcoma e/ou leucemia. Em
contraste, nenhuma das 13 ovelhas infectadas com virus
mutante, apenas em G4 ou em ambos 0s genes R3 e
G4, desenvolveu a doenca. Os autores concluem que
além de potencial oncogénico in vitro, 0 gene G4
também é requerido para patogénese in vivo.

Estirpes do BLV com dele¢do no gene Tax perdem a
capacidade de induzir aimortalidade em células primarias
in vitro, mas néo in vivo, quando inoculadas em ovinos,
indicando que outros genes (ex. G4) além do gene TAX
sdo causadores de oncogénese (TWIZERE et al., 2000).

A exemplo de outros retrovirus como o virus da
imunodeficiéncia humana-1 e o virus de imunodeficiéncia
felina as células da linhagem monocitica atuam como
reservatorio para o BLV, favorecendo desta forma o longo
periodo de laténcia viral. O cultivo de mondcitos e de
macré6fagos ovinos e bovinos, juntamente com células
de linhagem permanentemente infectadas pelo BLV (rim
fetal ovino e BLV-bat), irradiadas ou tratadas com
mitomicina C para inibir a multiplicag&o viral, confirma
o tropismo do BLV por estes fagécitos. O cultivo celular
mostra que mondcitos jovens, e consequentemente
menos diferenciados, apresentam vacuolizacéo, lise
celular, alteragcdes na membrana, freqiiente apoptose e
presenca do virus em fase de brotamento. J& os macré-
fagos mais diferenciados mostram poucas alteragdes
microscépicas. Entretanto, a proteina p24 e seus
precursores séo facilmente identificados por Western
blotting. A presenca da gp51 nestas células pode ser
confirmada pelo teste de formacéo de sincicio (DOMENECH
et al., 2000).

Com o objetivo de estudar os mecanismos que
podem desencadear a linfocitose persistente induzida
pelo BLV, Schwartz-Cornil et al. (1997) compararam a
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capacidade de sobrevivéncia de células B e a atividade
do ciclo celular em células mononucleadas de sangue
periférico (PBMCs) de ovinos. Os animais pertenciam a
trés grupos: I) animais com linfocitose persistente [LP];
II) animais soropositivos assintomaticos; e lll) animais
soronegativos, constituindo o grupo controle. Os linfé-
citos B originados dos animais do grupo | apresentaram
uma menor taxa de apoptose espontanea (29%),
guando comparados com os grupos Il (42%) e 11l (57%).
A sintese do capsideo viral foi encontrada principal-
mente entre as células B sobreviventes. A porcentagem
de linfécitos B produtores de capsideo viral foi correlacio-
nada com a sobrevivéncia destas células, indicando que
areplicacdo do BLV pode promover protecédo contra a
morte celular. A anélise do ciclo celular em PBMCs de
ovinos, revelou uma proporc¢éao ligeiramente aumentada
de células B em fase “S” do ciclo celular, quando com-
parada aos controles. Segundo os autores, estes dados
sugerem que a proliferacéo celular induzida pelo BLV e
amaior sobrevivéncia das células B estejam envolvidas
com a fase de LP encontrada em infec¢des pelo BLV
em ovinos.

Atualmente existem evidéncias de que a expresséo
do BLV por um linfécito infectado aumenta a sobrevivén-
cia desta célula por estacionar o ciclo celular em GO0/
G1. Esta acdo atrasa a apoptose fisiolégica que, na
auséncia de estimulos externos, ocorre na fase G2. O
BLV pode ainda promover a proliferagéo de linfécitos B
nao infectados devido a acdo de proteinas virais em
linfocitos T CD4*. Esta agdo aumenta os niveis de inter-
leucina 2 (IL2) que é a interleucina responsavel pela
proliferacdo do LB. Esta estratégia viral garante o
sucesso da infeccdo por aumentar a producéo de
particulas virais, prolongando a vida da célula infectada.
Paralelamente, a proliferagdo de LB n&o infectados
aumenta a populacgédo de células alvo. O conjunto destes
efeitos leva o animal a apresentar o quadro de LP, sendo
esta a principal via de transmissao do virus aos animais
nao infectados (STONE et al., 2000).

A sequéncia do provirus do BLV ndo é detectada em
linfécitos de bovinos soropositivos e assintomaticos,
indicando que menos de 5% da populacao de linfécitos
abriga o genoma viral. Contudo, de 25 a 35% das células
de um animal com linfocitose persistente apresentam
o provirus (KETTMANN et al., 1980 e 1981).

