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RESUMO

A Leucose Enzoodtica dos bovinos tem importancia econbmica, por levar ao 6bito ou
predispor a infecgdes secundarias, aléem de prejuizos na producdo, condenagdo de carcagas,
restricdo na comercializagcdo dos animais ou de seus produtos e queda do desempenho
reprodutivo. Tudo isso faz com que na buiatria, 0s estudos voltados a identificagdo de bovinos
infectados pelo Virus da Leucose Bovina (VLB) e a elucidagéo da sua agdo patogénica no
sistema imune se intensifique, mediante utilizacdo de novas técnicas de diagnostico. Assim,
objetivou-se com esse trabalho comparar as técnicas PCR e IDGA no diagnostico de bovinos
naturalmente infectados pelo VLB e avaliar a utilidade da concentragdo sérica da p2-
Microglobulina (2-M), como recurso diagnostico da evolugdo da infec¢do pelo VLB. Das
301 amostras analisadas pela IDGA e PCR, 234 (77,7%) apresentaram resultados
concordantes e o indice kappa definido como aceitavel. A PCR apresentou indice de
sensibilidade de 89,5%, especificidade 76,0%, valor preditivo positivo 35,1% e valor
preditivo negativo 98,0%. A concentracdo da 2-M nas 60 amostras analisadas foi mais
elevada no grupo de bovinos soropositivos do que nos soronegativos para o VLB, no entanto,
a diferenca significativa nédo foi registrada. O resultado da correlagédo das 60 amostras entre os
leucdcitos totais e f2-M no grupo soropositivo foi 0,078 (p=0,681) e 0,042 (p=0,826) no
grupo negativo. Os valores relativos & quantidade de linfécito/mm?® com $2-M foi 0,200
(p=0,289) no grupo soropositivo e 0,172 (p=0,363) no grupo soronegativo. Portanto, as
correlagbes foram baixas e ndo significativas. Mediante os resultados obtidos da correlacdo
entre a 2-M, os leucdcitos totais e linfécitos em bovinos infectados pelo VLB; pode-se
inferir nesse estudo que a correlagédo ndo se mostrou eficiente para ser utilizada como recurso
de diagnostico precoce da infecgdo pelo VLB. Conclui-se também, que a PCR utilizando-se
os primers da longa regido terminal do virus foi eficaz na detecgdo de bovinos infectados pelo
VLB, sugerindo que seja utilizando como teste confirmatdrio, visto que o valor preditivo
negativo foi alto.

Palavras-chave: PCR, teste diagndstico, marcador bioldgico.



ABSTRACT

The enzootic bovine leukosis has economic importance, because it is the cause of death or
predisposition to secondary infections, production losses, carcass condemnation, marketing
restrictions on the animals or their products and reproductive performance failure. These
aspects are the reason studies looking for identify cattle infected bovine leukosis virus (BLV)
and the elucidation of the pathogenic action of the immune system to intensify, through the
use of new diagnostic techniques. Thus, the aim of this work is to compare the AGID and
PCR techniques in the diagnosis of cattle naturally infected with BLV and evaluate the
usefulness of serum concentration of B2-microglobulin (B2-M) as a diagnostic feature of the
evolution of BLV infection. The results of the 301 samples analyzed by AGID and PCR, 234
(77.7%) were similar and the kappa was considered as acceptable. PCR showed a sensibility
of 89.5%, specificity 76.0%, positive predictive value 35.1% and negative predictive value
98.0%. The concentration of B2 -M in the 60 analyzed samples was higher in the group of
calves than in seronegative individuals seropositive for the BLV, however, significant
difference was not recorded. The correlation result from 60 samples of total leukocytes and
B2-M in the seropositive individuals was 0.078 (p = 0.681) and 0.042 (p = 0.826) in the
negative group. The values to the amount of lymphocyte/mm? with 2 -M was 0.200 (p =
0.289) in seropositive and 0.172 (p = 0.363) in the seronegative group. Therefore, the
correlations were low and not significant. From the results obtained from the correlation
between p2-M, total leukocytes and lymphocytes in cattle infected with BLV can be inferred
in this study that the correlation was not efficient to be used as a resource for early diagnosis
of BLV infection. It was also conclude that PCR using primers from the long terminal region
of the virus was effective in detecting cattle infected with BLV, suggesting that it is using as a
confirmatory test, because the negative predictive value was high.

Palavras-chave: PCR, diagnostic test, biomarker.
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1. INTRODUCAO

O constante aumento da demanda por alimentos, em face ao répido crescimento da
populacéo brasileira, torna cada vez mais importante o papel dos animais de produ¢do como
fonte de alimento para o homem (PEIXOTO et al., 2004).

Neste contexto, estudos tém sido propostos com a intengdo de melhorar a
produtividade, aliada ao aprimoramento da qualidade sanitaria do rebanho, visando a
elucidacdo e implantacdo de medidas estratégicas a profilaxia de possiveis enfermidades que
comprometem a producgéo (DEL FAVA e PITUCO, 2004).

