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RESUMO

A Leucose Enzoética dos Bovinos (LEB) € uma doenga infecto-contagiosa, cosmopolita,
de potencial imunodepressor, caracterizada pela evolucdo cronica e pelos grandes prejuizos
que determina a pecudria bovina nacional. O objetivo geral com a realizagdo deste estudo
foi contribuir para a elucidagdo do papel imunodepressor do Virus da Leucose Bovina
(VLB), realizando ensaios imunossorolégicos para dimensionar a infecgdo
(soroprevaléncia) e estabelecer um parametro de avaliacdo do estado imunitdrio (teores de
lisozima sérica) de bovinos leiteiros criados na Regido Norte do Estado do Tocantins.
Foram colhidas amostras séricas de 38 rebanhos bovinos, totalizando 882 amostras
submetidas ao teste de Imunodifusdo Radial Dupla de Ouchterlony em gel de dgar. Desse
universo amostral, 400 amostras foram divididas em dois grupos, em fun¢do do resultado
imunossoroldgico obtido: G1 200 amostras VLB negativos e G2 200 amostras VLB
positivos. As amostras foram submetidas, ainda, a Imunodifusio Radial Simples de
Mancini para determinar a concentragdo sérica da lisozima, cujos resultados obtidos foram
analisados estatisticamente pelo teste t-Student. Os resultados demonstraram que a LEB
encontra-se amplamente disseminada nos rebanhos examinados (94,7% - 36/38), com uma
prevaléncia de anticorpos séricos anti-VLB da populacdo estudada igual a 37,0%
(326/881), sendo este o primeiro registro da infeccdo no Estado do Tocantins. Os niveis
séricos de lisozima encontrados foram G1 8,94 y/ml e G2 7,05 y/ml, sendo que a diferenca
média entre os dois grupos foi de 1,92 y/ml, portanto, mais elevado nos animais VLB
negativos do que nos VLB positivos, diferenga esta que se revelou significante, sinalizando
um estado imunitirio de imunodepressdo. Os resultados obtidos demonstraram a ampla
disseminagdo da LEB, sob a influéncia de fatores de risco, em conexdo com a redugéo dos
teores de lisozima nos animais VLB positivos, e sugerem que Os ensaios
imunossorolégicos realizados possibilitaram a validagdo de um importante parametro de
avaliacdo do estado imunitdrio de bovinos VLB positivos, contribuindo, desta forma, para

a elucidagdo do papel imunodepressor do Virus da Leucose Bovina.

PALAVRAS CHAVE: leucose, bovino, prevaléncia, lisozima, imunodifusdo, Estado do

Tocantins.



ABSTRACT

The bovine enzootic leucosis (BEL) is a contagious infect disease cosmopolitan,
with immune depressor potential, characterized by chronic evolution and great injuries that
cause to the national cattle- breeding. The general objective of the achievement of this
study was to contribute to the Bovine Leukosis Virus (BLV), realizing immune serologic
essay to find dimension of the infection (serum-prevalent) and establish a parameter for
evaluation of the immune condition (levels of serum lysozyme) of milky cattle breeding
raised in the north region of Tocantins state. It was colleted serum samples of 38 bovine
herds, totalizing 881 samples submitted to the double radial immune diffusion test of
Ouchterlony in agar gel. From this universe of samples, 400 samples were divided in 2
groups. According to the immune serologic result obtained. G1 200 BLV negative
samples, G2 BLV positive samples. The samples were still submitted to a simple radial
immunodiffusion of Mancini to define the serum concentration of lysozyme which
obtained results were statistically analyzed by t- student test. The results demonstrated that
the BEL is amply disseminated in bovine herds examined (94,7% - 36/38), with a
prevalence of serum antibodies anti BLV of the studied population corresponding to 37%
(328/821) this is the first register of the infection in Tocantins State. The serum levels of
lysozyme found G1 8,94 y/ml e G2 7,05 y/ml, knowing that the average difference between
the two groups was 1,92 y/ml, so, more elevated in the BLV negative animals than in the
BLV positive ones, this revealed how significant is that difference. It can signalize an
immune depression state of the immunity system. The obtained results demonstrated the
large dissemination of BEL, being the influence, of risk factors in connection with a
reduction of levels of lysozyme in animals BLV positives, and suggest that immune
serologic tests realized, make possible the validation of an important parameter of
evaluation of immune state of BLV positive bovine contributing, this way, to elucidation

of immune depressor paper of bovine leucosis virus.

Key words: leucosis, bovine, prevalence, lysozyme, immunodiffusion, Tocantins State.
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1 INTRODUCAO

No ambito das enfermidades que trazem prejuizos a bovinocultura, destacamos a
Leucose Enzodtica dos Bovinos (LEB) por ser uma enfermidade infecto-contagiosa,
causada pelo Virus da Leucose dos Bovinos (VLB) e caracterizada por proliferacio

linfocitaria e/ou formacdo de linfossarcomas (FERRER et al., 1979).

O grande desafio que se apresenta na atualidade, quando se pretende estudar a LEB,
vai além do estabelecimento do seu diagndstico. As laboriosas, embora imprescindiveis,
pesquisas voltadas & detec¢do de bovinos que expressam clinicamente a doenca e/ou que
sejam portadores de anticorpos séricos especificos contra o VLB devem ser associadas a
estudos avaliativos do potencial imunodepressor do VLB e sua provavel interferéncia na

integridade do estado imunitario dos bovinos infectados.

Necessdrio se faz, pois, impulsionar investigagdes sobre aspectos imunoldgicos que
envolvem o agente causador dessa insidiosa doenca (MELO, 1999). Nesse sentido, os
ensaios experimentais de AMBROGTI (1986), embora relacionados ao estudo dos possiveis
efeitos imunodepressores de certas substincias quimicas contidas no fumo sobre o
organismo, preservada a inespecificidade dos parametros estudados, poderdo servir de
modelo imunoclinico que permita qualificar, mesmo que preliminarmente, o estado

imunitario de bovinos portadores de anticorpos anti-VLB, supostamente infectados.

Ensaios laboratoriais tém sido realizados (CASTRO, 2004; FERNANDES, 2006)
com a proposicdo de apresentar um sistema pratico e exeqiiivel, a ser usado na rotina
laboratorial, para a determinacdo de um componente imunossoroldgico, a lisozima,
constituinte de um sistema de avaliacdo “in vitro” da funcionalidade do sistema imunitario
de bovinos infectados pelo VLB. As experiéncias vivenciadas nesses ensaios criaram as
condicdes técnico-cientificas e operacionais necessdrias a aplicagdo da técnica da
Imunodifusdo Radial Simples de Mancini (FAHEY e MCKELVEY, 1964; MANCINI et
al., 1965).

Fernandes, (2006) afirmou que a técnica da imunodifusdo encontra-se
definitivamente padronizada para determinar a concentracio sérica de lisozima em bovinos

submetidos a diferentes situacdes fisiopatoldgicas.
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A lisozima é um componente imunossoroldgico inespecifico que participa na
promocdo do complexo mecanismo de defesa do organismo em diferentes situagdes
fisiopatoldgicas. Reconhecida como um importante indicador do estado geral de
funcionamento do sistema imunitdrio (AMBROGI, 1986), sua concentragao sérica deve ser
determinada em funcdo de que sejam estabelecidos os valores referenciais para a espécie

bovina.

As acdes patogénicas do VLB sobre o organismo infectado, que ocorrem a partir de
sua incorporacdo nos linfécitos e eventualmente nos mondcitos, determinam a
desorganizacdo do sistema imunitdrio e promovem, como conseqiiéncia, a diminui¢do da
resisténcia dos rebanhos as doencas intercorrentes, principalmente no gado leiteiro
estressado pela intensidade do manejo (MUSCOPLAT et al., 1974; WYERS, 1975;
BURNY e MAMMERICKX, 1987; LORENZ e STRAUB, 1987; CASTRO et al., 1988;
HEENEY et al., 1992)

Neste contexto, a acdo imunodepressora do VLB ¢ uma hipétese admitida. Os
resultados obtidos por Melo, (1999), resguardada a magnitude preliminar de seu
significado clinico-epidemioldgico, consubstanciaram que vérios aspectos do manejo das
criacdes, incluindo a perda da identidade racial devido aos sucessivos e desordenados
cruzamentos para melhorar a produtividade dos rebanhos e a alta concentracdo de
individuos nos mesmos, promoveram o convivio intimo e prolongado entre animais
doentes e sadios, fato que predispde sistematicamente os rebanhos a leucose. Trata-se de
uma doenga infecto-contagiosa caracterizada pelos grandes prejuizos que determinam a
pecudria bovina nacional ao comprometerem o desempenho produtivo dos rebanhos,
reduzindo a producdo, estabelecendo sucessivas condenagdes de carcagas em matadouros e
restringindo o comércio de animais, além do aumento dos custos com servicos veterinarios.
(MELO, 1999; MELO et al., 2001; DEL FAVA e PITUCO, 2004; CARNEIRO et al.,
2003; TOSTES, 2005)

A LEB tem sido mapeada em praticamente todo territério nacional, embora para a
Regido Norte haja escassez de informacdes, ndo havendo registro da doenca no Estado do
Tocantins, sendo registrados apenas quatro trabalhos de pesquisa: Abreu et al. (1990) no
Acre e Rondo6nia; Molnar et al. (1999) no Para e Carneiro et al. (2003) no Amazonas.

Levantamentos soroepidemioldgicos realizados por diversos pesquisadores vém
demonstrando o avanco da LEB e sua ampla disseminagdo nos rebanhos bovinos

brasileiros. A prevaléncia globalizada no pais, com base na literatura consultada, é
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estimada em 23,7% (7.862/33.138), ocorrendo numa magnitude maior na regido Sudeste,
com taxa de 39,8% (4.821/12.110). Encontra-se amplamente distribuida, de forma
significativa e crescente, nas regides Centro-Oeste (23,9%), Norte (21,13% - 232/1098),
Sul (14,18% - 2053/14.476) e Nordeste (13,86% - 756/5.454) (TENORIO, 2003).

Praticamente a metade do efetivo bovino leiteiro do Estado de Sao Paulo, ou seja,
cerca de 43,93% (2.201/5.010), encontra-se na condi¢do de portadores de anticorpos
séricos especificos anti-VLB (ALENCAR FILHO, 1978; ALENCAR FILHO et al., 1979;
LIMA et al., 1980; BIRGEL et al., 1988; BIRGEL JUNIOR et al., 1990; D’ ANGELINO,
1991; MELO, 1999).

Em Pernambuco, Melo, (1991) detectou sorologicamente a ocorréncia da doenca no
Estado, com prevaléncia de 15,1 % (67/443). Consubstanciando os estudos realizados até
entdo, Melo et al. (2001) diagnosticaram o primeiro caso clinico da doenga na Mesorregiao
Metropolitana do Recife, demonstrando a coexisténcia dos aspectos nosoldgicos,
hematolégicos, soroldgicos e andtomo-patolégicos. Em seguida, Mendes, (2002) reafirmou
em seus achados soroldgicos a difusdo da LEB nos rebanhos de Pernambuco, encontrando

uma prevaléncia de 14,7% (39/266).

Em linhas gerais, portanto, a realiza¢do de ensaios imunossorolégicos em rebanhos
de bovinos leiteiros do Estado do Tocantins, (Figura 1) serviu para mensurar a magnitude
da infeccdo pelo VLB da Regido Norte do Estado e caracterizar um parametro de avaliagio
do estado imunitédrio dos bovinos examinados, com vistas a contribuir para a elucida¢io do

potencial imunodepressor do Virus da Leucose Bovina.
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LEUCOSE ENZOOTICA DOS BOVINOS:
SOROPREVAl,ENCIA,,FATORES DE
RISCO E NIVEIS SERICOS DE
LISOZIMA EM BOVINOS LEITEIROS
DO ESTADO DO TOCANTINS, BRASIL

Introducao

Objetivos

[ Revisao de Literatura ]

/ EXPERIMENTO I: \ / EXPERIMENTO II: \

SOROPREVALENCIA E AVALIACAO DA INFLUENCIA
FATORES DE RISCO DA DA INFECGAO PELO VIRUS DA
INFECCAO PELO ViRUS DA LEUCOSE BOVINA NOS NiVEIS
LEUCOSE DOS BOVINOS EM SERICOS DE LISOZIMA EM
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Figura 1 — Representacdo esquematica dos ensaios imunossoroldgicos

realizados para determinagcdo da soroprevaléncia da LEB e dos

niveis séricos de lisozima em rebanhos bovinos criados no Norte do
Estado de Tocantins, Brasil. 2006
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2  OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir para a elucidagdo do potencial imunodepressor do Virus da Leucose
Bovina realizando ensaios imunossoroldgicos para dimensionar a infec¢do e estabelecer
um parametro de avaliagdo do estado imunitdrio de bovinos leiteiros criados na Regido

Norte do Estado do Tocantins.

2.2 Especificos

e Determinar a soroprevaléncia de bovinos portadores de anticorpos anti-VLB em
rebanhos leiteiros na Regido Norte do Estado do Tocantins, utilizando a Imunodifusio

Radial Dupla de Ouchterlony;

e (aracterizar os fatores de risco associados a génese da Leucose Enzodtica dos Bovinos
(LEB);
e Determinar os niveis séricos de lisozima em bovinos leiteiros, utilizando a

Imunodifusdo Radial Simples de Mancini;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leucose Enzooética dos Bovinos

Historicamente, a primeira referéncia da leucose no Brasil data de 1959, por Santos et
al. (apud ANDRADE e ALMEIDA, 1991). O virus da leucose € um retrovirus similar aos
que ocorrem em humanos (HTLV-1 e HTLV-2), causadores da Leucemia Humana de
células T, nos termos de sua estrutura genética, seqiiéncia e regulacdo de expressdo
(SCHWARTZ e LEVY, 1994). E uma doenga cronica sistémica, caracterizada pelo
desenvolvimento de agrega¢des de linfécitos neopldsicos e com ampla variedade de sinais

clinicos (TOSTES, 2005)

A leucose enzodtica dos bovinos (LEB) é uma doenca cosmopolita, infecto-
contagiosa, cronica, causada por um retrovirus exégeno linfotrépico B, que compromete
primariamente o sistema linféide dos bovinos infectados e determina processos
desorganizativos de tecidos e oOrgdos, especialmente linfonodos. Caracteriza-se pela
formacdo progressiva de linfossarcomas, podendo haver ou ndo leucemizacio

(INTERNATIONAL COMITTEE ON BOVINE LEUCOSIS, 1968 ; JAIN, 1993).