6 Imunologia

Durante os Ultimos vinte anos, estudos do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) de bovinos
revelaram um quadro detalhado da organizacdo genética
e funcao dos genes dentro deste sistema. Andlises bio-
guimica e sorolégica dos antigenos de superficie celular
de leucdcitos, proporcionaram a primeira evidéncia do
grande polimorfismo dos genes MHC em bovinos e em
outras espécies de ruminantes. O MHC bovino foi deno-
minado de antigeno leucocitario bovino (BoLA). Os pro-
dutos dos genes do MHC classe | e classe |l, presentes
em ruminantes, processam peptideos respectivamente
para os linfécitos T citotoxicos (CD8) e T auxiliares (CD4).
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As moléculas do MHC de ruminantes funcionam de uma
maneira semelhante a de humanos e de camundongos.
Os estudos funcionais do MHC indicam uma base mole-
cular para vérias associa¢des com doengas infecciosas.
Porém os mecanismos imunogenéticos envolvidos nestas
associagfes necessitam ser melhor estudados (AMILLS
etal., 1998).

Uma forte relacdo entre o polimorfismo dos antigenos
BoLA e a resisténcia ao BLV vem sendo estabelecida.
O gene DRB3 esta associado com a resisténcia a LP.
Acredita-se que estes alelos (DRB3) influenciem o tipo
de resposta imune (Tal/Ta2) induzida frente aos pepti-
deos do BLV. Animais geneticamente resistentes apre-
sentam uma resposta Tal, resultando em uma forte e
precoce resposta inflamatéria (MIRSKY et al., 1996).

A influéncia dos antigenos BoLA na progressao
subclinica da infeccdo pelo BLV foi investigada em 41
fémeas bovinas provenientes de dois rebanhos na Italia.
Todos os animais eram soropositivos para o BLV e 22
apresentavam o quadro de LP. Os resultados confirma-
ram a associacao de quatro haplétipos espeficifos
(DQA*3A, DQB*3A, DRB2*2A e DRB3.2*11) como um fator
de resisténcia para a LP, bem como determinaram que
outros quatro haplétipos (DQA*12, DQB*12, DRB2*3A e
DRB3.2*8) correspondem a um fator de risco para
progresséo da LP (ZANOTTI et al., 1996).

Ha evidéncia de que linfdcitos CD4 ativados durante
a infeccéo pelo BLV promovem o desenvolvimento da
LP. Ainda ndo esta totalmente esclarecida a forma como
os linfdcitos CD4 sao ativados através da infeccéo pelo
BLV. Foi observado que linfécitos T de bovinos com LP
proliferam na presenca de células mononucleadas
irradiadas e autélogas do sangue periférico. No entanto,
nenhuma proliferac&o foi observada em culturas de células
de animais soropositivos sem LP. A proliferacdo requereu
contato direto entre as células, mas nao foi associada
com a expressao de proteina viral ou inibida através de
anticorpos contra o BLV. Estas observagfes e a magni-
tude da resposta proliferativa sugerem que a ativagéo
seja policlonal e envolva mecanismos diferentes da
ativacdo antigeno-especifica causada pelo BLV (STONE
et al., 2000).

A analise, pelatécnica de RT-PCR competitiva, para
detectar a expresséo do RNAm para o interferon-gama
(INFy), caracteristico de uma resposta celular, foi
realizada em bovinos experimentalmente infectados com
0 BLV. Os resultados mostraram, em animais que desen-
volveram LP, aumento da sintese de INFydurante aterceira
e quarta semanas apos a infec¢ao. Por outro lado, os
animais soropositivos e assintomaticos expressaram
altos niveis de RNAm para o INFydurante todas as sema-
nas do experimento (1-24 semanas). Estes resultados
sugerem que animais que possuem uma expressao
precoce e prolongada de INFy podem retardar ou inibir
0 aparecimento da linfocitose (YAKOBSON et al., 2000).

A L-selectina € um receptor relacionado com a
adeséo e migracao de leucécitos através das células
endoteliais. A expressao deste receptor foi determina-
da por imunofluorescéncia em PBMCs de origem bovina
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por meio de um anticorpo monoclonal que reconhece
L-selectina bovina. As células foram obtidas de animais
saudaveis, e infectados com o BLV. No grupo de animais
infectados havia animais com LP e assintomaticos. A
porcentagem de PBMC que expressavam L-selectina
foi menor nos portadores de LP qguando comparada com
animais assintoméaticos e nao infectados, e inversa-
mente correlacionada com a contagem de linfécitos. A
expresséao de L-selectina em linfocitos B e T de animais
infectados com o BLV exibiu uma reducgéo de aproxima-
damente 50% quando compara-da com animais livres
de infecgéo. A infeccdo pelo BLV resulta em uma
expressdo diminuida da L-selectina em linfocitos
podendo contribuir com a desestabilizacéo do sistema
imune do hospedeiro (DUSINSKY et al., 2000).