Conforme as normas da Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (OIE, 2008), a
preocupacdo com as doengas infecciosas € constante e a Leucose Enzootica dos Bovinos
(LEB) merece destaque em decorréncia dos prejuizos econdmicos resultantes do descarte de
bovinos sororreagentes ou com linfossarcoma e da restricdo ao comércio internacional dos

animais ou mesmo sémen e embrides.

A LEB é uma doenca infecto-contagiosa, de evolugdo cronica, etiologia retroviral,
com expressiva sintomatologia clinica, e sua patogenia origina alteragBes na atividade do
sistema linfoide, com proliferacdo orgénica de massas neoplasicas em animais de dois a oito
anos de idade, em aproximadamente 2 a 5% dos animais portadores, e marcante linfocitose
persistente com predominéncia de linfocitos atipicos em até 30% dos animais infectados
(FERRER, 1979; D'ANGELINO, 1991; MELO, 1999; RADOSTITS et al., 2002).

O diagnostico da LEB é realizado pelos testes indiretos, tais como a imunodifusdo em
gel de &gar (IDGA) e o ensaio imunoenzimético em fase solida (ELISA) para deteccdo de
anticorpos séricos contra as proteinas virais gp51 e p24 (MILLER e VAN DER MAATEN,
1977; SHETTIGARA et al., 1986; MATOS et al., 2005).

No Brasil, desde os anos 70, investigacdes clinico-epidemioldgicas, com a utilizagéo
da imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) vém caracterizando a LEB como um problema
enzootico, apresentando taxas de prevaléncia na regido Nordeste variando entre 4,07% em
Sergipe (BATISTA et al., 2011) e 53,8% no Estado do Maranhdo (SANTOS et al., 2011).

Entretanto, quando se pretende investigar doengas infecciosas de impacto na salde
animal e sua producdo, € imprescindivel a aplicacdo de teste diagnostico com alto valor de

sensibilidade e especificidade, e que detecte a infeccdo na fase inicial (ASTUDILLO &
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KANTOR, 1981). Dai a importancia da biologia molecular, através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) como prova de diagnéstico da LEB (CAMARGOS, 2001).

Atualmente, sabe-se que 0s retrovirus sdo capazes de comprometer a resposta
imunoldgica através dos mecanismos de evasdo, conduzindo a defesa ineficaz do sistema
imune e alteracBes linfoproliferativas (MELO, 1999). Na Medicina humana, a proteina Beta
2-microglobulina ($2-M) tem sido descrita como biomarcador da progressdo clinica da
leucemia e retroviroses, principalmente quanto a capacidade de prognosticar a evolugéo da
infeccéo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) para Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida - SIDA (PASCALE etal., 1997; ALMEIDA, 2009).

A proteina f2-M é detectada normalmente sob baixas concentra¢es no soro humano e
também no de animais. Os niveis séricos aumentam em consequéncia da ativacao
imunolégica e da destruicdo de células linfoides, como ocorre em algumas doencas virais,
principalmente quando se trata de retrovirus ou virus oncogénico (BERGGARD, 1968;
EVRIN, 1972; HOFMANN, et al., 1992).

Assim, a proposta de aplicar a PCR para detectar bovinos infectados pelo VLB, incide
na necessidade de reconhecer a verdadeira magnitude dessa insidiosa doenga nos rebanhos do
Estado de Sergipe. Além disso, o estudo da concentragdo da (2-M associado as alteracdes
leucométricas, resultantes do progresso da infectividade do VLB, poderia permitir a
instituicdo de novas ferramentas a fim de prognosticar a evolugdo dessa infec¢édo nos bovinos,

disponibilizando mais um recurso clinico de diagnostico para o controle da LEB.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar as técnicas PCR e IDGA no diagndstico de bovinos naturalmente infectados
pelo VLB e avaliar a utilidade clinica da concentracdo sérica da 2-microglobulina associada

as alteracBes leucométricas, como recurso de diagndstico da evolucéo da infeccéo pelo VLB.
2.2 Especificos

e Determinar a frequéncia de bovinos soropositivos para o VLB, através da técnica de

imunodifusdo em gel de agar (IDGA);

¢ Detectar bovinos positivos para o VLB, através da amplificacdo do DNA gendmico pela
PCR;

e Comparar a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e a imunodifusdo em gel de &gar
(IDGA) na detecgdo de animais infectados pelo VLB.

eFormar dois grupos quantitativamente homogéneos com o0s animais experimentais, a
partir do resultado obtido pela técnica da IDGA na detecgdo do VLB, assim nomeados
VLB-positivos (infectados) e VLB-negativos (ndo infectados), respectivamente para 0s
bovinos infectados e néo infectados pelo VLB;

e Determinar as concentragdes da 2-M nos bovinos clinicamente sadios no grupo total e
por faixa etéria;

¢ Quantificar a proteina f2-M através do ensaio imunoenzimatico em fase sélida (ELISA)
no soro de bovinos VVLB-positivos e VLB-negativos;

o Verificar se existe ou ndo diferenga significativa nos resultados da 32-M entre 0s grupos
VLB-positivos e VLB-negativos;

o Verificar se existe ou ndo diferenca significativa nos resultados da 2-M entre as faixas
etérias nos grupos VLB-positivos e VLB-negativos;

e Correlacionar as variaveis leucocitérias e os niveis de f2-M, por faixa etaria e nos grupos

VLB-positivos e VLB-negativos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Virus da Leucose Bovina (VLB)

A Leucose Enzodtica dos Bovinos é uma doenca viral, caracterizada por expressiva
sintomatologia clinica. O Virus da Leucose Bovina é um retrovirus da subfamilia Oncovirinae
e da familia Retroviridae, que se caracteriza por possuir uma enzima denominada
transcriptase reversa, cuja funcdo é converter o acido ribonucléico (RNA) viral em acido
desoxirribonucléico (DNA), fazendo com que o material genético do virus, agora composto
de DNA, se integre ao material genético da célula hospedeira (FERRER, 1979;
D'ANGELINO, 1991; MELO, 1999; REBHUN, 2000; RADOSTITS et al., 2002).