A etiologia viral da leucose foi definitivamente estabelecida por Miller et al. (1969),
que isolaram o virus em cultura de linf6citos bovinos com sintomas aparentes ou ndo da
doenca. No Brasil, o isolamento pioneiro do VLB foi realizado por Angelo et al. (1985),
em cultura primdria de fibroblastos provenientes de prepticios humanos, a partir de

linfécitos de bovinos soro-reagentes ao antigeno glicoprotéico do VLB.

A transmissdo natural do virus pode ocorrer naturalmente, pelo contato entre animais
sadios e infectados, iatrogénicamente, por meio de agulhas e fOmites contaminados,
ocorrendo ainda a transmissdo in iitero e a ingestdo de colostro (ROMERO et al., 1981;

THURMOD, 1991; HOPKINS e DIGIACOMO, 1997).

A transmissdo vertical em bovinos pode ser demonstrada pela soropositividade de
bezerros recém-nascidos antes da ingestdo do colostro (FERRER et al., 1979) O VLB pode
infectar linfécitos fetais, caracterizando uma infec¢a@o intra-uterina, que ocorre em até 20%
dos casos de contdgio, estando associado a uma imunossupressdo tempordria que ocorre na

vaca durante a prenhez (GOTZE et al., 1954; ROSENBERGER, 1961; MILLER e VAN



FERNANDES, C. H. C.Leucose Enzoética dos Bovinos: Soroprevaléncia, Fatores de Risco e Niveis Séricos 22
de Lisozima ...

DER MAATEN, 1977; BIRGEL et al., 1982; EVERMANN et al.,, 1987; LORENZ e
STRAUB, 1987; MAMMERICKX et al., 1987).

A transmissdo horizontal € responsavel pela maioria das infec¢des, e como o
principal modo de transmissdo pode ser o contato direto entre os animais, resultados
soroepidemioldgicos e programas de controle corroboram com essa hipoOtese

(LASSAUZET et al., 1991, in TOSTES, 2005)

O manejo aliado ao desconhecimento da enfermidade pode influenciar na
transmissdo do VLB, principalmente se este for intensivo. Onde ha um convivio mais
préximo; o contato prolongado entre animais infectados e sadios; situacdes de estresse,
como mudancga recente do pastejo para a estabulacdo. Comparativamente, a difusdo do
virus entre animais das ragas de exploragdo leiteira € mais intensa do que as destinadas ao
corte, provavelmente devido as variacdes do manejo e a permanéncia mais longa dos

animais nos rebanhos (LORENZ ¢ STRAUB, 1987).

Ha intimeras formas que rotineiramente difundem a infeccio do VLB em um
rebanho, tais como: tratamento sist€émico pelas vias intramusculares, subcutineas ou
intravenosas com agulhas contaminadas com sangue, colheitas ou transfusdes de sangue,
incluindo o processo de premunicdo contra anaplasmose e babesiose em animais
importados e normas inadequadas de vacinagdo, além de fomites contaminados usados em
castracoes e descornas e a palpacdo retal (BIRGEL et al.,, 1982; BRIGHTLING e
RADOSTITS, 1983; LORENZ e STRAUB, 1987; JOHNSON e KANEENE, 1992;
HOPKINS e DIGIACOMO, 1997). A via iatrogénica sendo necessarios apenas, 2500
linfécitos (0,0005ml de sangue) para através de inoculagdo, determinar a infec¢do (VAN

DER MAATEN e MILLER, 1979)

A resposta imunoldgica e caracterizada quando do inicio da infec¢do pelo VLB,
provocando a proliferacio do numero de linfécitos B. O complexo antigeno-anticorpo
(VLB - Linfécitos B) apds o seu estabelecimento promove a sensibilizagdo dos linfécitos
que assumem aspecto de linfoblasto ou imunoblastos com grande capacidade de mitose. O
VLB impde as condi¢des de imunossupressdao inibindo ou reduzindo a acdo ou produgio
de anticorpos particularmente o IgM, imunoglobulina precursora da ativacido de enzimas
do plasma, responsdveis pela lise celular e outros fendmenos da resposta imune primaria,
inibindo, inclusive, a atividade fagocitdria dos neutéfilos, prejudicando o sistema imuno-

celular. O comprometimento do sistema imunitdrio organico propicia ao VLB desprovido
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de envelope, penetrar no citoplasma linfocitario onde, sob acdo da trancriptase reversa,
converte-se de RNA-virus monocromossomal a DNA-proviral duplocromossomal, para
incorporar-se no genoma celular do linfécito por tempo indeterminado, podendo neste
periodo apresentar falsos negativos nos exames soroldgicos. O estresse do hospedeiro,
advindo da producio e de doengas intercorrentes, parecem ser elementos importantes no
desencadeamento da replicacdo de VLB, cujas particulas deixam o nucleo celular e, no
citoplasma revertem-se a condicdo primaria de RNA-virus (retrovirus) deslocam-se até a
membrana citoplasmatica, adquirem forma de “C” (virus tipo C) e por gemelacdo
replicam-se intensamente, caindo na corrente sanguinea em sua forma madura (WYERS,
1975; JONSON e KANEENE, 1991; EVERMAN e JACKSON 1977, MURPHY et al
1999) (Anexo 1)

O diagnoéstico definitivo da LEB € estabelecido pela expressdo clinica da doenga,
associando-a aos achados hematoldgicos (leucocitose por linfocitose, com atipias
linfocitarias) e imunoldgicos (pesquisa de anticorpos séricos especificos anti-VLB),
configuragdes estas apresentadas por vérios pesquisadores como sendo necessdrias para a
afirmacdo da ocorréncia da leucose enzoética dos bovinos em um rebanho (GOTZE et al.,

1954; ROSENBERGER, 1961; MAMMERIKX et al., 1976; RESSANG et al., 1976).

Atualmente os testes soroldgicos tém sido a metodologia recomendada para o
diagnéstico precoce da leucose enzodtica dos bovinos, destacando-se a IDGA -
Imunodifusdo em Gel de Agar (MILLER e OLSON, 1972; MILLER e VAN DER
MAATEN, 1977). Trata-se de uma técnica padrio para a identificacio de bovinos
portadores de anticorpos séricos especificos anti-VLB, demonstrando alta especificidade,
adequada sensibilidade e grande praticidade, sendo pouco dispendiosa (MAMMERICKX
etal. 1976, MILLER e VAN DER MAATEN, 1977; SHETTIGARA, 1986; EVERMANN
et al., 1987; MAMMERICKX et al., 1987). Vale ressaltar que, desde 1980, a utilizacio
desta prova tornou-se obrigatdria na importagéo e exportagdo de gado, sendo adotada como
teste oficial de diagndstico da Leucose Enzodtica dos bovinos pela Comunidade

Econdmica Européia (MILLER, 1980).

A aplicabilidade da IDGA no Brasil tem sido freqiiente e possibilitou a realizagdo de
inimeros inquéritos soroepidemioldgicos, que demonstraram uma prevaléncia maior da
LEB nas Regides Sudeste e Sul do Brasil. Na Regido Norte os primeiros estudos
imunossorolégicos da LEB foram realizados por Abreu, (1990) nos Estados do Acre

(9,7%) e Ronddnia (23%), da infec¢cdo na Regido, em seguida por Molnar et al. (1999) com
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o primeiro levantamento imunossorolégico do VLB no estado do Pard (26%) e o mais
recente trabalho, realizado por Carneiro et al. (2003) no Amazonas (9,6%). Apesar de
poucas informacdes admite-se que a Regido Norte possui prevaléncia numa magnitude

préxima de 17%.

Em Pernambuco, a doenca foi evidenciada nos achados clinico-hematolégicos e
histopatolégicos pioneiros de Cavalcante et al. (1969) e na deteccdo inédita de bovinos
portadores de anticorpos séricos especificos anti-VLB por Melo, (1991) que demonstrou a
ampla difusdo da doenca em rebanhos de Garanhuns e municipios adjacentes. Reafirmando
esses estudos, Melo et al. (2001) relataram um caso clinico inédito da LEB na Mesoregiao
Metropolitana do Recife, Municipio de Paulista, acometendo uma vaca da raca Holandesa,
com seis anos de idade, doadora de embrides, criada em um rebanho de alto valor
zootécnico. O diagndstico foi estabelecido pela conexdo da expressdo clinica da doenga
(hipertrofia generalizada dos linfonodos, nodulagdes cutineas e exoftalmia bilateral) com
os achados hematolégicos (37.000 leucdcitos, com 70% de linfécitos, muitos atipicos),
soroldgicos (linha de precipitacdo caracteristica de reagdo positiva) e anatomo-patologicos
(abundantes tumoragdes branco-acinzentadas e brilhantes, de carater difuso ou nodulares,
em diversos Orgdos; além de, histologicamente, infiltra¢des linfoproliferativas compativeis
com linfossarcoma). foram realizadas investigacdes clinico-epidemioldgicas no rebanho a
origem do animal, associado a um rastreamento da LEB em propriedades que adquiriram

animais do mesmo.

Embora seja um tema ainda pouco esclarecido, admite-se que distdrbios do sistema
imune aumentem a ocorréncia de doencas nos rebanhos. O comprometimento da
integridade do sistema imunitdrio orgdnico pela ac¢do imunodepressora do VLB, ao
penetrar e incorporar-se ao genoma linfécitario por tempo indeterminado (MUSCOPLAT
et al. 1974; WYERS, 1975; CASTRO et al, 1988), associado as evidéncias
imunocitoldgicas de que este retrovirus infecta mondcitos circulantes (HEENEY et al,,
1992), aumenta a susceptibilidade do hospedeiro a outras infeccdes (BURNY e
MAMMERICKX, 1987). Adicionalmente, fatores associados as normas zoosanitarias de
criacdo dos rebanhos, que estressam os animais pela vida produtiva dos mesmos, como
lactagdo, maximizacdo de ganho de peso, entre outros, além das doencas intercorrentes,
desempenham, provavelmente, importante papel no desencadeamento da replicacdo dos
retrovirus no organismo infectado (WYERS, 1975). Lorenz e Straub (1987) reforcaram

essa tese ao atribuir as variagdes do manejo e a permanéncia mais longa dos animais nos
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rebanhos a aparente maior susceptibilidade a infeccdo pelo VLB de racas de exploragio

leiteira em relacdo as ragas destinadas ao corte.

3.2 Lisozima

3.2.1 Aspectos Histéricos

A descoberta da lisozima ocorreu em Londres, no ano de 1922, por um
bacteriologista chamado Alexander Fleming, ao mostrar que a substincia antibacteriana
que trabalhava era uma enzima, que denominou lisozima — liso por sua capacidade de lisar
bactérias, e zima porque era uma enzima. Também descobriu uma pequena bactéria
esférica que era particularmente suscetivel & lisozima; ele a chamou de Micrococcus
lysodeikticus porque era um demonstrador de lise (deiktikos significa “capaz de mostrar”,
em grego). Fleming descobriu que as ldgrimas eram uma fonte rica em lisozima. (WEISER

etal., 1969; STRYER, 1992).

3.2.2  Aspectos Bioquimicos

Presente praticamente em quase todos os seres vivos, em diferentes formas
bioquimicas, a lisozima é uma enzima lisossomica com atividade hidrolitica que digere
determinados substratos macromoleculares, como certas paredes bacterianas. (AMBROGI,

1986; STRYER, 1992).

A lisozima dissolve certas bactérias por clivagem hidrolitica do componente
poliosidico de suas paredes. A fung@o da parede nas bactérias € a de lhes conferir apoio
mecanico. Uma célula bacteriana sem a parede geralmente se rompe devido a alta pressdo
osmoética dentro da célula. O alvo da lisozima € a por¢éo glicidica das paredes (WEISER et

al., 1969; STRYER, 1992; LEHNINGER, 1995; TIZARD, 2002).

O poliosideo da parede € constituido de dois tipos de oses: a N-acetil glicosamina
(NAG) e o N-acetil muramato (NAM). NAM e NAG sdo derivados da glicosamina, nos

quais a amina ¢ acetilada. O poliosideo da parede € um polimero de radicais alternados de
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NAM e NAG reunidos por ligacdes B (1—4)-glicosidicas. A lisozima é uma glicosidase
que hidrolisa a ligagdo glicosidica entre C-1 do NAM e o C-4 do NAG. A quitina, um
glicosideo encontrado na carapaca de crusticeos, também € um substrato para a lisozima.
A quitina é constituida s6 de NAG, unidas por ligagdes B (1—4)-glicosidicas (WEISER et
al., 1969; FREEDMAN e GOLD, 1976; STRYER, 1992; TIZARD, 2002).

2

E uma enzima termolabel e relativamente pequena (14,6 Kd) (FREEDMAN e
GOLD, 1976; STRYER, 1992; LEHNINGER, 1995). A lisozima obtida da clara do ovo de
galinha, uma fonte rica, ¢ uma cadeia polipeptidica tnica de 129 aminoécidos. Essa
proteina, altamente estdvel, € interligada por quatro pontes dissulfeto (STRYER, 1992;
LEHNINGER, 1995). Em 1965, David Philips et al. apud Stryer, (1992) determinaram a
estrutura tridimensional da lisozima. Seu mapa de densidade eletronica de alta resolucdo
foi o primeiro para uma molécula enzimdtica. A lisozima é uma molécula compacta, de
forma aproximadamente elipséide, com dimensdes 45 x 30 x 30 A e seu enovelamento é
complexo. Seu interior, assim como o da mioglobina e o da hemoglobina, ¢ quase
totalmente apolar. As interagdes hidréfobas exercem um papel importante no
enovelamento da lisozima, como para quase todas as proteinas (STRYER, 1992). Seus
segmentos em o-hélice delimitam uma longa fenda em um dos lados da molécula, chamada
de sitio ativo, o qual € o local onde ocorre a ligacdo do substrato e a acdo enzimatica. O

polissacarideo bacteriano, que € o substrato para a lisozima, encaixa-se perfeitamente nesta

fenda (LEHNINGER, 1995).