Bovinos com LEB mostram uma redug&o no namero
de células produtoras de IgM no bacgo e em linfonodos.
Bezerros experimentalmente infectados apresentaram
baixos titulos de IgM e reducéo de linfécitos T no sangue
periférico. A reducéo no numero de células T foi notada,
principalmente, em linfocitos com marcadores CD4*. Em
bovinos naturalmente infectados pelo BLV foi observada
a producéo de anticorpos com reatividades estrutural
ou biolégica inadequadas (TRAININ et al., 1996).

A resposta imune primdria induzida pela vacinagao
com antigenos sintéticos mostrou-se deficiente em
animais infectados pelo BLV. Também foi observada uma
associagao positiva entre a infeccéo pelo BLV e a falta
de recuperacao espontanea para a infecgcdo por
Trichophyton verrucosum (TRAININ et al., 1996).

7 Diagnaostico

O diagnéstico da LEB € fundamental para o controle
e a posterior erradicacdo da doenca. O diagnéstico pode
ser realizado por patologia clinica, pela observacao do
aumento persistente no nimero de linfocitos B (LP), e
por sorologia, para a identificacao de anticorpos especifi-
cos contra os antigenos do BLV. Apds o isolamento e o
cultivo do BLV, varias metodologias para a detec¢éo de
anticorpos foram desenvolvidas. As técnicas mais
comumente utilizadas séo a imunodifuséo em agar-gel
(IDAG), 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o radioimu-
noensaio (RIA). O objetivo primério destes métodos
soroldgicos é aidentificagdo de bovinos infectados com
0 BLV, e ndo o diagndstico da LP ou do linfossarcoma.
A interpretacéo dos resultados soroldgicos baseia-se
na suposi¢éo de que o animal com infeccao pelo BLV
permanece portador do virus por toda a vida e, conse-
guentemente, ser4 sempre soropositivo (EVERMANN,
1992).

O teste de inducé@o de formacao de sincicio € a
técnica utilizada em cultura de células infectadas com
0 BLV e baseia-se na habilidade da gp51, presente no
envelope viral, em induzir a fusao celular. Além da sua
utilidade para investigacdes em virologia basica, esta
técnica pode ser empregada para a detecgao do BLV
em linfocitos de animais infectados. Por n&o sofrer a
interferéncia de anticorpos colostrais, o teste de indugao
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de formacdo de sincicio é especialmente Gtil na identifi-
cacao de bezerros recém-nascidos, infectados vertical-
mente (FERRER; DIGILO, 1976).

Miller e Van Der Maaten (1976 e 1977) utilizaram a
gp51 no desenvolvimento do teste de imunodifuséo em
agar-gel (IDAG) para o diagnoéstico soroldgico da infeccéo
pelo BLV em bovinos. Atualmente outras técnicas soro-
|6gicas estéo disponiveis, porém a praticidade, o baixo
custo e a especificidade tornaram aimunodifuséo o teste
mais amplamente utilizado para o diagndstico da LEB.

Um estudo para comparar as técnicas de IDAG e
ELISA indireto para o diagnostico do BLV foi realizado,
utilizando como teste confirmatério o Western blotting
(wB). A especificidade de ambos os testes foi seme-
Ihante & obtida no WB, porém, a técnica de ELISA mostrou
maior sensibilidade quando comparada a IDAG. Para
as técnicas de ELISA e de WB a proteina p24, presente
no capsideo do BLV, € o antigeno mais importante. Por
outro lado, as glicoproteinas gp51 e gp30 do envelope
viral, sdo de especial importancia para a técnica IDAG.
Além de sua maior sensibilidade, o teste de ELISA
apresenta como vantagem adicional a possibilidade da
andlise de um grande nimero de amostras simultanea-
mente. A técnica de WB, por analisar a resposta humoral
contra proteinas individuais do BLV, & mais Util em estudos
de caracterizagdo antigénica do virus (DOLZ; MORENO,
1999).