A forma infectante do virus (Virion) é esférica, apresenta um diametro de 80-130nm, o
capsideo apresenta simetria icosaédrica e é envolvido pelo envelope derivado da membrana
celular do hospedeiro, onde se observam projecfes de glicoproteinas, conforme ilustrado na
figura 1 (FENNER et al.; 1993, AZEDO, 2010).

Glicoproteina de Superficie (SU) )
gp51

Protease (PR) Glicoproteina Tr (TM) pe (env)

gp3o

Bicamada lipidica

Proteina Matnz [MA)
p1s

Proteina de Capsideo (CA)
p24

Preteina do Nucleocapsideo (NC)

pi2

RNA

Transcriptase Ravarsa (RT)

Integrage {IN}

Figura 1: Esquema de um retrovirus.
Fonte: Azedo (2010).

Camargos (2001) reporta que a ligacdo da proteina do envelope gp51 do VLB ao
receptor especifico na célula do hospedeiro é considerada a etapa inicial da infec¢do, como
também, atribue ao virus o grau de infectvidade, além do mais, o diagnostico soroldgico da
LEB deve ser realizado pela detecgdo de anticorpos para a glicoproteina gp51 e a proteina do
capsideo viral p24.
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Altaner et al. (1993) ilustram a importancia biolégica das glicoproteinas presentes no
envelope dos retrovirus ao participarem do ciclo de replicacdo, elas modulam a adsor¢éo do

virus a célula alvo, determinando o tropismo e a especificidade viral.

3.2 Aspectos epidemioldgicos e de prevaléncia da LEB

A LEB foi registrada pela primeira vez por Bollinger no século XIX, e difundiu-se
pela Europa, sobretudo apds a segunda Guerra Mundial (BENDIXEN, 1965; FERRER, 1979;
BURNY et al., 1988).

De acordo com Radostits et al. (2002), bovinos soronegativos criados com animais
soropositivos, num sistema de criagdo intensivo podem transmitir a doenga, entretanto, para
que isso ocorra, 0s animais devem estar a uma distancia pequena um do outro e muitas vezes
ter um contato intimo. Desse modo, a transmissdo através do contato das mucosas com
secre¢Bes parece desempenhar um papel secundério na difusdo da infeccdo (MORAES et al.,
1996).

Conforme ilustrado na Figura 2, a transmissdo horizontal é destacada por diversos
autores como sendo a principal via de propagacdo da LEB nos rebanhos, principalmente por
transferéncia iatrogénica, através de fomites, equipamentos utilizados durante o0s
procedimentos cirdrgicos, transfusdes sanguineas e em préticas de pré-imunizacdo ante a
Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), desde que possam transmitir linfocitos infectados com o
VLB de um animal doente para um animal sadio (DIGIACOMO, 1992; MORAES et al.,
1996; HUBNER et al., 1997; RADOSTITS et al., 2002; BIRGEL JUNIOR et al., 2006).

1. Contato direto.

2. Contato indireto.

3. Insetos hemat6fagos.

. Transmissdo transplacentdria.
5. Colostro e leite.

.

FIGURA 2. Esquema sobre os mecanismos de transmissdo da LEB.
Fonte: http://www.lookfordiagnosis.com
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A Comissdo Europeia que representa e defende os interesses da Unido Europeia (UE)
na sua globalidade emitiu um documento afirmando que os paises europeus Alemanha,
Austria, Bélgica, Chipre, Dinamarca, Eslovaquia, Eslovénia, Espanha, Finlandia, Franca,
Irlanda, Lituania, Luxemburgo, Paises Baixos, Reino Unido, Republica Tcheca e Suécia
apresentaram sorologia negativa e que ja obtiveram certificado de controle ou erradicacdo da
LEB e ndo importam animais sorologicamente positivos (JOHNSON & KANEENE, 1991;
GILLET et al., 2007), entretanto, relatérios da OIE (2011) mostram que paises como
Alemanha, Franca, Republica Checa, tidos como livres para a UE, apresentaram casos de
LEB entre os anos de 2010 e 2011. Além desses, paises como Hungria, Italia, Polonia,

Roménia e Russia se destacaram pela elevada incidéncia neste mesmo periodo (OIE, 2011).

A partir de abril de 2013, apds avaliacdo de documentacdo pela Comissdo Européia
(comissdo decisdo em 12 de abril de 2013), a provincia de Benevento na Italia e 24 regides

administrativas da Pol6nia foram consideradas oficialmente zonas livres de LEB.