Kurimoto et al. (2001) demonstraram, em ensaios in vitro, que a lisozima, como
outras substincias bioativas, pode ter sua atividade enzimatica potencializada por meio de
um mecanismo bioquimico que modifica o coldgeno dermal bovino (CDB) pela introducio
de um grupo tiol e da lisozima; inicialmente hd uma reacdo “tiolato-CDB” e depois outra
com a por¢do 2-piridil disulfidico presente na lisozima; finalmente, ha a formacio do
composto conjugado “CDB-lisozima”, com o0 méaximo de sua atividade em pH menor e

maior estabilidade térmica comparativamente a lisozima original.
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3.2.3 Fonte e Fung¢des da Lisozima

A lisozima € encontrada nas lagrimas, na secre¢do nasal, na saliva, na mucosa
intestinal (mucos intestinais), na pele, nos leucécitos, nos granulos lisossomais dos
fagdcitos, na clara do ovo, no soro e no leite (FREEDMAN e GOLD, 1976; BIER, 1984;
LEHNINGER, 1995; TIZARD, 2002). Apesar da lisozima estar presente em quase todos
os tecidos e fluidos corporeos, ela ndo € encontrada no fluido cerebroespinhal
(cefalorraquidiano), no suor e na urina (WEISER et al., 1969; TIZARD, 2002). Embora
haja afirmagdes de que ela estaria ausente nos neutr6filos bovinos (TIZARD, 2002). Foram
demonstradas, pela espectrofotometria, pequenas quantidades de lisozima, variando entre
0,12 e 0,67 pg/células, em neutrdfilos bovinos, apds um processo de homogeneizagdo e

centrifugacdo diferencial (BERENIJI, 1997).

Os neutréfilos possuem lisozima em seus grinulos citoplasméticos (TIZARD,
2002), sendo encontrada neste tipo celular e no leite de vacas em teores de

aproximadamente 0,13 mg/100ml (NICKERSON, 1985).

Ainda na espécie bovina, foi demonstrada a eficicia de um marcador genético da
atividade da lisozima na identificacdo da resisténcia das vacas a mastite, bem como o
melhoramento da atividade da lisozima do leite (STEINHOFF, 1995). Este pesquisador

elaborou o c6digo genético da lisozima com 1530 pares basicos.

Embora a lisozima nf@o esteja normalmente presente na urina, ela aparece em
quantidades substanciais durante infec¢des do trato urinério, além do abundante nimero de
leucécitos. Ela é excretada em enormes quantidades na urina de pacientes com monocitose
e leucemia monomielocitica (WEISER et al., 1969). Niveis extremamente altos de lisozima
também sdo encontrados nos lisossomos dos macréfagos alveolares de coelhos e homens
tuberculosos. A lisozima provavelmente contribui para a atividade tuberculostitica dos
tecidos granulomatosos dos pulmdes tuberculosos (WEISER et al., 1969; FREEDMAN e
GOLD, 1976).

E produzida principalmente pela célula mondcito-macréfago e, parcialmente, pelos
granuldcitos, onde permanece na bagagem enzimatica destas células até ser secretada nos
variados liquidos orgénicos (soro, ldgrima, saliva, mucos) (OSSERMAN e LAWLOR,
1966; AMBROGI, 1986). E considerada um marcador enzimatico especifico da linhagem

monocitaria. Ela € produzida, também, por certos virus bacterianos para assegurar a sua
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liberagdo da bactéria hospedeira, um passo essencial no ciclo da infec¢do viral

(LEHNINGER, 1995).

E um elemento fundamental, juntamente com o complemento, no sistema de defesa
antibacteriano especifico e ndo especifico, o que possibilita sua concentracdo no soro ser
um indice de bom funcionamento do sistema imunitirio em geral, e em particular das

c€lulas da linha monocitaria (AMBROGI, 1986).

A lisozima possui um papel antiinfeccioso, isto €, atua na defesa contra algumas
infec¢bes. Microrganismos saprofitos, como o M. lysodeikticus e a Sarcina litea, sdo 0s
que mais sensiveis se tem mostrado a acdo da lisozima. Embora necessitando de maiores
esclarecimentos cientificos sobre o papel da lisozima nos processos infecciosos, sio
observadas variagGes do teor da enzima em diferentes condi¢des patoldgicas, nas secregdes
normais,ou nas provenientes de inflamacao (alergia), o teor de lisozima é baixo ou nulo, ao
passo que titulos elevados sdo encontrados em vdrios processos infecciosos, como

infeccdes oculares, rinites, sinusites, e ginecopatias (BIER, 1984).

3.2.4 Acdo da Lisozima no Sistema Imunolégico

A lisozima contribui significativamente com a imunidade natural ao promover um
mecanismo imune operacional nas superficies, nos tecidos e dentro de células fagociticas

(FREEDMAN e GOLD, 1976).

Embora os mamiferos possuam uma variacdo extensa de mecanismos de defesa
dentro dos tecidos, é nas suas superficies que os microrganismos invasores sio
primeiramente encontrados e fortemente repelidos ou destruidos, na chamada “imunidade
nas superficies corpdéreas” da qual a lisozima faz parte. Reconhece-se a pele como a mais
6bvia dessas superficies, todavia ela representa somente uma pequena fragdo da drea do
corpo exposta ao exterior. A concentragdo de lisozima nas membranas mucosas do
intestino e do trato respiratério sdo pelo menos 100 vezes maiores. Essas superficies sido
definidas por uma variedade de mecanismos protetores tanto imunoldgicos quanto ndo

imunolégicos, onde em alguns deles a lisozima presente nos fluidos participa intensamente

(TIZARD, 2002).
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Os principais mecanismos protetores de superficie ndo imunoldgicos dos quais a

lisozima participa (WEISER et al., 1969; LEHNINGER, 1995; TIZARD, 2002):

= Olhos — lagrimas;

» Glandula mamaria — ndo lactantes (tampdo de ceratina no orificio da teta) e lactantes
(lavagem do leite e o proprio leite);

= Sistema Respiratério — filtro de turbuléncia, muco, cilios, tosse;

= Sistema Urindrio — A¢@o de lavagem e pH baixo;

= Sistema Digestivo — saliva, vomito, pH gastrico, muco, fluxo de fluido, lisozima,

enzimas proteoliticas, diarréia, condi¢des anaerdbicas, flora normal.

No sistema digestivo a lisozima é sintetizada na mucosa gastrica e nos macréfagos
da mucosa intestinal, sendo, por isso, encontrada em grande quantidade no fluido
intestinal. As células de Paneth secretam lisozima e peptideos chamados de criptidinas

(TIZARD, 2002).

Também estd presente no leite, juntamente com o complemento, a lactoferrina e a
lactoperoxidase, formando inibidores bacterianos chamados lacteninas (TIZARD, 2002).
Estd presente nas lagrimas em altas concentragdes, presumivelmente como uma defesa

contra as infec¢des bacterianas do olho (LEHNINGER, 1995).

As paredes do trato respiratério superior sdo recobertas por uma camada de muco
pegajoso produzida pelas células caliciformes. O muco possui propriedades anti-sépticas
através de seu teor de lisozima e de IgA (TIZARD, 2002). Como se sabe, ela pode estar
presente na urina devido a processos patoldgicos, como por exemplo, durante infec¢des do

trato urinario (WEISER et al., 1969).

Embora os imunologistas déem mais ten¢c@o as respostas imunitdrias especificas,
deve ser enfatizado que estas respostas representam somente uma por¢do das defesas
disponiveis pelo organismo animal. Na realidade, trés tipos gerais de mecanismos de
resisténcia bacteriana podem ser identificados: o primeiro tipo é a resisténcia como
resultado da ndo suscetibilidade da espécie, servindo como exemplo a B. abortus que é
incapaz de infectar galinhas; o segundo tipo de protec@o é devido a presenca de substincias
inibidoras nio imunoldgicas; e o terceiro ¢ mediado por respostas imunitarias especificas

(TIZARD, 2002).
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A lisozima é uma das substincias inibidoras nido imunoldgicas que atuam na
resisténcia bacteriana inespecifica. Observam-se evidéncias da capacidade dos tecidos
animais em desestimular uma invasdo bacteriana, a exemplo do que acontece nos
ferimentos menores onde as infec¢des bacterianas nem sempre ocorre. Uma parte dessa
resisténcia se deve a presenca de moléculas antibacterianas nos tecidos, com a mais
importante delas sendo justamente a lisozima. Embora muitas das bactérias mortas pela
lisozima sejam ndo patogénicas, poder-se-ia destacar razoavelmente que essa
suscetibilidade responderia por sua falta de patogenicidade. A lisozima é encontrada em
altas concentracdes nos lisossomos dos neutréfilos e, assim, se acumula nas areas de
inflamacdo aguda, incluindo os locais de invasdo bacteriana. O pH ideal para a atividade
lisozimica, embora seja um pouco baixo (pH de 3 a 6), é facilmente obtido nos locais
inflamatoérios, bem como dentro dos fagossomos. A lisozima também € uma opsonina

potente, facilitando a fagocitose na auséncia de anticorpos especificos e sob condi¢des nas

quais a sua atividade enzimdtica possa ser ineficaz (TIZARD, 2002).

7z

Sozinha, a lisozima ¢ bactericida para muitas bactérias gram-positivas,
especialmente as consideradas ndo patogé€nicas. Contra bactérias gram-negativas é ativa
apenas para uma pequena extensdo, todavia, € relativamente inativa para a maioria delas,
pois a rigida porcdo mucopeptidica da parede celular dessas bactérias é protegida da acgdo
da lisozima pelo material da camada externa, que ¢ uma larga camada lipoprotéica
(lipopolissacarideos) (WEISER et al., 1969; FREEDMAN e GOLD, 1976; AMBROG]I,
1986). Como se observa, a lisozima é um componente fundamental no sistema de defesa

antibacteriano inespecifico e especifico, juntamente com o complemento. (AMBROGI,

1986; TIZARD, 2002).

A atuacdo da lisozima, juntamente com o complemento, é um elemento importante
na resisténcia bacteriana especifica (imunidade especifica as bactérias) (AMBROGI,
1986), tornando-a capaz de destruir algumas bactérias gram-negativas, ji que sua acdo

bacteriolitica terd sua poténcia melhorada (FREEDMAN e GOLD, 1976; TIZARD, 2002).

A morte das bactérias através dos anticorpos, do complemento e da lisozima € parte
integrante do mecanismo béasico em que as respostas imunes especificas combatem as

infecgdes bacterianas (TIZARD, 2002).

Enquanto algumas bactérias sdo fagocitadas e destruidas pelos neutréfilos ou

macrdfagos, ou ambos, outras sdo mortas quando livres na circulagio. As bactérias podem
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ser destruidas por anticorpos e complemento ativado através do trajeto cldssico. Em
animais insensiveis, as bactérias sdo destruidas pelo complemento que age através do
trajeto alternativo. As paredes celulares bacterianas, que ndo possuem o 4cido sidlico,
inativam o Fator H e, conseqiientemente, permitem a producdo de C3-convertase
alternativa (C3bBbP). Como resultado, as bactérias sdo opsonizadas ou sdo lisadas. A
importancia desse trajeto € vista nas infeccdes micoplasmdticas bovinas, nas quais 0s
microrganismos patogénicos e ndo patogénicos podem ser diferenciados com base em sua

capacidade de ativar o trajeto alternativo (TIZARD, 2002).

A ativag@o do trajeto de complemento terminal leva ao desenvolvimento de um
complexo de ataque de membrana (CAM), que consiste de poli-C9. O CAM sozinho é
insuficiente para matar muitas bactérias gram-negativas. Uma vez inserido na membrana
bacteriana externa, no entanto, acredita-se que o CAM permita o acesso da lisozima, que

age na membrana bacteriana interna provocando uma lise bacteriana (TIZARD, 2002).

Em bovinos, publica¢des tém referido a participagio da lisozima nos mecanismos
de defesa da glindula mamadria, sendo suas principais acdes voltadas a lise bacteriana,
exercidas em um complexo mecanismo formado por vérios componentes imunolégicos
como os anticorpos, as imunoglobulinas (IgM e IgA), o complemento, entre outros

(GUIDRY, 1985; NICKERSON, 1985; SORDILLO et al., 1997; PEREIRA et al, 2000).

Em relagdo aos mecanismos de resisténcia antiviral, as defesas ndo imunoldgicas
influenciam o resultado de muitas infeccdes virais. A lisozima, por exemplo, é capaz de

destruir varios virus, assim como muitas das enzimas intestinais e bile (TIZARD, 2002).

3.2.5 Método para a Titulagdo da Lisozima

A maioria dos métodos descritos para a determinacdo da atividade da lisozima em
liquidos organicos tem limitagcdes importantes que se incluem: substratos dificeis de
encontrar no comércio, falta de sensibilidade, necessidade de padrdes puros nem sempre
disponiveis, instrumentos especializados e procedimentos trabalhosos (PESCE e

KAPLAN, 1990).

As técnicas mais aceitas para a determinacdo da atividade desta enzima s@o os

métodos turbimétrico e da lisoplaca de difusdo. Ambos sdo afetados por diversos fatores
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que devem ser controlados para obter resultados que possam servir como referéncia

(PESCE e KAPLAN, 1990).

A titulacdo da lisozima pode ser facilmente executada utilizando um microrganismo
particularmente sensivel a sua atividade litica, o Micrococcus lysodeikticus, com um
método de titulagdo em um meio de cultura (agarose). E utilizado no homem e em algumas

espécies animais (AMBROGI, 1986).

O método de imunodifusdo em placa de agarose foi desenvolvido para quantificar a
lisozima ativa em pequenas amostras (aproximadamente 25 pl) de soro, urina e de outros

fluidos biol6gicos (OSSERMAN e LAWLOR, 1966).

A imunodifusio consiste em um método de andlise imunoquimica de componentes
de uma mistura antigénica, em que os antigenos reagem com seus anticorpos no seio de um
meio gelatinoso, no qual se formam multiplas linhas de precipita¢des, que correspondem as

reacdes especificas de cada componente da mistura (BIER, 1984).