Com o objetivo de avaliar as possiveis oscilacdes
na resposta humoral em animais soropositivos para o
BLV, Tekes (1994) acompanhou pelo teste de IDAG dois
grupos de animais. O primeiro grupo composto por 97
bovinos foi avaliado durante dois anos. O segundo grupo,
constituido por 28 vacas, foi observado durante o
intervalo de 60 dias antes e 90 dias apds o parto. Noventa
€ quatro animais pertencentes ao primeiro grupo apre-
sentaram resultados soropositivos durante o periodo em
gue os animais estiveram soltos a pasto. Porém, quando
confinados em sistema de argola, 26 animais tornaram-
se negativos. No grupo em gestacéo, com a proximidade
do parto, sete animais apresentaram resultados
soronegativos pela IDAG sendo que trés destes
permaneceram negativos por mais de 60 dias. As
variac@es deste grupo também foram demonstradas por
ELISA, porém, nenhum dos animais forneceu resul-tado
negativo por esta técnica demonstrando que o
desempenho da técnica de IDAG pode ser prejudicado
pelo manejo e pelo puerpério. Estas situacdes podem
conduzir aum estado de imunossupresséo que interfere
no nivel de producéo de anticorpos. Estes resultados
sugerem que, para os trabalhos de erradicacéo da LEB
a técnica de ELISA é a mais indicada pela sua maior
sensibilidade e praticidade.

A técnica de PCR para o diagndstico do BLV em
animais naturalmente infectados foi avaliada compara-
tivamente com métodos soroldgicos de ELISA e IDAG.
A PCR apresentou maior sensibilidade fornecendo
resultados positivos em taxas superiores a 10 e 17%
aos métodos de ELISA e IDAG, respectivamente. A
técnica de PCR também possibilita distinguir bezerros
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infectados pelo BLV daqueles animais soropositivos
devido aingestéo de anticorpos colostrais. Os autores
sugerem que a prevencao da disseminacéo do BLV de
um pais para outro, utilizando-se apenas testes
soroldgicos € quase impossivel (FECHNER et al., 1996).

Os exames histopatoldgicos em bovinos com LEB
revelam uma distribuicéo caracteristica de tumores de
acordo com a idade do animal. As lesbes tipicas no
adulto aparecem geralmente em animais com idade
superior a trés anos. Nestes animais o desenvolvimento
de tumores volumosos e nodulosos, localizados em
serosas, tecido conjuntivo frouxo e em nédulos linfaticos
sugerem neoplasias em &reas relacionadas ao sistema
linfatico. O envolvimento do baco e a infiltracdo de
leucdcitos no figado estéo presentes em casos em que
observa-se a manifestacdo leucémica em sangue
periférico. Os casos de neoplasia em medula 6ssea
sdo raros. Em animais jovens, até a idade de reproducao,
a proliferacéo neoplésica apresenta-se tanto em 6rgéos
hematopoéticos quanto em linfonodos, medula 6ssea,
figado, baco, timo e tonsilas palatinas. A les&o hepética
€ caracterizada pela proliferacéo neoplasica nas triades
do espaco porta. Os tumores causados pelo BLV em
animais adultos s&o definidos como linfoma ou linfossar-
coma. Ja aleucemia linfocitica parece ser o termo mais
apropriado para designar a neoplasia linféide caracte-
ristica em animais jovens (YAMAMOTO et al.,1982).

8 Profilaxia

Pelo fato de ainda n&o existir nenhum método
de imunizacdo eficaz, disponivel comercial-
mente, para o controle da LEB as préticas
de manejo, baseadas no conhecimento das
formas de transmisséo, sdo a Unica alterna-
tiva eficiente para o controle e erradicagéo
da doenga (SHIRLEY et al., 1997).

A elaboracéo de um programa de controle para a
LEB tem sempre como base o levantamento soroldgico
para a identificacdo dos animais sororeagentes. Na
pratica, estes exames devem observar alguns pontos
importantes tais como: i) Testes sorolégicos que séo
realizados em animais com idade inferior a seis meses,
podem apresentar resultados falso-positivos devido &
presenga de anticorpos colostrais; ii) Para evitar
resultados falso-negativos, amostras de soro de vacas
devem ser analisadas, pelo menos, seis semanas antes
e apos o parto; iii) Possiveis alteracdes na resposta
imunoldgica devido ao estresse ambiental ou decorrente
do manejo podem interferir no teste IDAG fornecendo
resultados falso-negativos (JOHNSON; KANEENE,
1991c; DIGIACOMO, 1992b; TEKES, 1994).