Digiacomo (1992); Moraes et al. (1996) destacam que a transmissdo por inseminagao
artificial ainda ndo foi confirmada, mas € possivel que o sémen, contendo linfocitos infectados
possa servir como fonte do virus. Para Hopkins et al. (1988), a palpagdo retal com o uso de
luvas contaminadas com sangue, em novilhas soronegativas propicia risco na transmissao da

infeccao.

Evermann (1987) e Radostits et al. (2002) relataram que a transmissdo vertical
acontece de duas maneiras, sendo a primeira através da via placentaria, onde o VLB pode
infectar linfocitos fetais, caracterizando assim uma infeccdo intra-uterina de ocorréncia em até
20% dos casos de contagio, por estar associado a uma imunossupressdo temporéria, que
verifica-se na vaca durante a prenhez. A segunda foi reportada por Van Der Maaten et al.
(1981) e Lassauzet et al. (1991) mediante a ingestdo de colostro ou leite, pelo bezerro, que

contenha linfocitos infectados.

Em 1986, Shettigara et al. realizaram pesquisa em rebanhos bovinos na Europa com a
finalidade de avaliar o programa de controle e erradicacdo da LEB, a partir da deteccdo do
nivel de infeccdo no rebanho, utilizando-se a técnica IDGA. Como resultado, os autores
estabeleceram os pardmetros da taxa de prevaléncia da infecgdo na qual foi classificada de
acordo com o nivel de infeccdo em baixa (0-10%), média (11-30%) e alta prevaléncia
(>30%).
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Poeta et al. (2008) realizaram entre os anos de 1995 e 2005, em Portugal, um estudo
epidemioldgico constatando que houve diminui¢do na prevaléncia e incidéncia da LEB no
pais. Na Bélgica, entre os anos de 2007 e 2011 ndo foram registrados oficialmente casos de
LEB, e o pais praticamente erradicou a Leucose Enzodtica dos Bovinos de seus rebanhos,
onde taxas de prevaléncia como a encontrada por Mammericx et al. (1978), de 28,57%
(90/315), reduziram-se, atualmente, a indices praticamente nulos (OIE, 2011).

Nesses paises anteriormente citados, a reducéo foi alcangada, principalmente devido a
criagdo e execucdo de um plano de controle e erradicagdo da LEB, sendo caracterizado pelo
uso de normas profilticas adequadas, onde os animais infectados ou suspeitos eram isolados
ou sacrificados. (OIE, 2011).

Conforme relatos da OIE (2011), a LEB vem sendo registrada também em paises
asiaticos como lIran, Israel, Japdo e Coréia. A prevaléncia no Iran e Japdo estd em torno de
29% e 28%, respectivamente. Os pesquisadores Mohammadi et al. (2011); Murakami et al.
(2011) ressaltaram, em estudos realizados no Iran, a importancia da elevada densidade
populacional e precéria situacéo sanitaria dos rebanhos como fatores determinantes para uma

maior prevaléncia em relagdo aos rebanhos ndo submetidos a essas situagoes.

Na Ameérica Central, Ducreux et al. (1987) descreveram a ocorréncia da LEB em 34
rebanhos, sendo 30 de corte e quatro leiteiros, criados em propriedades situadas na Costa
Rica, obtendo um percentual de prevaléncia global de 2,5% (23/938), sendo 1,4% (13/902) e

27,8% (10/36), as taxas encontradas, respectivamente, no rebanho destinado ao corte e leite.

Na Ameérica do Sul, através de levantamentos soro-epimioldgicos, a ocorréncia da
LEB foi citada na Venezuela, Argentina, Colombia e Brasil. Marin et al. (1978) na
Venezuela, apresentaram um amplo estudo epidemioldgico, realizado em vérias regides do
pais, verificando uma taxa global de 34,3% (5.837/17.029), sendo de 49,1% (3.967/8.081), no
gado leiteiro e de 20,9% (1.870/8.948), no gado de corte.

Em 1981 Brunel et al. encontraram uma prevaléncia de 50,20% nos rebanhos
Argentinos, sendo bem maior que o obtido na Colémbia posteriormente por Pefia et al. (1985)
que foi de 14,47%.

No Brasil a origem da LEB se deu pela introducéo de animais infectados, procedentes
de areas enzodticas (paises da Europa, Estados Unidos e Canadd), nos rebanhos do Estado de
Minas Gerais, sendo disseminada, progressivamente, para outras regides (RANGEL &
MACHADO, 1943; SANTOS, 1959).
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Rangel & Machado (1943) reportaram no Brasil, o primeiro registro da LEB na forma
de linfossarcoma em quatro bovinos, cujas massas tumorais estavam localizadas no bago,

coragdo e ganglios.

Merkt et al. (1959) anos depois, publicaram a ocorréncia clinica da LEB em um
bovino pertencente a um rebanho no Rio Grande do Sul, sendo o diagndstico confirmado

pelos achados patologicos e o emprego da hematologia.

As primeiras evidéncias soroldgicas da infec¢do pelo VLB, nos rebanhos brasileiros,
através da IDGA foram iniciadas por Alencar Filho et al., no ano de 1979, em rebanhos

leiteiros criados em S&o Paulo, com taxa de prevaléncia de 60,0% (24/40).