Duas modalidades técnicas sdo referendadas na literatura: imunodifusido dupla de
Ouchterlony (OSSERMAM e LAWLOR, 1966; MILLER e VAN DER MAATEN, 1975;
MILLER e VAN DER MAATEN, 1977; BIRGEL, 1982; BIER, 1984) e a radial simples
de Mancini (FAHEY e MCKELVEY, 1964; MANCINI et al., 1965).

A primeira consiste, fundamentalmente, na difusdo do antigeno e do anticorpo, um
ao encontro do outro, a partir de pogos ou cavidades eqiiidistantes perfurados em um meio
gelatinoso. E amplamente utilizada no campo da veterindria, sendo preconizada pela
Organizagdo Mundial de Satide Animal (OIE) para a identificacdo, nos rebanhos, de
animais portadores de anticorpos séricos especificos produzidos pelo organismo contra
agentes infecciosos causadores de vdrias doengas de importancia clinico-epidemioldgica,
como os Virus da Leucose Bovina (MILLER e VAN DER MAATEN, 1975;
MAMMERICKX et al. 1976, MILLER e VAN DER MAATEN, 1977; SHETTIGARA et
al., 1986; EVERMANN et al., 1987; MAMMERICKX et al., 1987; BIRGEL, 1982), da

artrite encefalite caprina (ABREU et al, 1998) e da anemia infecciosa eqiiina.

Diferentemente do método de Ouchterlony, que faz difundir o antigeno e o anti-
soro pelo meio gelatinoso a partir dos pogos perfurados separadamente, a imunodifusio
radial simples de Mancini caracteriza-se pela incorporacdo do anti-soro no préprio gel e
pela distribuicdo do antigeno, em diferentes dilui¢des, nos diversos pocos perfurados no

meio gelatinoso. Tém-se a expectativa, apds certo tempo de difusdo, varidvel em fun¢do do
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peso molecular do antigeno, que sejam formados “halos de precipitacdo” limitados por um
anel periférico ou “zona de equivaléncia”, cujo didmetro elevado ao quadrado corresponde,
proporcionalmente, a concentracio do antigeno (OMS, 1968; BIER, 1984; TIZARD,
2002). A 4area de um halo estd diretamente relacionada com a quantidade de antigeno
adicionado ao poco. Se a técnica € inicialmente padronizada usando-se quantidades
conhecidas de antigeno, entdo uma curva padrdo pode ser construida e pode se ensaiar com
precisdo solucdes desconhecidas de antigeno. Um teste de imunodifusdo radial reverso

empregando dgar impregnado de antigeno tem sido usado com sucesso para dosagem de

anticorpos contra Myciplasma mycoides e alguns outros organismos (TIZARD, 2002).

O método de Mancini tem sua principal aplicacdo na titulacdo das imunoglobulinas
IgA, IgG e IgM (FAHEY e MCKELVEY, 1964; MANCINI et al., 1965; OMS, 1968). E
utilizado, também, em ensaios experimentais relativos a dosagem de enzimas e de outros
componentes protéicos que participam da atividade bactericida do soro (DORN et al.,
1980), como a lisozima (AMBROGI, 1986), com o objetivo de avaliar a eficiéncia da

resposta imunoldgica inespecifica do organismo.

3.2.6  Aplicabilidade da Lisozima

O aspecto de maior relevancia nesta pesquisa permeia pela necessidade de
aprofundar os conhecimentos sobre a imunologia clinica das espécies ruminantes em
diferentes situacdes fisiopatoldgicas. Um exemplo disso refere-se a Leucose Enzodtica dos
Bovinos (LEB), caracterizada pela evolug@o cronica e grande infectividade (MELO, 1999;

BLOOD, 1991).

Garcia et al. (2005), em pesquisa realizada visando determinar a eficiéncia na
dosagem de lisozima como indicador de imunidade em bovinos sugerem que novos
trabalhos devam ser realizados para que tal parametro seja utilizado como indicador

biolégico da imunidade nos animais.

Necessario se faz impulsionar estudos avaliativos do potencial imunodepressor de
determinadas doencas. O Virus da Leucose Bovina (VLB) serve de exemplo, pois exerce
uma provavel interferéncia na integridade do estado imunitdrio dos bovinos infectados,
fato que nos leva a direcionar investigagdes ao estudo preliminar de alguns pardmetros

imunolégicos, com a proposicdo de apresentar resultados que possam revelar significancia
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entre bovinos leiteiros portadores de anticorpos especificos anti-VLB utilizando um
sistema imunossoroldgico pratico e exeqiiivel, constituido de técnicas fundamentadas no
método da imunodifusdo, para avaliagdo “in vitro” da funcionalidade do sistema
imunitdrio dos bovinos. Um desses parametros imunoldgicos € exatamente a titulacdo da

lisozima (AMBROGI, 1986).
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EXPERIMENTO I
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S EXPERIMENTO1I

5.1 SOROPREVALENCIA E FATORES DE RISCO DA INFECCAO
PELO VIRUS DA LEUCOSE DOS BOVINOS EM REBANHOS
LEITEIROS DA REGIAO NORTE DO ESTADO DO TOCANTINS,
BRASIL

5.1.1 RESUMO

Leucose Enzodtica dos Bovinos (LEB) é uma retrovirose cosmopolita, que se alastra
progressivamente pelos rebanhos determinando grandes prejuizos a bovinocultura
nacional. O objetivo com a realizacdo deste estudo foi determinar a soroprevaléncia da
LEB e investigar os fatores de risco associados a infec¢do em rebanhos leiteiros criados na
Regido Norte do Estado do Tocantins. Para isso, 881 amostras séricas, colhidas de 38
rebanhos leiteiros de 15 municipios do norte do Estado do Tocantins, foram examinadas
pelo teste da Imunodifusdo Radial Dupla de Ouchterlony em gel de Agar (IDGA-LEB)
para deteccdo de anticorpos especificos anti-VLB. O teste de IDGA-LEB realizado em 881
amostras de bovinos leiteiros resultou em uma prevaléncia globalizada de 37% (326/881),
com intervalo entre 32,8% a 41,2%. Entre os fatores de risco analisados, o estado
nutricional dos rebanhos e o tipo de ordenha praticado nas propriedades mantiveram
associacdo significante (p<0,05) com a prevaléncia da LEB. A soropositividade observada
na ampla maioria dos rebanhos examinados (94,7% - 36/38), evidenciando o alastramento
expressivo da LEB, sugere a conexdo de sua génese com a expansdo da bovinocultura

leiteira no Norte do Estado do Tocantins.

Palavras-chave: Leucose Enzootica, Virus, Prevaléncia, Imunodifusdo, Bovino.
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5.1.2 SEROPREVALENCE AND RISK FACTORS OF THE
INFECTION BY THE BOVINE LEUKOSIS VIRUS IN DAIRY HERDS
IN THE NORTH OF TOCANTINS STATE, BRAZIL

5.1.3 ABSTRACT

Bovine Enzootic Leukemia (BEL) is a cosmopolitan retrovirus that progressively spread in
herds causing great damage to the national bovine culture. The objective with the
development of this study was to determine the seroprevalence of the BEL and to research
into the risk factors associated to the infection. For this purpose, 881 serum samples,
collected from 38 dairy herds raised in the North Region of Tocantins State, were
examined by the test agar gel Immunodiffusion test (AGID-LEB) for detection of antibody
specific anti- BLV. The test of AGID-LEB made in 881 samples of dairy herds resulted in
a global prevalence of 37% (326/881), with intervals of 32.8% to 41.2%. Among the
analyzed risk factors, the nutritional score of the herds and the kind of milking used in the
properties kept significance (p<0,05) with the prevalence of BEL. The seropositivity
observed in the majority of the examined herds, exhibiting the expressive spreading of the
BEL, suggests the connection of its genesis with the spread of the dairy bovineculture in

the North of Tocantins State.

Key words: Leukosis Enzootic, Prevalence, Retrovirus, Inmunodiffusion, Bovine

5.1.4 INTRODUCAO

O Estado do Tocantins tem a pecudria como atividade predominante, possuindo um
efetivo bovino de 7. 961.926 cabecas, o segundo maior da Regido Norte do Brasil, com
uma evolucdo média de 3,93% ao ano. Tém-se verificado uma expansdo significativa na
producgdo leiteira do Estado, praticamente dobrando de 1990 (106 milhdes de litros) a 2004
(215 milhoes de litros), com o crescimento de mais de 40% de vacas ordenhadas no
periodo de 1996 (306.960) a 2003 (435.006). A expansdo qualificada deste importante

setor produtivo para a economia do Estado do Tocantins se deve, certamente, as condigdes
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climéticas, técnicas e estruturais favordveis ao desenvolvimento da pecudria leiteira,
resultando em um efetivo bovino de melhor qualidade genética e eficiéncia produtiva
(BRASIL, 2006).

No ambito das enfermidades que trazem prejuizos a bovinocultura, destacamos a
Leucose Enzodtica dos Bovinos (LEB), que € uma doenga cosmopolita, infecto-contagiosa,
de evolucdo cronica, causada por um retrovirus exdgeno linfotropico B. O Virus da
Leucose Bovina (VLB) compromete primariamente o sistema linféide dos bovinos
infectados e determina processos desorganizativos de tecidos e 6rgdos, especialmente
linfonodos, promovendo, por leucemizacdo, a formagdo progressiva de linfossarcomas
(INTERNATIONAL COMITTEE ON BOVINE LEUCOSIS, 1968; JAIN, 1993).

A LEB ¢ de significativa importincia econdmica, pois seus impactos financeiros em
rebanhos leiteiros comerciais tém sido sempre descritos na literatura (THURMOND, 1987;
POLLARI et al., 1993; BIRGEL et al., 1994; MELO, 1999; CARNEIRO et al., 2003). Os
efeitos da infeccdo pelo VLB tém sido estudados especialmente, no gado leiteiro, cuja
performance reprodutiva é comprometida pela queda na producdo de leite e intervalos
interpartos maiores (D’ANGELINO, 1992; DA et al., 1993; JACOBS et al., 1995). As
perdas incluem, ainda, gastos com tratamentos e diagndstico, reducdo da capacidade
produtiva, mortes, reposicdo de animais, condenacdo de carcagas e impossibilidade de

exportagdo dos mesmos. (DA et al., 1993; CARNEIRO et al., 2003; TOSTES, 2005).

Origindria da Europa, a LEB teve seu primeiro caso clinico reportado por Leisering,
em 1861 (STOBER, 1970; OLSON e MILLER, 1987). Posteriormente, difundiu-se para
outros continentes através da introducdo de animais europeus infectados (OLSON e
MILLER, 1987; CASTRO et al., 1988).

O isolamento mundial do VLB ocorreu pela primeira vez nos E.U.A, em cultura
celular de linfécitos bovinos, por Miller et al. (1969). No Brasil, seu isolamento pioneiro
foi realizado por Angelo et al. (1995) em cultura primaria de fibroblastos provenientes de
prepucios humanos, a partir de linfécitos de bovinos soro-reagentes ao antigeno
glicoprotéico do VLB.

A introducgdo da LEB no Brasil € atribuida as importagdes de animais soropositivos
oriundos da América do Norte e Europa, principalmente, para produtores de leite das
regides do Sul e Sudeste, se disseminando por todo o pais como conseqiiéncia do intenso
trinsito de animais entre os Estados (KANTEK et al.,, 1982; ABREU et al., 1994;
MORAES et al., 1996).
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Levantamentos soroepidemioldgicos realizados por diversos pesquisadores tém
demonstrando o avango da LEB e sua ampla disseminagdo nos rebanhos bovinos
brasileiros (Quadro 1). A prevaléncia globalizada no pafs, com base na literatura
compulsada, pode ser estimada em 23,7% (7.862/33), ocorrendo numa magnitude maior na
regido Sudeste, com taxa em torno de 39,8% (4.821/12.110). A LEB Encontra-se
amplamente distribuida, de forma significativa e crescente, nas regides Centro-Oeste

(23,9%), Sul (14,18% - 2.053/14.476) e Nordeste (13,86% - 756/5.454).

Quadro 1 — Taxas de Prevaléncias de bovinos sororreagentes aos antigenos do VLB determinadas pelo
teste de IDGA, distribuidas segundo Regides e Estados do Brasil, de acordo com autor e
ano. Recife — 2007.

Pesquisadores | ANO | Estados | PREVALENCIA (%)
Regiao Sudeste
Alencar Filho 1978 Sio Paulo 60,0
Alencar Filho et al. 1979 Sao Paulo 35,6
Lima et al. 1980 Sio Paulo 33,0
Birgel et al. 1988a Sio Paulo 52,6
Birgel et al. 1988b Séo Paulo 449
Birgel Juinior et al. 1990 Sio Paulo 453
D’Angelino 1991 Sio Paulo 52,5
Birgel et al. 1991 Sio Paulo 429
Birgel et al. 1994 Sio Paulo 4,1
Birgel Junior et al. 1995 Sao Paulo 49,2
Birgel et al. 1996 Sio Paulo 114
Samara et al. 1997 Sio Paulo 29,8%
D’Angelino et al. 1998 Sao Paulo 54,0
Melo 1999 Sio Paulo 46,4
Romero e Rowe 1981 Rio de Janeiro 53,3
Cunha et al. 1982 Rio de Janeiro 27,0
Leite et al. 1980 Minas Gerais 70,9
Modena 1981 Minas Gerais 70,9
Modena et al. 1983 Minas Gerais 12,5
Modena et al. 1984 Minas Gerais 26,7
Leite et al. 1984 Minas Gerais 1,7
Santos et al. 1985 Minas Gerais 284
Castro 1988 Minas Gerais 23,0
Camargos et al. 2002 Minas Gerais 38,7
Regifio Sul
Kantek et al. 1982 Parana 18,3
Kantek et al. 1983 Parana 20,7
Carvalho 1994 Parana 7,0
Scarci et al. 1980 Rio Grande do Sul 19,0
Gomes et al. 1985 Rio Grande do Sul 32,6
Flores et al. 1988 Rio Grande do Sul 14,2
Flores et al. 1990 Rio Grande do Sul 20,6
Moraes et al. 1996 Rio Grande do Sul 9,2
Regido Nordeste
Téavora 1990 Bahia 16,1
Melo 1991 Pernambuco 15,1
Abreu 1994 Ceard 10,5
Melo et al. 1997 Sergipe 8,8
Simdes 1998 Paraiba 8.3
Birgel et al. 1999 Alagoas 10,6
Simdes et al. 2001 Rio Grande do Norte 5,1
Silva 2001 Piaui 16,9
Tendrio 2003 Pernambuco 16,0
Mendes 2002 Pernambuco 14,7
Regido Norte
Abreu et al. 1990 Acre 9,7
Abreu et al. 1990 Rondonia 23,0
Molnér et al. 1999 Para 26,0
Carneiro 2003 Amazonas 9,6
Regiao Centro-Oeste
Andrade e Almeida 1991 Goids 13,2-36,5

Camargos et al. 2000 Mato Grosso do Sul 22,0
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Na Regido Norte estima-se uma prevaléncia proxima a 17%, sendo relatada
sorologicamente nos Estados do Acre (9,7%) e Ronddnia (23%) (ABREU et al., 1990),
Para (26%) (MOLNAR et al., 1999) e Amazonas (9,6%) (CARNEIRO et al., 2003). Em

Tocantins, até a realizacdo deste estudo, ndo se havia registrado a LEB.