A eliminagédo de todos os animais soropositivos para
0 BLV de um rebanho é uma medida capaz de erradicar
ainfeccdo em poucos meses, mesmo em criagdes com
alta taxa de prevaléncia. O primeiro programa oficial
para o controle e erradicacéo da LEB foi estabelecido
na Dinamarca, tendo inicio em 1959. Neste pais, a
doenca tornou-se de comunicagao obrigatoria, e todos
0s animais adultos de rebanhos que apresentaram
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casos incidentes de leucose foram submetidos a
exames hematoldgicos. Os rebanhos soropositivos
foram isolados e, com o pagamento de indenizacdes,
procurou-se estimular a eliminacéo de todo o plantel.
Esta politica de erradicacéo continuou até 1982. Embora
esta estratégia radical garanta rapidamente o controle
da LEB, muitas vezes ela ndo pode ser adotada devido
ao alto custo econbmico, uma vez que em muitos
rebanhos, principalmente na bovinocultura leiteira, a
prevaléncia pode alcancar até 80% (DIGIACOMO, 1992b;
JOHNSON; KANEENE, 1992).

Outra forma de controlar a LEB é manter os animais
infectados na propriedade, prevenindo a transmissao
iatrogénica, por fémites ou por vetores animados,
através da adocgdo de medidas que evitem a transfe-
réncia de células de um doador infectado para um animal
soronegativo. O uso de colostro livre do BLV também é
uma medida importante, prevenindo a transmissao
vertical da infeccéo. A pasteurizagdo (BAUMGARTENER
et al., 1976) ou o congelamento (VAN DER MAATEN,
1982) do colostro e do leite tem a capacidade de inativar
ainfectividade do BLV. Em rebanhos leiteiros os bezerros
machos podem receber leite e colostro de doadores
SOropositivos uma vez que estes animais séo precoce-
mente descartados. Esta medida racionaliza a disponi-
bilidade de colostro de boa qualidade para os animais
que fardo parte do plantel produtivo da propriedade. Os
animais soropositivos devem ser identificados e mar-
cados, deste modo as préaticas de manejo podem ser
realizadas separadamente, evitando a disseminacéo
iatrogénica da infeccdo. O ideal é a separacao total
dos animais em lotes infectados e livres do BLV. O
controle da LEB por estas medidas, embora mais
demorado, produz resultados satisfatdrios, reduzindo
a incidéncia da doenca por bloquear a transmissao,
evitando novas contaminacdes. A médio prazo, a medida
em que 0s animais soropositivos forem substituidos por
animais jovens, ndo portadores da infec¢éo pelo BLV, a
prevaléncia da infecgcdo também sera reduzida (JOHNSON,;
KANEENE, 1991c; DIGIACOMO, 1992b; SHIRLEY et al.,
1997).

Uma vacina recombinante, expressando integral-
mente o envelope do BLV, foi desenvolvida e avaliada
em ovinos. A resposta imune induzida por este imuno-
geno recombinante protegeu os animais contra a
infecgcdo experimental. Neste estudo o envolvimento da
imunidade celular ficou fortemente evidenciado. A vaci-
nacdo de animais soropositivos para o BLV com a
mesma vacina suprimiu, significativamente, a replicagéo
viral. Estes dados sugerem que o desenvolvimento de
vacinas eficazes contra os retrovirus devem enfatizar
uma forte resposta imunecelular. Vacinas que possuam
esta caracteristica poderdo, ndo apenas, ser utilizadas
para fins profilaticos mas também com propoésitos
terapéu-ticos (SUGIMOTO et al., 1994).

As pesquisas para o desenvolvimento de uma vacina
para o controle da LEB continuam avancando. Recente-
mente os genes que codificam a gp51 e agp30, presentes
no envelope do BLV, foram clonados em citomegalovirus
humano. Esta vacina foi testada em bovinos que, poste-
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riormente, foram desafiados com o BLV. A aplicag&o da
vacina foi realizada pela via intramuscular e gerou uma
forte resposta imune celular. Sete entre dez animais
vacinados com o DNA resistiram ao desafio com linfo-
citos infectados (BRILLOWSKA et al., 1999).

Atualmente sédo grandes os esforcos de varios
grupos de pesquisas em desenvolver uma vacina eficaz,
capaz de proteger bovinos contra a infeccdo e mesmo
contra o desenvolvimento de LP e/ou linfossarcoma.
Entretanto, apesar de estarem sendo empregadas
diferentes metodologias, tanto tradicionais quanto mole-
culares, até o momento nédo ha disponibilidade comer-
cial de uma vacina para o controle da LEB.
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