Modena et al. (1983) estudaram em Minas Gerais a ocorréncia da infeccdo pelo VLB
em um lote de 40 vacas prenhes, com idade variando entre 18 e 35 meses, procedente de um
rebanho de 100 animais recém-importados dos Estados Unidos da América e Canada. Eram
animais importados com o objetivo de promover o melhoramento genético do rebanho
nacional, sendo 12,5% (5/40) reagentes ao antigeno glicoprotéico do VLB, no momento da
chegada ao Brasil e, cinco meses ap6s, mesmo mantidos em condi¢des de isolamento, o indice
de animais sororreagentes aumentou para 80,0% (28/35). Esse crescimento foi atribuido ao
longo periodo de incubacdo do VLB e consequente soroconversdo, de forma lenta, dos

animais infectados no pais de origem, antes da exportagao.

Birgel et al. (1982) afirmaram que na cadeia epidemioldgica da LEB infeccdo e
doenca representam 0 mesmo risco, aspecto este que torna os animais portadores do VLB,
além de fonte natural, agentes de alta infecciosidade e precursores da génese da Leucose

Enzootica em uma populagio de bovinos.

Passados alguns anos, Birgel et al. (1988), ao realizarem inquérito sorolégico para
avaliar a prevaléncia da infeccdo pelo VLB em bovinos leiteiros criados no Estado de S&o
Paulo determinaram taxas de prevaléncia de 52,6% (243/462) em amostras colhidas na bacia
leiteira de Campinas - S&o Paulo e 44,9% (774/1.722) provenientes de 16 municipios do

mencionado Estado.

Dois anos mais tarde, Birgel Junior et al. (1990) obtiveram 45,3% (393/868) como
taxa de prevaléncia global para a infecgdo pelo VLB em rebanhos bovinos da raga Jersey,
criados em diversos municipios paulistas, sendo em animais entre 24 a 48 meses de idade de
46,0% (81/176), nos com idade entre 48 e 72 meses de 65,0% (89/137) e nos maiores de 72
meses, 86,4% (108/125).
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D’Angelino (1991) em estudo delineado em quatro momentos, entre 0s anos de 1980 a
1989, avaliou o desempenho produtivo e reprodutivo de bovinos infectados e ndo infectados
pelo VLB, em um rebanho produtor de leite tipo B, em Campinas, Sdo Paulo. Nesse estudo a
prevaléncia global foi de 53,5% (523/978) de bovinos reagentes, destacando que vacas com
anticorpos anti-VLB apresentaram uma média diéria de producéo leiteira significativamente

menor (11%) quando comparadas com as ndo reagentes.

Na regido norte do Estado do Tocantins, Fernandes et al. (2009) examinaram 881
amostras séricas para determinar a soroprevaléncia da LEB em 38 rebanhos leiteiros, e
encontraram uma prevaléncia de 37% (326/881). A elevada prevaléncia observada, foi
considerada pelos autores consequéncia da reformulacéo pela qual os rebanhos leiteiros da
regido passaram para atender as exigéncias do mercado, e com isso houve uma expressiva e
negligente incorporacdo de animais de areas endémicas como Goids, S&o Paulo e Minas

Gerais, sem critérios sanitarios, o que favoreceu a disseminacéo do VLB.

Em 2010, Barros et al. realizaram estudo de soroprevaléncia da LEB em bovinos
leiteiros das racas Holandesa Preta e Branca, Jersey, Pardo-Suico e mesticos, criados na
regido metropolitana de Curitiba, onde em 268 amostras testadas pela prova de Imunodifuséo
em gel de Agar (IDGA), foram determinados 151/268 (56,34%) animais positivos, sendo que
0s animais mais velhos demonstraram um aumento estatisticamente significativo de
soropositividade, e 117/268 (43,66%) negativos. Nesse contexto, 0s pesquisadores
relacionaram a elevada prevaléncia da LEB a falta de programa de controle para a doenca e a
falta de informagdes de técnicos e produtores quanto aos prejuizos ocasionados pela infeccéo

do VLB em rebanhos leiteiros.

No Nordeste brasileiro, vérios autores tém demonstrando incessantemente através de
dados clinico-epidemioldgicos, a importancia da continuidade dos estudos sobre essa doenca
(TAVORA, 1990; ABREU, 1993; MELO, 1991; MELO, 1999; MATOS et al., 2005; MELO
et al., 2010, FERNANDES et al., 2011; GALINDO et al., 2013).

No Estado de Pernambuco, estudo retrospectivo a cerca da situagdo da LEB entre os
anos de 1991 e 2011, demonstrou uma prevaléncia de 24% (343/1.421) sendo considerada a
maior na regido Nordeste, e que demonstra o estado de enzootia em que a doenga Se encontra,
com serios riscos da perpetuagdo do VLB em seus rebanhos leiteiros (FERNANDES et al.,
2011). Nesse estudo também foi observado, que a dindmica da infec¢do apresentou-se estavel
entre 1991 (MELO, 1991) e 2003 (TENORIO, 2003), com taxas de 15% e 16%,
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respectivamente. Em seguida recrudesceu com taxas de prevaléncia de 33,4% (MENDES et
al., 2008) e 30,9% (MELO et al., 2010).