O desconhecimento da enfermidade pelos criadores e a auséncia de uma politica
sanitdria rigorosa contribui para sua disseminagdo pelos rebanhos brasileiros, uma vez que
ndo € exigido o exame da LEB para compra e venda de animais, incluindo participa¢do em
feiras e exposicgdes, tdo pouco se faz o controle sistemdtico nas propriedades (MELO et al.,

2001; MENDES, 2002; TENORIO, 2003; DEL FAVA e PITUCO 2004).

Diante do exposto, a realizacdo deste estudo teve como objetivo determinar a
soroprevaléncia da LEB e investigar os fatores de risco associados a infeccao em rebanhos

leiteiros criados na Regido Norte do Estado do Tocantins.

5.1.5 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em rebanhos criados na Microrregido de Araguaina,
localizado na mesorregido Ocidental do Tocantins situado no norte do Estado do
Tocantins. Possui uma drea de 26.493 km?, com predominancia de clima tropical (IBGE,
2006) O Estado possui uma populagdo de 1.262.644 habitantes e uma area de 277.620
Km?; (TOCANTINS, 2005). O experimento envolveu 15 municipios dos 17 que
constituem a microrregido: Aragominas, Araguaina, Arapoéma, Babaculandia,
Bandeirantes, Colinas, Filadélfia, Muricilandia, Nova Olinda, Palmeirante, Pau D’ Arco,

Piraqué, Santa Fé do Araguaia, Wanderlandia e Xambioa (Figuras 1 e 2).

Os municipios possuem sua economia baseada em atividades agropecudrias, onde
predomina a tradicional pecudria extensiva de gado de corte, concentrada em médios e
grandes produtores, e a dindmica e em expansdo pecudria leiteira, por sua vez concentrada

em pequenos e médios produtores.

As propriedades de exploracdo leiteira envolvidas neste estudo encontravam-se
submetidas a praticas de manejos semelhantes, onde os rebanhos eram criados de forma
semi-intensiva, sendo realizada ordenha manual ou mecanica, a maior parte deles com

limitados recursos técnicos e intensa rotatividade de animais.
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Na determinag@o do niimero de amostras a serem testadas e da prevaléncia da LEB
foram usados ensaios de amostragem relacionados ao estudo de prevaléncia de
enfermidades infecciosas cronicas preconizados por Astudillo, (1979), em funcdo de
alguns critérios epidemioldgicos, como tipo de exploracdo, categoria animal e a drea
geogréfica:

a) Numero minimo de amostras:

n'= p(100-p)g’
(po/100)>

Onde: p = prevaléncia esperada da LEB; g = fator determinante do grau de confianca

(1,962 = 4) e o0 = margem de erro admissivel. Desta forma, n’ = 868 amostras.

Como a populagido de bovinos nos municipios da microrregido de Araguaina nio é
homogénea foi utilizada para cdlculo do numero de rebanhos por municipio, amostra
estratificada de tamanho proporcional ao efetivo bovino existente em cada municipio por
favorecer uma amostra mais representativa da populacdo (Reis, 2003).

Com base em resultados regionais (ABREU et al. 1990; MOLNAR et al., 1999;
CARNEIRO et al, 2003) foi definido 17% como prevaléncia esperada para a LEB,
admitindo-se uma margem de erro de 15%, com um grau de confianca de 95%. A
prevaléncia da LEB, globalizada e por rebanho, foi estabelecida pela férmula:

b) Prevaléncia da LEB:

p= e 100%
n’(ou n)

Onde: nr = nimero de amostras que reagiram positivamente; n’ = nimero total de bovinos

testados dos rebanhos; n = nimero de bovinos testados no rebanho

Com o objetivo de melhor caracterizar a magnitude da infec¢do por VLB, as taxas de
prevaléncia estabelecidas em cada rebanho foram classificadas e agrupadas em baixa (até
10%), média (entre 11 e 30%) e alta (maior do que 30%), conforme critérios preconizados

por Shettigara et al., (1986).

Foram colhidas no periodo de fevereiro a junho de 2006, amostras sanguineas de 881

vacas, criadas em 38 rebanhos sendo uma média de 20 animais por propriedade, com
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predominancia racial resultante do cruzamento de animais de racas européias (Holandesa)
com ragas zebuinas (Gir), com idade igual ou superior a 24 meses, em lactacdo e mais de

30 dias de paridas.

As amostras de sangue foram colhidas e processadas por meio de técnicas
convencionais (BIRGEL. et al.,, 1982; GARCIA-NAVARRO e PACHALY, 1994) e
aliquotas do soro obtido foram identificadas e acondicionadas em tubos eppendorfs, sendo
mantidas sob refrigeracdo a —20°C até a efetiva realizacdo do exame sorolégico no
Laboratdrio de Pesquisa em Clinica de Grandes Animais, do Departamento de Medicina

Veterinaria da UFRPE.

As amostras séricas foram examinadas pela Imunodifusio Radial Dupla de
Ouchterlony — IDGA-LEB (MILLER e VAN DER MAATEN, 1975; MILLER e VAN
DER MAATEN, 1977; BIRGEL et al., 1982), utilizando-se um antigeno glicoprotéico (gp
51), extraido do envelope do virus da leucose bovina e produzido pelo Instituto de
Tecnologia do Parand - TECPAR'. A leitura foi realizada 72 horas apds a montagem do

sistema (Anexo 2).

Os fatores de risco e sua provavel conex@o clinico-epidemioldgica com a infecgdo
pelo VLB foram analisados a partir da aplicacdo de um questiondrio investigativo,
versando sobre as seguintes varidveis: tipo de exploragéo, procedéncia dos animais, estado
nutricional, manejo alimentar, assisténcia veterindria e tipo de ordenha.

Os célculos estatisticos foram obtidos através do programa SAS (Statistical Analysis
System), na versdo 8.0, sendo os testes realizados com uma margem de erro de 5,0%.
Nesta andlise foram obtidas as distribui¢cdes absolutas e percentuais uni e bivariadas
(Técnicas de estatistica descritiva) e utilizou-se o teste Qui-quadrado de Pearson ou,
quando as condicdes para isso ndo foram possiveis, o teste Exato de Fisher, incluindo o
valor do Odds Ratio (OR) e um intervalo de confianca para este pardmetro (ALTMAN e
HALL, 1991; ZAR, 1999).

" TECPAR - Lote: 002/05
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5.1.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.6.1 Relacionados a prevaléncia da Infec¢ao pelo VLB

O teste de IDGA-LEB realizado em 881 amostras de bovinos leiteiros resultou em
uma prevaléncia globalizada de 37% (326/881), depositando neste resultado 95% de
confianga, uma vez que, pela técnica de intervalo, a prevaléncia da LEB na populacdo da

qual a amostra foi extraida era estimada entre 32,8% a 41,2% (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados de soroprevaléncia obtidos pelo teste da Imunodifusido Radial Dupla de Ouchterlony
em gel de Agar IDGA-LEB), segundo os rebanhos leiteiros na Microrregido de Araguaina TO,

2006.
Rebanho VLB positivos VLB negativos total
Examinado N % N % N %
R1 10 52,6 9 474 19 100,0
R2 9 29,0 22 71,0 31 100,0
R3 27 32,1 57 67,9 84 100,0
R4 20 25,6 58 74,4 78 100,0
RS 11 57,9 8 42,1 19 100,0
R6 9 50,0 9 50,0 18 100,0
R7 5 33,3 10 66,7 15 100,0
R8 5 25,0 15 75,0 20 100,0
R9 13 65,0 7 35,0 20 100,0
R10 10 50,0 10 50,0 20 100,0
RI1 8 40,0 12 60,0 20 100,0
RI12 6 30,0 14 70,0 20 100,0
R13 7 38,9 11 61,1 18 100,0
R14 12 54,5 10 45,5 22 100,0
R15 7 35,0 13 65,0 20 100,0
R16 4 16,0 21 84,0 25 100,0
R17 11 57,9 8 42,1 19 100,0
R18 9 42,9 12 57,1 21 100,0
R19 12 60,0 8 40,0 20 100,0
R20 0 0,0 20 100,0 20 100,0
R21 11 55,0 9 45,0 20 100,0
R22 9 45,0 11 55,0 20 100,0
R23 4 23,5 13 76,5 17 100,0
R24 8 40,0 12 60,0 20 100,0
R25 9 47,4 10 52,6 19 100,0
R26 8 40,0 12 60,0 20 100,0
R27 3 15,0 17 85,0 20 100,0
R28 6 30,0 14 70,0 20 100,0
R29 10 58,8 7 41,2 17 100,0
R30 7 35,0 13 65,0 20 100,0
R31 8 42,1 11 57,9 19 100,0
R32 8 40,0 12 60,0 20 100,0
R33 7 35,0 13 65,0 20 100,0
R34 3 15,0 17 85,0 20 100,0
R35 0 0,0 20 100,0 20 100,0
R36 15 75,0 5 25,0 20 100,0
R37 7 35,0 13 65,0 20 100,0
R38 8 40,0 12 60,0 20 100,0
Total 326 37,0 555 63,0 881 100,0
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Em relacdo a outros estados da Regido Norte do Brasil, preservadas as peculiaridades
de cada ensaio soroepidemioldgico realizado, com énfase a populacdo referencial, o
Tocantins registra a maior taxa de prevaléncia para LEB, comparativamente as
estabelecidas no Acre (9,7%) por Abreu et al. (1990), no Amazonas (9,6%) por Carneiro et
al. (2003), no Par4 (26,0%) por Molnir et al. (1999) e em Rondodnia (23%) por Abreu et al.
(1990).

Essa soropositividade (37%) foi compativel com as médias obtidas para as regides
Sudeste (39,8%) e Centro-Oeste (23,9%), com destaque para inquéritos soroldgicos
realizados em Sao Paulo, Minas Gerais e Goids, cujas taxas de prevaléncia foram 35,6 %
(ALENCAR FILHO et al., 1979), 38,7% (CAMARGOS et al.,, 2002) e 36,5 %
(ANDRADE e ALMEIDA, 1991), respectivamente.

A génese da LEB nos rebanhos do Norte do Estado de Tocantins pode estar
associada a expansdo desenfreada por que passa a bovinocultura leiteira nesta regido do
Estado. Trata-se de uma demanda que tem exigido a rdpida reformulagdo dos rebanhos,
com a incorporacdo de reprodutores e/ou matrizes geneticamente qualificados e mais
produtivos, de racas européias, principalmente a Holandesa. Todavia, a introducgdo
negligente desses animais nos rebanhos, geralmente advindos de outros estados das regides
Norte (Pard), Centro-Oeste (Goids) e Sudeste (S3o Paulo e Minas Gerais), sem a
observancia de critérios rigidos de sanidade, cria condi¢des favordveis para a difusdo da

infecgdo pelo VLB.

A soropositividade observada na ampla maioria dos rebanhos examinados neste
estudo (94,7% - 36/38), com taxas expressivas da prevaléncia como 25,6% (20/78), 32,1%
(27/84), 57,1% (9/21) e 65% (13/20), demonstrou que a LEB encontra-se disseminada na
populacdo examinada. Uma vez introduzida, a infec¢do pelo VLB pode ter se disseminado
nos rebanhos examinados devido & homogeneidade do sistema de producdo regional,
caracterizado pelo intenso fluxo de animais, desconhecimento da doenga pelos produtores,
assisténcia médico-veterindria deficiente, além dos efeitos negativos advindos da pouca
estrutura de 6rgdos oficiais competentes envolvidos com a sanidade animal, ndo havendo
estratégia adequada para o controle e erradicacio desta insidiosa retrovirose, que tanto
interfere negativamente na produtividade dos rebanhos. (GOMES et al., 1985; BIRGEL et
al., 1988b; BIRGEL JUNIOR et al., 1990; D’ANGELINO, 1991; MELO, 1999).Trata-se,

por conseguinte, de um contexto clinico-epidemiolégico potencialmente critico, precursor
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do alastramento incontroldvel da LEB, principalmente porque ndo se tém implementado

medidas voltadas ao combate dessa retrovirose na regido estudada.

E imperiosa, pois, a avaliacdo da dindmica da infec¢dio na regido estudada, com vistas
a implementacdo de efetivas e rigorosas medidas sanitdrias para o controle estratégico da
LEB. Neste sentido, os critérios preconizados por Shettigara et al. (1986) permitiram
avaliar que a maioria dos rebanhos (94% - 36/38) que apresentaram taxas de prevaléncia,
foram classificados como média (15,8% - 6/38) e alta (78,9% - 30/38), sendo observado
que em apenas dois deles (5,3%) ndo havia bovinos portadores de anticorpos anti-VLB
(Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo das freqiiéncias de prevaléncia de bovinos sororreagentes ao teste da Imunodifusdo
Radial Dupla de Ouchterlony em gel de Agar (IDGA-LEB), segundo a intensidade das taxas de
prevaléncia nos rebanhos estudados na Microrregido de Araguaina-TO, 2006

Intensidade de Prevaléncia’ Freqiiéncia (%)
Baixa (0 - 10 %) 2(5,3)
Média (10 - 30 %) 6 (15,8)
Alta (> 30 %) 30 (78.,9)

Total 38 (100)

'Shettigara et al., 1986.