InvestigacBes epidemioldgicas vém caracterizando a capacidade de disseminagdo da
LEB em diversas regides do Brasil, através de diferentes metodologias de diagnéstico como

observadas no Quadro 1.

Autores Ano | UF | Amostras testadas Teste diagndstico Prevaléncia
Junior et al. 2013 | AL 341 IDGA 27,8%
Dias et al. 2012 | MG 82 PCR em tempo real 69,5%
Santos et al. 2011 | MA 920 IDGA 53,8%
Viana et al. 2011 | BA 81 IDGA 33,3%
Batista et al. 2011 | SE 270 IDGA 4,0%
Barros Filho et al. 2010 | PR 268 IDGA 56,3%
Fernandes et al. 2009 | TO 881 IDGA 37,0%
Matos et al. 2005 | BA 796 IDGA 41,0%
Gregory et al. 2004 | SP 40 PCR 90,0%
Camargos et al. 2003 | MG 65 PCR 61,5%
Mendes 2002 | PE 266 IDGA 14, 7%
Birgel et al. 1999 | AL 479 IDGA 9,6%
Molnér et al. 1999 | PA 721 IDGA 49,8%
Melo 1999 SP 799 IDGA 46,4%
Braga et al. 1998 | RS 3.430 IDGA 15,2%
Moraes et al. 1996 | RS 39.799 IDGA 9,2%
Melo 1991 PE 443 IDGA 15,1%
Abreu et al. 1990 | AC 1.060 IDGA 9,7%
Abreu et al. 1990 | RO 1.060 IDGA 23,0%
Simdes 1988 | PB 780 IDGA 8,3%
Romero e Rowe 1981 RJ 1.290 IDGA 54,3%
Alencar filho et al. 1979 | SP 1.013 IDGA 36,6%

QUADROL. Retrospectiva da ocorréncia da infeccdo pelo VLB no Brasil.

Batista et al. (2011) no Estado de Sergipe realizaram analise soroldgica de 270
bovinos criados no Sertdo, e constataram através do IDGA prevaléncia de 4,0% de animais

reagentes ao VLB.

Na década de 80 foi desenvolvida uma nova ferramenta de diagndstico, a partir de
estudos em biologia molecular, sendo denominada reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e
desde entdo por ser um método sensivel tem sido utilizada para a deteccdo de fragmentos
gendmicos de muitos genes de microrganismos em amostras clinicas, principalmente em
bovinos infectados pelo VLB, até entdo diagnosticados geralmente através da IDGA
(JAKOBS et al., 1992; KLINTEVALL et al., 1993).
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Gonzélez et al. (1999) detectaram DNA proviral aplicando metodologia modificada da
PCR (nested PCR) em novilhos experimentalmente infectados com pequenas doses de sangue
total (5ml) obtidas de um bovino BLV soropositivo. Segundo os autores, esta técnica, cujo
procedimento leva trés horas, demonstrou ser muito sensivel, uma vez que foi capaz de

detectar a presenca do DNA proviral duas semanas apos a inoculacéo.

Camargos et al. (2003) pesquisaram em amostras de 65 animais a presenca de
anticorpos anti-VLB, pela imunodifusédo em gel de agar (IDGA) e pela PCR, para detecgdo
direta do VLB. Os resultados demonstraram concordancia de 73,80% entre os dois testes,
onde quatro animais positivos na IDGA foram PCR negativos, enquanto 13 animais negativos
na IDGA foram positivos na PCR. A sensibilidade diagnostica obtida foi de 87% e a
especificidade diagndstica 62%. Os autores concluiram que A PCR desenvolvida pode ser
uma ferramenta complementar no diagndstico de infecgdes causadas pelo VLB, mas deve ter

sua sensibilidade diagndstica melhorada.

Gregory et al. (2004) analisaram comparativamente ao IDGA e ELISA, a
sensibilidade e especificidade de uma PCR em 40 amostras de sangue de bovinos criados no
Estado de Séo Paulo para a deteccdo de infec¢éo natural pelo VLB. O protocolo de nested
PCR padronizado, fundamentou-se na identificacdo de fragmentos de 340 pb e 444 pb do
DNA de VLB, produzidos pela utilizag&o de dois diferentes conjuntos de primers do gene env
proviral. Os resultados obtidos nas investigacdes em 40 amostras de sangue bovino mostraram
que 37 animais foram positivos para o VLB com ELISA, 36 com nested PCR e somente 25
com IDGA. Segundo os autores, a técnica nested PCR comparado com o0s testes soroldgicos,
mostra-se mais adequada para a detec¢do de bovinos infectados, com titulos de anticorpo anti-
VLB baixos, transientes ou ausentes. Além disso, concluiram que esse ensaio pode ser usado

para confirmar os resultados soroldgicos duvidosos ou a infec¢do em animais assintomaticos.

3.3 Aspectos clinicos na Leucose Enzootica Bovina

Ferrer (1979), Rebhun (2000), Leuzzi Junior et al. (2001) e Barros (2007) relataram
que o0s bovinos infectados pelo VLB podem se apresentar assintomaticos e sem alteracdo de
producdo quando comparados com 0s animais soronegativos, sendo que 5% a 10% dos
bovinos soropositivos para o VLB desenvolvem linfossarcoma, alteragdes estas apresentadas

nas Figuras 3, 4, 5 e 6 dos apéndices.
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Além disso, provoca uma série de manifestacdes clinicas, dentre elas, hipertrofia dos
linfonodos, exoftalmia, arritmia cardiaca e emagrecimento do animal. De ordem produtiva, ha
reducdo da producdo leiteira, condenacdo de carcagas, maiores custos com a reposi¢do de
animais, Obitos decorrentes da propria doenca e, sobretudo, inviabilizacdo da exportagdo de
animais (JOHNSON & KANEENE, 1991; LEUZZI JUNIOR et al., 2001; RADOSTITS et
al., 2002).

A infeccdo determinada pelo VLB implica numa diminuigdo da atividade das
imunoglobulinas, principalmente a IgM, contribuindo assim para que a resposta imune do
hospedeiro seja insatisfatoria (RADOSTITS et al.,, 2002). A Organizagdo Mundial de
Sanidade Animal (OIE, 2008), considerando o carater irreversivel da infeccéo pelo VLB, faz

referéncia @ LEB como doenga de notificacdo obrigatoria.

Ressalta-se ainda, a descricdo de Mendes (2009), na qual a agdo imunossupressora que
0 VLB estabelece no animal infectado, predispde ao surgimento de outras enfermidades, tal
como a tuberculose bovina, sendo um fato relevante a ser considerado nos programas de

controle e erradicagdo de doengas infecciosas.

Knuth e Volkmann (1916), Dobberstein (1934) reportam a resposta linfoproliferativa
do organismo a infecgdo, denominada linfocitose persistente, como alteracdo hematoldgica
associada a LEB, sendo conhecida desde o inicio do século. Tal conhecimento permitiu, a
partir da década de 50, o estabelecimento das chaves leucométricas (GOTZE et al., 1954). A
linfocitose persistente pode apresentar magnitude de até trés vezes aos valores absolutos de
linfécitos, considerando-se como base os padrfes de referéncia para a raga e 0 grupo etario
dos bovinos (INTERNATIONAL COMMITTEE ON BOVINES LEUKOSIS, 1968).

Muscoplat et al., (1974) admitiram que os linfdcitos infectados pelo VLB sédo
funcionalmente deficientes, quer do ponto de vista imunolégico ou metabdlico, ressaltando,
inclusive, uma hiperatividade de sintese dos linfocitos de vacas acometidas pela Leucose
Enzoodtica. Castro et al., (1988) afirmaram que bovinos soropositivos, com linfocitose

persistente, demonstram aneuploidia com aberra¢fes cromossdmicas dessas células.

Em 1990, Birgel Junior demonstrou que ha influéncia da infeccdo pelo VLB sobre o
leucograma de bovinos da raca Jersey, criados no Estado de S&o Paulo, caracterizada por um
quadro de leucocitose por linfocitose. Os valores da leucometria global (leucdcitos/mm?® de
sangue) em fémeas adultas clinicamente sadias variaram de 10.564/mm® (+1.647) a
11.643/mm? (+3597) e a linfometria de 6.857/mm?® (+1.326) a 8.120/mm? (+2.953). O autor
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também destacou, considerando o resultado da IDGA que a leucometria global foi
significativamente superior nos sororreagentes 15.285/mm?® (+7148), contra 0s ndo reagentes
(com valor médio de 11.704/mm?® +3.298). No que diz respeito & linfometria, os reagentes
com 12.359/mm? (£6.520), apresentaram os valores de seus linfcitos significativamente

maiores do que os nio reagentes ao VLB, que apresentaram 8.361/mm? (+2.901).

Em 1996, Melo et al. estudaram a influéncia dos fatores sexual e etario e
estabeleceram os valores referenciais do leucograma de uma populacdo de 133 bovinos
leiteiros, clinicamente sadios, criados no Agreste Meridional do Estado de Pernambuco.
Entretanto, nos animais sororreagentes para o VLB, os valores leucométricos das fémeas e
dos machos foram, respectivamente, 9.927/mm® (+316) e 10.142/mm® (+570), sendo os
valores linfocitarios/mm?® de sangue nas fémeas e nos machos, respectivamente, 6.106/mm®
(+67-201) e 6.728/mm? (+157-370).

A Tabela 1 representa os valores médios de leucdcitos e linfécitos em bovinos
sororreagentes para VLB em pesquisas realizadas no Brasil.

TABELA 1. Valores médios de leucocitos e linfécitos dos bovinos soropositivos

para VLB, considerados portadores de leucocitose por linfocitose.

Pesquisador Leucécitos/mm? Linfécitos/mm?®
Fernandes (2012) 18.600 (£ 6,5) 14.000 (+ 6,7)
Mendes (2002) 14.783 (+7,2) 10.628 (+6,4)
Garcia (1989) 19.505 (+8,9) 14.233 (+6,1)

Atualmente, a linfocitose persistente em bovinos infectados com o VLB vem sendo
considerada, por alguns autores, como uma estratégia do proprio retrovirus a fim de interferir
no processo de apoptose celular resultando na permanéncia do virus no hospedeiro
(GURTLER et al., 2009; ERSKINE et al., 2011).