Em relacdo aos municipios e as correspondentes taxas de prevaléncia da LEB,
obtiveram-se taxas que variaram de 16,6% (10/60) a 75% (15/20), respectivamente nos

municipios de Santa Fé do Araguaia e Wanderlandia (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores absolutos e relativos obtidos pelo teste da Imunodifusdao Radial Dupla de Ouchterlony
em gel de Agar IDGA-LEB), distribuidos por municipio na Microrregido de Araguaina TO, 2006

Municipio N° Nimero Amostras Examinadas
rebanhos de VLB positivos VLB negativos
Amostras N % N %
Araguaina 7 264 91 34,0 173 65,5
Aragominas 2 40 18 45,0 22 55,0
Arapoéma 4 78 31 39,7 47 60,3
Babaculandia 3 67 23 34,3 44 65,7
Bandeirantes 4 80 32 40,0 48 60,0
Colinas do Tocantins 3 57 23 40,3 34 59,7
Filadélfia 2 39 17 43,5 22 56,5
Muricilandia 2 40 11 27,5 29 72,5
Nova Olinda 1 20 6 30,0 14 70,0
Palmeirante 1 17 10 58,0 7 42,0
Pau D" Arco 2 39 15 38,4 24 61,6
Piraqué 1 20 8 40,0 12 60,0
Santa Fé do Araguaia 4 60 10 16,6 50 83,4
Wanderlandia 1 20 15 75,0 5 25,0
Xambiod 2 40 15 37,5 25 62,5
Total 38 881 326 37,0% 557 63,0%
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5.1.6.2 Relacionados aos Fatores de Risco

Observando-se fatores que colocavam em risco a saide dos rebanhos examinados
percebeu-se que apenas o estado nutricional dos rebanhos e tipo de ordenha praticado nas
propriedades (Tabela 4) manteve associacdo significante com a prevaléncia da LEB.

Em relagdo ao estado nutricional, observou-se que a prevaléncia da LEB foi 7,3%
mais elevada nas propriedades que tinham animais em estado bom do que nas que
possuiam animais em estado nutricional regular (39,9% x 32,6%), sendo observada

associacdo significante a 5,0% (p < 0,05 e o intervalo para OR exclui o valor 1,00).

Quanto ao tipo de ordenha, observou-se que a prevaléncia da LEB foi bem mais
elevada nos animais de propriedades onde se praticava ordenha mecanica (54,0%)
comparativamente as que implementavam ordenha manual (36,3%) e a associacdo se
mostrou significante a 5,0% (p < 0,05, OR igual a 2,07 e intervalo para OR que nao inclui
o valor 1,00).

Considerando que a LEB encontra-se estreitamente associada ao manejo
implementado nas cria¢des, admite-se que o bom estado nutricional dos animais e a pratica
da ordenha mecanica representam aspectos relacionados a sofistica¢do tecnoldgica e maior
intensidade do manejo, fatores estes considerados de influéncia na génese da doenga. Além
disso, o bom estado corpdreo retarda o descarte de animais e potencializa, mediante a
evolucdo cronica da LEB, as condi¢des favordveis a transmissibilidade da doenca pela
grande infectividade do VLB e o convivio intimo e prolongado entre bovinos sadios e VLB

positivos (MILLER et al. 1969; BIRGEL et al., 1982; D’ANGELINO, 1991 ; MELO, 1999
SILVA, 2001)

Tabela 4 — Prevaléncia da leucose enzodtica dos bovinos nos rebanhos estudados segundo as varidveis o
estado nutricional e tipo de ordenha, na Microrregido de Araguaina-TO,2006

Variaveis Positivo Negativo Total OR e IC com 95,0%
Valor de p
Estado nutricional n % n % n % 1,37 (1,03 a 1,82)
regular 113 32,6 234 67,4 347 100,0 P'=0,0278" 1,00
bom 213 399 321 60,1 534 100,0
Total 326 37,0 555 63,0 881 100,0
Tipo de ordenha
Manual 306 363 538 63,7 844 100,0 p"=0,0282* 1,00
Mecanica 20 54,0 17 46,0 37 100,0 2,07 (1,07 a 4,01)
Total 326 37,0 555 63,0 881 100,0

(*) — Associagao significante ao nivel de 5.0%.
(1) — Através do teste Qui-quadrado de Pearson.
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Por outro lado, observou-se que os demais fatores analisados, incluindo assisténcia
veterindria, procedéncia dos animais, manejo alimentar e tipo de exploracdo (Tabela 5),
preservadas as peculiaridades de cada situag@o, ndo interferiram nas taxas de prevaléncia

ao nivel de significancia de 5%.

Entretanto, merece destaque o fato de que a prevaléncia da LEB foi 5,2% mais
elevada nas propriedades que mantinham assisténcia veterindria em relagdo as que ndo
mantinham, diferenga esta que ndo revelou associacdo significante entre as duas varidveis
(p > 0,05 e intervalo para OR que exclui o valor 1,00) (Tabela 5). Este achado, embora
caracterize-se apenas como uma tendéncia, pode estar associado a interven¢do humana,
incluindo médicos veterindrios e auxiliares envolvidos com a pecudria, cujos
procedimentos técnicos como palpagio retal para o controle ginecolégico eou obstétrico de
vacas, colheita de sangue e ou administracdo de medicamentos, atos cirdrgicos e medidas
de controle para Brucelose e Tuberculose, possibilitam a troca de sangue entre bovinos
sadios e VLB positivos, principalmente se ndo se obedecam normas sanitdrias adequadas
(FERRER et al., 1979; WILESMITH, 1980; EVERMANN et al., 1987; WENTINK et al.,
1993).

Tabela 5 — Prevaléncia da leucose enzodtica dos bovinos nos rebanhos estudados segundo as varidveis
assisténcia veterindria, procedéncia dos animais, manejo alimentar e tipo de exploracdo, na
Microrregido de Araguaina-TO, 2006

sl . Positivo Negativo TOTAL
Variaveis

Assisténcia n % n % n % Valordep  ORelIC com 95,0%

veterinaria
Sim 143 40,1 214 599 357 100,0 p=0,1214 125(0,94a 1,64)
Nio 183 34,9 341 65,1 524 1000 1,00
Total 326 37,0 555 63,0 881 100,0

Procedéncia dos
animais

Compra, exposicio/ 46 474 51 526 97 1000 p”=0,0720 1,66 (1,07 a2,57)
Leilao/etc.

Nasceram na 92 36,8 158 63,2 250 1000 1,07 (0,78 a 1,46)
propriedade
Compra e Nasceram 188 35,2 346 64,8 534 100,0 1,00
na propriedade
Total 326 37,0 555 63,0 881 100,0
Manejo alimentar
Pasto 243 358 435 642 678 1000 p"=0,1815 1,00
Pasto com 83 40,9 120 59,1 203 100,0 1,24 (0,90 a 1,71)
suplementacio
Total 326 37,0 555 63,0 881 100,0
Tipo exploraciao
Leite 164 350 304 650 468 100,0 pP=0,1991 1,00
Mista 162 39,2 251 60,8 413 1000 1,20 (0,91 a 1,57)
Total 326 37,0 555 63,0 881 100,0

(*) — Associagao significante ao nivel de 5.0%.
(1) — Através do teste Qui-quadrado de Pearson.
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5.1.7 CONCLUSAO

A soropositividade observada na ampla maioria dos rebanhos examinados,
evidenciando o alastramento expressivo da LEB, sugere a conex@o de sua génese com a

expansdo da bovinocultura leiteira no Norte do Estado do Tocantins.
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6 EXPERIMENTO II

6.1 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA INFECCAO PELO VIRUS
DA LEUCOSE BOVINA NOS NIVEIS SERICOS DE LISOZIMA EM
BOVINOS LEITEIROS DO ESTADO DO TOCANTINS, BRASIL

6.1.1 RESUMO

A lisozima € uma enzima lisossomica que participa da imunidade organica inespecifica.
Sua concentracdo sérica pode servir de importante parametro imunoldgico indicador do
estado funcional do sistema imunitdrio. A realiza¢do deste estudo teve como objetivo
principal avaliar a possivel influéncia da infeccdo pelo VLB sobre os niveis de lisozima
sérica de bovinos criados na Regido Norte do Estado do Tocantins, como contribui¢do para
o estudo da imunologia clinica da Leucose Enzodtica dos Bovinos (LEB). Foram colhidas
e submetidas a imunodifusdo (Radial Dupla de Outcherloni) para deteccdo de anticorpos
especificos anti-VLB 881 amostras bovinas extraidas de 38 rebanhos. Dessas, em funcdo
dos resultados para LEB, 400 foram divididas em dois grupos: G1 (VLB negativos), com
200 amostras, e G2 (VLB positivos), com 200 amostras. As amostras de ambos os grupos
foram submetidas a imunodifusdo (Radial Simples de Mancini) para determinar a
concentragdo sérica da lisozima, cujos resultados obtidos foram analisados estatisticamente
pelo teste t-Student. A prevaléncia foi de 37,0% (326/881), sendo a soropositividade de
bovinos observada na ampla maioria dos rebanhos examinados (94,7% -36/38), com
prevaléncias em niveis expressivos de até 75%. Os niveis séricos de lisozima encontrados
foram significativamente maiores (p< 0,05) nos bovinos VLB negativos (G1 = 8,94 y/ml)
do que nos VLB positivos (G2 = 7,05 y/ml), sendo a diferenca (1,92 y/ml) decorrente,

provavelmente, da influéncia da infeccdo pelo VLB. Os resultados sugerem que os

rebanhos leiteiros da Regido Norte do Estado Tocantins encontram-se mais susceptiveis as

doencas.

Palavras-chave: Lisozima, Leucose, Imunodifusio, Bovino, Estado do Tocantins.
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6.1.2 AVALIATION OF THE BOVINE LEUKOSIS VIRUS
INFECTION INFLUENCE ON THE LEVEL OF SERUM LYSOZYME
IN DAIRY HERDS OF TOCANTINS STATE, BRASIL

6.1.3 ABSTRACT

The lysozyme is a lisossome enzyme that takes part in the unspecific organic immunity. Its
serum concentration may server as important immunological parameter indicator of the
functional state of the immune system. The carrying out of this study had as main objective
to evaluate the possible influence of the infection by the BLV on the level of serum
lysozyme of bovine raised in the North Region of Tocantins State, as a contribution for the
study of clinical immunology of Bovine Enzootic Leukemia (BEL). Were collected and
submitted to agar gel Immunodiffusion test for detection of antibody specific anti- BLV,
881 bovine samples collected from 38 herds. Among these, in function to the results to
BEL, 400 were divided in two groups G1 (BLV negative), with 200 samples, and G2 (BLV
positive), with 200 samples. The samples of both groups were submitted to
Immunodiffusion (agar gel Immunodiffusion test) to determine the serum concentration of
the lysozyme, which achieved results statistically analyzed by the T-student Test. The
prevalence was 37.0% (326/881), being the bovine seropositivity observed in the majority
of herds examined (94.7% - 36/38), with prevalence in expressive levels up to 75%. The
serum levels of lysozyme achieved were significantly higher (p< 0.05) in bovine BLV
negative (G1 = 8.94 y/ml) than in the BLV positive (G2 = 7.05 y/ml), being the difference
(1.92 y/ml) owing, probably, to the influence of the infection by the BLV. The results
suggest that the dairy herds of the North Region of Tocantins State are more susceptible to

the diseases.

Key-words: Lysozyme, Leukosis, Immunodiffusion, Bovine, Tocantins State
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6.1.4 INTRODUCAO

Descoberta por Alexander Fleming em 1922 e dotada de acio litica sobre a bactéria
Micrococcus lysodeikticus, que passou a ser considerada um demonstrador de lise, a
lisozima é uma enzima lisossdmica com atividade hidrolitica, relativamente pequena,
termolabel e altamente estivel (WEISER et al., 1969; FREEDMAN e GOLD, 1976;
AMBROGI, 1986; STRYER, 1992; LEHNINGER, 1995).

Estéd presente em quase todos os seres vivos, na maioria dos fluidos organicos como
saliva, secrecdo nasal, mucosa intestinal e leite, exceto fluido cerebroespinhal, urina e suor,
que ndo possuem a enzima em sua composi¢do em situagdes fisioldgicas normais
(WEISER et al., 1969; FREEDMAN e GOLD, 1976; BIER, 1984; LEHNINGER, 1995;
TIZARD, 2002).

E principalmente produzida pelo mondcito-macréfago e, parcialmente, pelos
granuldcitos, onde permanece até ser secretada nos vdrios liquidos orgénicos como o soro,
a lagrima, entre outros (OSSERMAN e LAWLOR, 1966; AMBROGI, 1986) Nos
neutrdfilos, a lisozima localiza-se nos granulos citoplasmaticos (TIZARD, 2002), sendo
encontrada neste tipo celular e no leite de vacas, em teores de aproximadamente 0,13

mg/100ml (NICKERSON, 1985).

Sabe-se que os teores de lisozima variam em funcdo das diferentes situacdes
fisiopatoldgicas: em condi¢cdes normais sdo comumente baixos e em processos infecciosos
os teores s@o geralmente elevados (BIER, 1984). Sua contribuicio ao sistema imunolégico
¢ estratégica, para a efetivacdo da imunidade natural, ao promover um mecanismo imune
operacional nas superficies, nos tecidos e dentro de células fagociticas (FREEDMAN e

GOLD, 1976).

A lisozima € peca essencial, juntamente com o complemento, no sistema de defesa
anti-bacteriano inespecifico € mecanismo de resisténcia anti-viral organico, sendo capaz de
destruir varios virus, a semelhanga de muitas das enzimas intestinais e bile (WEISER al.,
1969; FREEDMAN e GOLD, 1976; AMBROGI, 1986; TIZARD, 2002).

Em relacdo a Leucose Enzoética dos Bovinos (LEB) e a possivel influéncia da
infec¢do pelo seu agente etioldgico nos niveis séricos de lisozima, admite-se que ha o
comprometimento da integridade do sistema imunitdrio organico pela acdo

imunodepressora do Virus da Leucose Bovina (VLB), que, ao penetrar e incorporar-se no
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genoma linfécitario por tempo indeterminado (MUSCOPLAT et al. 1974; WYERS, 1975;
CASTRO et al., 1988) e também nos mondcitos circulantes (HEENEY et al., 1992),
aumenta a susceptibilidade do hospedeiro a coinfecgdes (BURNY e MAMMERICKX,
1987) e pode contribuir para o desencadeamento de bacterioses oportunistas de
importancia clinico-epidemioldgica e em satide publica, como a tuberculose, a brucelose e

a leptospirose.

Estudos citogenéticos e imuno-soroldgicos (MARUYAMA et al., 1989) levaram o
Comité Internacional sobre Taxonomia de Viroses a inclui-lo no género VLTH-VLB (virus
linfotrépicos de células T Humanas-Virus linfotrépicos de células B), da espécie Virus da
Leucemia Bovina (FRANCKI et al., 1991), comumente chamado de Virus da Leucose
Bovina (VLB).

Com o objetivo de contribuir para o estudo da imunologia clinica da LEB, foi
avaliada a possivel influéncia da infec¢ido pelo VLB sobre os niveis de lisozima de bovinos
criados na Regido Norte do Estado do Tocantins. Adicionalmente, o trabalho teve a
finalidade de validar os conhecimentos ja adquiridos sobre a padronizac¢do da técnica da

imunodifusdo radial simples de Mancini (FAHEY et al., 1964; MANCINI et al., 1965).

6.1.5 MATERIAL E METODOS

Foram examinadas 881 amostras séricas de bovinos leiteiros criados em 38
rebanhos localizados em 15 municipios da Regido Norte do Estado do Tocantins. As
amostras de sangue foram colhidas no periodo de fevereiro a junho de 2006 e processadas
por meio de técnicas convencionais (BIRGEL. et al., 1982; GARCIA-NVARRO e
PACHALY, 1994). Duas aliquotas séricas do soro obtido foram identificadas e
acondicionadas em tubos eppendorf, sendo mantidas sob refrigeracio a —20°C, até a
efetiva realizacdo da imunodifusdo para LEB e, subseqiientemente, para dosagem da
lisozima sérica. Os exames soroldgicos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em

Clinica de Grandes Animais, do Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE.

Inicialmente, ¢ com a finalidade de detectar a presenga de anticorpos séricos
especificos anti-VLB, as amostras foram submetidas a técnica da Imunodifusdao Radial
Dupla de Ouchterlony — IDGA-LEB (MILLER e VAN DER MAATEN, 1975; MILLER e
VAN DER MAATEN, 1977; BIRGEL et al 1982), que consistiu, em um substrato de
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difusdo gelatinoso, utilizando o antigeno glicoprotéico (gp 51), extraido do envelope do
Virus da Leucose Bovina. Em esséncia, consiste na andlise imunoquimica de componentes
de uma mistura, em que os antigenos reagem com seus anticorpos no seio de um meio
gelatinoso e os resultados sdo lidos, segundo o aparecimento de linhas de precipitagcdo, que
correspondem as reacdes especificas de cada componente da mistura (BIER, 1984) A

leitura foi realizada 72 horas ap6s a montagem do sistema (Anexo 2).

Na seqiiéncia, e em funcdo dos resultados obtidos para LEB, 400 amostras foram
selecionadas e divididas nos grupos G1 (VLB negativos), constituido de 200 amostras, e
G2 (VLB positivos), também com 200 amostras. Desta forma, as amostras foram
submetidas a técnica de Imunodifusdo Radial Simples de Mancini — IDGA-Lisozima
(FAHEY et al, 1964; MANCINI et al., 1965; OSSERMAM; LAWLOR, 1966;
AMBROGI, 1986) por meio de lisoplacas de difusdo, que se presta para a titulacdo da
lisozima sérica dos bovinos ao usar uma bactéria gram-positiva sensivel a sua acdo litica
(Micrococcus lysodeikticus) em um meio de cultura gelatinoso de agarose, medindo-se os
diametros dos halos de lise bacteriana, os quais sdo proporcionais as concentragdes de
lisozima (Anexo 3).

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste ¢-Student para a

comparagdo de médias entre dois grupos e verificacio da hipdtese de igualdade de

variancias. (ALTMAN e HALL, 1991; ZAR, 1999).

6.1.6 RESULTADO E DISCUSSAO

Foram executadas 1.281 determinagdes, sendo 881 exames imunossorolégicos para

LEB e 400 para a determinacio da concentracdo sérica de lisozima.

O teste de IDGA-LEB, realizado em 881 amostras de bovinos leiteiros, resultou em
uma prevaléncia globalizada de 37% (326/881), contribuindo para a formagéo desse indice
prevaléncias com intensidades que variaram a um intervalo de 0% (0/20) a 75% (15/20),

com destaque para taxas de 25,6% (20/78), 32,1% (27/84), 57,1% (9/21) e 65% (13/20).

Segundo Shettigara et al., (1986) a maior concentracdo de rebanhos soropositivos
ocorreu nos niveis de intensidade média (15,8% - 6/38) e alta (78,9% - 30/38), sendo
observados apenas dois rebanhos (5,3%) com prevaléncia de intensidade baixa, sem que

houvesse bovinos portadores de anticorpos anti-VLB.
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A soropositividade observada na ampla maioria dos rebanhos examinados (94,7% -
36/38), com prevaléncias em niveis expressivos, demonstrou que a Leucose encontra-se
amplamente disseminada nos rebanhos examinados. Este fato caracteriza um contexto
clinico-epidemiolégico potencialmente critico pelo risco do alastramento incontrolavel da
LEB, principalmente porque ndo se tem implementado efetivas e rigorosas medidas
sanitdrias de combate a essa insidiosa retrovirose na regido estudada. Nessas condicdes,
pode haver a progressiva diminui¢do da resisténcia desses rebanhos a diversas doengas,
pelo comprometimento da integridade do sistema imunitario orgénico, a partir de uma
possivel acdo imunodepressora do VLB (MUSCOPLAT et al. 1974; WYERS, 1975;
CASTRO et al., 1988; HEENEY et al., 1992; BURNY e MAMMERICKX, 1987).

Mediante os resultados obtidos em circunstancia semelhantes (MELO, 1999),
sugere-se que uma aten¢do maior seja dada a possibilidade da intercorréncia nesses
rebanhos entre a LEB e bacterioses oportunistas como a tuberculose e leptospirose, que
tém importancia clinico-epidemioldgica pelas perdas econdmicas e implicagdes em satde

publica.

A titulagdo da lisozima sérica de bovinos desses rebanhos, embora represente
apenas um dos componentes de um pretenso sistema de avaliagdo “in vitro” do estado
imunitdrio de bovinos, pode contribuir preliminarmente para a elucidagdo do papel

imunodepressor de VLB.

Nesse sentido, t€ém-se as medidas dos didmetros dos halos de lise bacteriana
(Tabela 1), em valores médios, obtidos a partir da leitura das 45 lisoplacas, utilizando-se a
lisozima padrdo, cujos valores permitiram a elaboracdo da curva de calibragdo ou
experimental e, por conseguinte, os teores de lisozima sérica das amostras examinadas
(Anexo 4).

Tabela 1 - Diametros médios dos halos de lise bacteriana das lisoplacas, segundo as concentracdes padrdo de
lisozima (Placas de 01 a 45) , 2006

Concentracoes padrio de lisozima (y/ml) Didmetros dos halos das lisoplacas (s')(mm)
CpL, 50 11,1 (¢1,5)
CpLi, 50 11,0 (£1,5)
CpL, 2,5 9,6 (£1,5)
CpL,, 2,5 9,6 (£1,4)
CpL; 12,5 8,9 (£1,5)
CpLss 12,5 8,8 (+1,6)
CpL, 6 8,3 (x1,2)
CpLys 6 8,3 (x1,1)
CpLs 3 7,3 (£1,1)
CpLss 3 7,3 (+1,0)
CpLs 1,5 6,9 (+0,9)
CpLgs 1,5 6,9 (+0,9)

s' = desvio padrio
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Na maioria das situacdes, ainda na Tabela 1, como era desejdvel, houve
equivaléncia dos didmetros dos halos entre si, correspondentes as concentra¢des padrao de
lisozima e suas respectivas repeticdes considerando uma mesma lisoplaca. Estes achados
consolidam os ensaios realizados anteriormente (CASTRO, 2004; FERNANDES, 2006) e
validam a técnica para ser utilizada na rotina laboratorial, como parte integrante de um
sistema de avaliacdo “in vitro” da funcionalidade do sistema imunitirio de bovinos

infectados pelo VLB ou submetidos a diferentes situagdes fisiopatoldgicas.

Nessas condi¢des e considerando as 400 amostras previamente selecionadas em
funcdo dos resultados para LEB, foram confrontadas as médias dos didmetros dos halos
entre os grupos experimentais, sendo observada uma diferenca de 0,46 mm mais elevada
nos bovinos VLB negativos (8,54 mm) do que nos animais VLB positivos (8,08 mm). Esta
diferenca se revelou significante entre os grupos (p < 0,05) e a variabilidade, expressa
através do coeficiente de variacdo, se mostrou reduzida desde que esta medida foi no
maximo igual a 14,93% no grupo dos animais positivos (Tabela 2).

Tabela 2 — Andlise estatistica do didmetro (mm) dos halos, segundo os grupos experimentais de bovinos
leiteiros da microrregido de Araguaina-TO, 2006

Medidas estatisticas Grupos Experimentais Valor p
G1 (VLB negativos) G2 (VLB positivos)

Média @ 8,54 8,08 pY <0,001%
Desvio padrio @ 1,09 1,21

Coeficiente de variagio (%) 12,80 14,93

Minimo 6,00 5,00

Percentil 25 8,00 7,00

Mediana® 8,50 8,00

Percentil 75 9,00 9,00

Miximo * 12,00 11,00

(*) — Diferenca significante a 5,0%.
(1) — Através do teste t-Student com variancias desiguais.
(2) — Medidas em mm.

Em relacdo aos niveis de lisozima (Tabela 3), destaca-se que, no exame das 400
amostras examinadas, obteve-se uma diferenca média de 1,92 y/ml entre os grupos, sendo
mais elevada nos bovinos VLB negativos (8,97 y/ml) do que nos VLB positivos (7,05
v/ml). Esta diferenga se revelou significante entre os grupos (p < 0,05) e a variabilidade,
expressa através do coeficiente de variacdo, se mostrou reduzida desde que esta medida

tenha sido no médximo igual a 11,64% no grupo dos animais VLB positivos.
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Tabela 3 — Andlise estatistica dos valores séricos da lisozima (y/ml), segundo os grupos experimentais de
bovinos leiteiros da microrregido de Araguaina-TO, 2006

Grupos Experimentais

Medidas estatisticas VLB negativos VLB positivos Valor p

Média ® 8,97 7,05 p<0,001*
Desvio padrao @ 0,98 0,82

Coeficiente de variagdo (%) 10,90 11,64

Minimo @ 7,28 5,44

Percentil 25 @ 8,14 6,41

Mediana ® 8,90 6,82

Percentil 75 @ 9,89 7,63

Méximo @ 10,60 8,88

(*) — Diferenca significante a 5,0%.
(1) — Através do teste t-Student com varidncias desiguais.
(2) — Medidas em y/ml.

Seria precipitado caracterizar o fendmeno de imunodepressdao universalmente
associado a infec¢do pelo VLB (MUSCOPLAT et al. 1974; WYERS, 1975; CASTRO et
al.,, 1988; HEENEY et al.,, 1992; BURNY e MAMMERICKX, 1987), por apenas um
parimetro imunossorolégico inespecifico, a lisozima. E preciso considerar, ainda, que em
um outro ensaio imunossorolégico (GARCIA et al, 2005), realizado para determinar a
concentragdo da lisozima e monitorar a resposta imune de bezerros acometidos de
diferentes fases de diarréia, ndo obteve indices significantes para afirmar a eficiéncia da

lisozima como um indicador de imunidade.

Entretanto, os niveis mais elevados de lisozima encontrados nos bovinos VLB-
negativos em relacdo aos VLB positivos, ratificados estatisticamente, sugerem que a
infec¢do pelo VLB interferiu nos niveis de lisozima. Neste sentido, trata-se de um achado
promissor e estimulante para a montagem de um sistema “in vitro” mais abrangente,
confidvel e exeqiiivel na rotina laboratorial, para avaliar o estado imunitirio de bovinos

submetidos a diferentes situacdes fisiopatoldgicas, com vistas a elucidacdo do papel

imunodepressor do VLB.

Adicionalmente, mediante os resultados satisfatérios acima, admite-se que a
Imunodifusao Radial Simples de Mancini — IDGA-Lisozima (FAHEY ET AL., 1964;
MANCINI et al., 1965; OSSERMAM; LAWLOR, 1966; AMBROGI, 1986) padronizada
em ensaios realizados anteriormente por Castro, (2004) e Fernandes, (2006) encontra-se,
doravante, validada para determinar a titulagdo da lisozima sérica dos bovinos e funcionar

como um parametro de imunidade.
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6.1.7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos, caracterizados pela ampla disseminagdo da LEB nos
rebanhos examinados, em conexao com a reducdo dos teores de lisozima nos animais VLB
positivos, sugerem que os rebanhos leiteiros da Regido Norte do Estado Tocantins

encontram-se mais susceptiveis a doencas.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram a ampla dissemina¢do da LEB, sob a influéncia
de fatores de risco, em conexdo com a reducdo dos teores de lisozima nos animais VLB
positivos, sugerem que os ensaios imunossorolégicos realizados possibilitaram a validagio
de um importante parametro de avaliacdo do estado imunitdrio de bovinos VLB positivos,
contribuindo, desta forma, para a elucidag@o do papel imunodepressor do Virus da Leucose

Bovina.
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ANEXOS
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ANEXO 1

Esquema de Replicag@o e transmissdo de Oncovirus.

PENETRAGAO DO VIRUS TRANSCRICAO EM DNA INTEGRACAO DO DNA NO GENOMA TRANSFORMACAO E REPLICACAO DO VIRUS
'] i
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5 RNA VIRAL
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DNA VIRAL ~
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Fonte: Adaptado de Wyers, 1075; Jonhson e Kaneene, 1991.
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ANEXO 2
1 LEUCOSE

Deteccdo de Anticorpos Anti-VLB e Freqiiéncias de Bovinos Soropositivos e

Soronegativos

As amostras de soro foram submetidas a técnica da Imunodifusdo Radial Dupla de
Ouchterlony (Miller e van der Maaten, 1975; Miller e van der Maaten, 1977; Birgel, 1982)
para detec¢ao de anticorpos séricos especificos anti-VLB, através de um substrato de
difusdo gelatinoso, utilizando o antigeno glicoproteico (gp 51), extraido do envelope do

Virus da Leucose Bovina.

1.1 MATERIAL UTILIZADO:

BIOQUIMICOS: “Kit” para teste de anticorpos para Leucose Bovina' (antigeno
glicoproteico gp 51, extraido do envelope do Virus da Leucose Bovina; diluente para
antigeno; soros referéncias - negativo, positivo e fracamente positivo); agarose; solugdo

salina a 8,5%.

1.1.1 EQUIPAMENTOS, VIDRARIA E OUTROS: placa de Petri com 84 mm de
diametro; ponteiras plésticas; pipetador automdtico (40-200pul); agitador magnético com
aquecimento controlado; balanca analitica; espatula; estantes; papel absorvente; molde de
perfuragdo de pogos (rosetas); fichas de leitura; motor de compressido adaptado p/vicuo;

frascos para acondicionamento do soro bovino.

1.1.2 PROCEDIMENTOS

1%) Preparagio do gel:

a) Solugao salina (8,5%): 85g de NaCl foram dissolvidos em um litro de dgua destilada;

b) Solucdo de agarose a 0,9%: 9g de agarose dissolvidos em um litro da solugfo salina

! Behringwerke AG, Malburg (RFA).
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c) A mistura foi aquecida utilizando-se um agitador magnético com aquecimento
controlado, até a completa dissolucdo da agarose, caracterizada pelo seu aspecto

transparente;

d) A mistura foi distribuida em tubos com rosca, contendo 15ml cada, deixando-se
esfriar em temperatura ambiente e armazenando-os em refrigeracio (2-5°C) até o momento
de sua utilizagao.

2% Montagem do sistema:

a) Os tubos contendo agarose foram aquecidos em banho maria (100°C), com o
auxilio de um bequer e um bico de bunsen, até a sua completa degeleificacdo (aspecto
transparente);

b) Foi colocado o conteido de cada tubo (15 ml da agarose a 0,9%) em uma placa
de petri pldstica de 84 mm de didmetro, livres de arranhdes no fundo, disposta sobre uma
superficie plana, deixando resfriar em temperatura ambiente (20 a 25°C), durante uma
hora, até ocorrer a geleificacio;

c) As amostras de soros a serem examinadas foram descongeladas e sua

identificacdo foi organizada no formulario especifico;

d) Apds a completa geleificacdo e resfriamento, o gel de agarose foi perfurado, com
auxilio de um molde especifico, de modo a constituir sete rosetas de sete pocos de 4 mm; o

gel foi removido por succdo (canula conectada a um motor de compressio);

e) Os quatro pocos eqiiidistantes de cada roseta foram preenchidos com soros a

serem examinados;

f) Dois pocos diametralmente opostos de cada roseta foram preenchidos, com o

soro padrdo controle positivo e o antigeno foi depositado no pogo central;

g) As placas foram mantidas em camara imida, & temperatura ambiente, por 48 a

72 horas.

1.1.3 LEITURA

Foi realizada 72 horas ap6s a montagem do sistema, com incidéncia de luz artificial
(lanterna) na porcao inferior da placa de petri, considerando-se reagentes positivos 0s soros
que apresentaram linha de precipitacdo na zona de contato antigeno-anticorpo idénticas as

estabelecidas entre os pocos controle e antigeno.
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Obs: amostras que apresentaram reacoes inespecificas ou nio conclusivas foram retestadas.

ANEXO 3

1 LISOZIMA

1.1 Titulagdo da Lisozima.

A Imunodifusdao Radial Simples (Fahey et al., 1964; Mancini et al.,, 1965;
Ossermam; Lawlor, 1966; Ambrogi, 1986) foi o método utilizado, para a titulacdo da
lisozima sérica dos bovinos. Fundamentou-se na quantificagdo da lisozima sérica de
bovinos a partir de sua propriedade litica frente a germes gram-positivos (Micrococcus
lysodeikticus), medindo-se os didmetros dos halos de lise bacteriana, os quais sao

proporcionais as concentracdes de lisozima.

1.1 MATERIAIS:

BIOQUfMICOS: agarose a 1% (REO 15, 5g, BEHRING); fosfato salino M/15 (fosfato
dibasico de soédio dihidratado - Na,HPO,.2H,O e fosfato monobdsico de potdssio -
KH,PO,); lisozima padrido (Muramidase; mucopeptide N-acetylmuramoyl-hidrolase; EC
3.2.1.17, n’ de catdlogo Sigma L- 6876); cultura de Micrococcus lysodeikticus liofilizada
(Lyophilized cells, n° de catidlogo Sigma M-3770, ATCC 4698); soro bovino
fresco/congelado; H,O estéril (destilada, deionizada, recentemente fervida = a.d.e.);

solucdo fisioldgica; dlcool.

1.1.2 VIDRARIA: placas de Petri (vidro) de 14 cm de didmetro; tri-perfurador de gel;
baldes volumétricos de 100 ml; pipetas volumétricas graduadas de 20, 2 e 1ml; béqueres de
5 ml; frascos para acondicionamento das dilui¢des de lisozima a partir da concentragdao

padrdo; frascos para acondicionamento do soro bovino.

1.1.3 EQUIPAMENTOS E OUTROS: pipeta automadtica (100-20-10ul); haldémetro;
agitador magnético com aquecimento controlado; estufa com aquecimento controlado (24-

26° C); autoclave; balanca analitica; espdtula; compressor; estantes; luvas cirdrgicas
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estéreis; papel manteiga; papel absorvente; Parafilm®; Rolopac®; esquema de perfuragio

de pocgos; fichas de leitura; papel milimetrado.

1.1.4 PROCEDIMENTOS:

19 Pesagem do material:
a) 1,18 g de fosfato dibasico de sédio dihidratado (Na,HPO4.2H,0);
b) 0,90 g de fosfato monobasico de potassio (KH,POy,);
¢) 0,10g (100mg) de lisozima;
d) 0,05g do M. lysodeikticus;
e) 1g de agarose (1%.)

2% Preparacdo da solugdo tampao (pH 6,3):
a) Foi colocado 1,18 g de fosfato dibasico de sédio dihidratado (N212HPO4.2H20)1 em um
baldao volumétrico e completou-se até 100 ml com a.d.e.;
b) Repetiu-se o mesmo procedimento com 0,90 g de fosfato monobdsico de potdssio
(KH,PO,)’;
¢) Em um terceiro baldo volumétrico, foi colocado 22,1 ml de (1) e completou-se para

100ml (77,9 ml) com a solucdo (2).

Obs: objetivando aferir o pH da solu¢do tampao, preparou-se, inicialmente, 10 ml (2,21 ml
de 1 + 7,79ml de 2); verificou-se o pH com o pHmetro, ajustando-o com o tampao 7,0 e

4,0. Como o pH aferido foi 6,3 (6,26) preparou-se os 100 ml da solugio.

39 Preparacdo da lisozima padrao (Figural):
a) Preparacdo da “solucido-mae” (100y/ml)
a.l) Primeiramente, preparou-se uma solu¢do de 100.000y/ml, dissolvendo 0,10g
(100mg) em 1ml de a.d.e, utilizando um béquer de 5ml;
a.2) A seguir, preparou-se solucdes subseqiientes de 10.000y/ml (1:9), 1.000y/ml (1:9) e
de 100y/ml (1:9), diluindo, respectivamente, SOul da primeira em 450ul de a.d.e., 50ul
da segunda em 450 pul de a.d.e. e 50ul da terceira em 450 pl de a.d.e., utilizando
béqueres de 5 ml;
b) Preparacdo das concentragdes padrdes preconizadas (0,5 ml de cada, em frascos com
rolha, devidamente identificados):

b.1) 50y/ml (1:1)™, diluindo 250ul da solu¢do-mae (100y/ml) em 250ul de a.d.e.;
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b.2) 25y/ml (1:1)?, diluindo 250ul de (1) em 250ul de a.d.e.;

b.3) 12,5yml (1:1)*, diluindo 250ul de (2) em 250l de a.d.e.;
b.4) 6y/ml (0,24 : 0,26)”, diluindo 240pl de (3) em 260pl de a.d.e.;
b.5) 3y/ml ( 1:1), diluindo 250pl1 de (4) em 2501 de a.d.e.;

b.6) 1,5y/ml (1:1), diluindo 250l de (5) em 250ul de a.d.e..

Figura 1 - Preparacgédo das concentragdes padrdes da
Lisozima.

4% Preparacio da suspensio da bactéria (para cada placa):
Dissolveu-se 0,05g do M. lysodeikticus liofilizado em 0,5 ml de solugio fisioldgica,

utilizando um béquer de 5 ml.

59 Montagem do sistema:
a) Adicionou-se 1g de agarose 1% na solugdo tampao (100 ml);
b) Homogeneizou-se e aqueceu-se a mistura resultante em um agitador magnético com
aquecimento controlado (= 60-70°C) até a total dissolu¢io da agarose (transparéncia da

solugdo) (Figura 2);

Figura 2 - Mistura sendo homogenizada
através do agitador magnético.

¢) Com a total dissolug@o da agarose, atingindo a transparéncia, os 100ml da solu¢do foram

distribuidos em 5 tubos de 20ml para serem acondicionados sobre refrigeracao.
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d) Para a desgelificacdo do gel, se colocou os tubos em 4gua fervendo por 3 minutos,
posteriormente colocando-o em banho-maria com temperatura controlada a 40°C;

e) Adicionou-se a suspensdo da bactéria na agarose, deixando homogeneizar por alguns
minutos;

f) A seguir, colocou-se a mistura resultante na placa de Petri (14 cm), deixando-a em
temperatura ambiente por 3-4 horas ou, preferencialmente, em refrigeracdo (5-6°C),
envolvida com parafilme, até sua solidificagdo;

g) Apos a solidificagdo do gel, perfurou-se no mesmo 21 pogos, trés a tré€s, de cerca de 4
mm de didmetro, distando 2,5 cm um do outro, utilizando o tri-perfurador padronizado,

conforme figura esquemadtica pré-estabelecida (Figuras 3 e 4);

Figura 3 - Perfuragdo do gel, utilizando-se um tri- Figura 4 - Perfuragao do gel, utilizando-se um
perfurador padronizado tri- perfurador padronizado

h) Retirou-se via succdo, as pecas de gel que resultam da perfuracdo, para de fato se

caracterizar os pogos (Figura 5);

“igura 5 Apos perfuragao, o gel que fica nos pocos
sao retirados através de um motor de sucgéo.

i) Preencheu-se 12 pocos, um a um, com 20 pl de lisozima padrio, fazendo duas repeticoes
de cada concentragdo, a partir da maior concentracdo (L e L =507; L, e Ly, =257; Lse

L33=12,5Y7; LseLssa=6Y7; LseLss =3y; Ls e Lss=1,5Y) (Figurall);
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j) Preencheu-se 9 pocos, um a um, com 20 pl de soro bovino (fresco/congelado) de cada

amostra a ser examinada (Figuras 6 e 7);

Figura 6 - Os 21 pogos com concentracao
padrao respeitam uma ordem
pré-determinada.

Figura7 - Os 9 pogos com soro bovino, assim como
as concentragbes paddes, respeitam
uma ordem pré-estabelecida..

1) Incubou-se o sistema em uma estufa, a 24-26" C, por 18 horas.

1.1 LEITURA DOS RESULTADOS:

a) MEDIDA DOS HALOS

Apds a incubagdo das seis lisoplacas, procedeu-se a leitura das mesmas no
halémetro medindo, em mm, os didmetros dos halos de lise bacteriana que circundam os
pogos, quer os referentes as concentracdes padrdes de lisozima (montagem da “curva
experimental ou de calibracdo”) ou os referentes as amostras em exame, registrando seus

valores na ficha de leitura (Figuras 8 e 9).

——

Figura 8 - Os diametros dos Halos correspondentes Figura 9 - Os diametros dos Halos correspondentes
a lise bacteriana, séo lidos 18 horas ap6s a lise bacteriana, séo lidos 18 horas apés
aplicagdo da técnica. aplicagao da técnica.
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b) CURVA EXPERIMENTAL OU DE CALIBRACAO

Em um papel semilogaritmico, montou-se o grifico referente a curva experimental,
tendo na abscissa os valores correspondentes as concentracdes padrdes de lisozima (1,5; 3;
6; 12,5; 25 e 50 y/ml) e na ordenada os valores obtidos dos diametros dos respectivos halos

de lise bacteriana (em mm).

c) CONCENTRACAO DA LISOZIMA

Inicialmente, foi estabelecida a curva experimental ou de calibracao em um grafico,
em escala semilogaritmica, com base no didmetro dos halos de lise correspondentes as
diversas concentracdes de lisozima padrdo. Em seguida, foram estimadas as concentragcdes
séricas de lisozima das amostras da populag@o bovina examinada projetando-se na abscissa
os valores correspondentes as concentragdes de lisozima das amostras, a partir do
confronto dos didmetros dos halos de lise destas amostras (eixo da ordenada) com a curva

de calibragdo, obtendo-se os resultados em y/ml.

Na pratica, uma vez montado o sistema de imunodifusdo, em cada lisoplaca, lia-se
os diametros dos halos de lise correspondentes as concentragdes de lisozima padrio. Desta
forma, em um gréafico, elaborado em uma escala logaritima, procedia-se o confronto dos
halos formados (ordenada) pela agdo litica das correspondentes concentracdes de lisozima
padrio (abscissa), previamente conhecidas, que resultava em uma reta (equacdo de
regressdo). A partir dos angulos formados, definiam-se os coeficientes linear (A) e angular
(B), necessdrios ao célculo da concentracdo de lisozima das amostras dos bovinos

examinados, através da formula:

CL = A+B.Dh

Onde: Cp, = Concentragdo de lisozima; A = coeficiente linear; B = coeficiente

angular e Dh = didmetro do halo.



ANEXO 4

Anexo 4 - Didmetros dos halos de lise bacteriana por lisoplaca, segundo as concentracdes padrdao de lisozima (Placas de 01 a 45). Recife —
2007.

CONCENTRAGOES Dimetros dos halos por Hsoplaca (mm
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