Grimold et al. (1983) afirmaram que o aumento de linfocitos, associados a soro-
conversdo, poderia representar uma resposta linfoproliferativa benigna do organismo a
infeccdo, havendo relagdo destes resultados com avaliagbes histopatoldgicas, que
demonstraram, através da microscopia eletrénica, nos linfossarcomas, similaridade entre
células neopléasicas e células linfoides imaturas. Os autores ainda citam que essa resposta ou
reacdo orgénica do animal infectado e, conseqlientemente, a manifestacdo clinica, dependera
da condicdo imunoldgica individual e da localizacdo da tumoragdo, da velocidade de
crescimento e do grau de disseminagdo do processo neopléasico, ndo havendo modificacéo da

resisténcia organica com o aumento da idade.
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Os casos clinicos caracterizados por linfossarcomas tém ocorréncia significativamente
menor do que a relacionada com a taxa de prevaléncia dos animais que apresentam anticorpos
anti-VLB, descreveram-se inclusive, rebanhos infectados que nunca apresentaram casos de
linfossarcoma, podendo-se, entretanto, afirmar-se que até 10% dos bovinos infectados
desenvolvem neoplasias no decurso de suas vidas (FERRER, 1979; ALENCAR FILHO et al.,
1979; SAMAGH e KELLAR, 1982).

Barros (2007) ilustra que o aparecimento dos linfossarcomas nos bovinos adultos
ocorre geralmente num intervalo de quatro a cincos anos e sua disseminacdo se da para varios
orgdos, sendo mais comumente encontrados no figado, bago, medula éssea, linfonodos, trato
reprodutivo e trato respiratorio. Para Burny et al. (1988) e Schwartz e Levy (1994) o
desenvolvimento de tumores ndo é necessariamente precedido por uma fase de linfocitose

persistente, mas este € o caso em dois tergos dos animais.

Domenech et al. (2000), Azedo et al. (2008) e Azedo et al. (2011) ponderam que
apesar do tropismo do VLB pelos linfécitos B, ha indicios de que o virus também o tenha por
outras células do sistema imunoldgico, como as da linhagem mondcito-macréfago (HEENEY
et al., 1992; DOMENECH et al., 2000). Além da utilizacdo dessas células pelo virus como
reservatorio, foram identificadas alteracBes na atividade fagocitica e no metabolismo

oxidativo das mesmas, o que demonstra o comprometimento funcional deste grupo celular.

Assim, a resposta humoral e citotoxica tem inicio logo ap6s a infeccdo com a
perspectiva de intensificar-se e persistir durante toda a vida do animal, o que indica que o
sistema imune encontrar-se-4 permanentemente estimulado pelo VLB, tornando o animal
vulneravel; impossibilitando-o de responder a desafios imunoldgicos posteriores (BURNY et
al. 1988; USUI et al., 2006; MENDES, et al., 2008; ERSKINE et al., 2011).

3.4 Aspectos diagndsticos e de controle da LEB

O diagnostico da LEB é realizado através do exame fisico, dados epidemiolégicos,
citologia aspirativa, alteragdes linfoproliferativas, ELISA, IDGA e PCR (RADOSTITS et al.,
2002, CAMARGOS et al., 2003).

Durante muito tempo, os padrfes hematolégicos (leucocitose por linfocitose) foram
considerados como um importante aspecto clinico da Leucose Enzoltica dos Bovinos,

inclusive foi utilizado por diversos autores como primeira condi¢do clinica para diagnosticar a
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doenca quando na auséncia dos testes soroldgicos (DOBBERSTEIN, 1934, GOTZE et al.,
1954; MAMMERICKX et al., 1976; BIRGEL et al, 1982).

A IDGA e o0 ELISA sé&o considerados os testes de referéncia para a Organizacéo
Mundial de Saide Animal (OIE, 2008). A IDGA apresenta especificidade estimada em 99,8%
e sensibilidade em 98,5%, sendo considerada uma técnica segura e precisa para detectar a
infeccdo pelo VLB, no entanto, ndo é capaz de identificar anticorpos neutralizantes na fase
inicial da doenca (RADOSTITS et al., 2002). A sensibilidade superior do ELISA em relacéo a
IDGA para amostras séricas agrupadas permite a detec¢do de anticorpos nos rebanhos com

prevaléncia menor que 1%.

Entretanto, a Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) vem cada vez mais, sendo
considerada uma ferramenta Util na deteccdo de animais devido a caracteristica de identificar
animais positivos na fase inicial da infeccdo, portanto, a PCR, atualmente, representa uma
nova ferramenta de diagndstico da LEB (CAMARGOS, 2001).

A PCR ¢é uma técnica desenvolvida pelo geneticista Kary Mullis em 1983, que permite
a amplificacdo de &cidos nucléicos, utilizando-se uma reacdo enzimética catalizada por uma
polimerase (tag-polimerase, enzima termoestavel extraida da bactéria Thermus aquaticus),
cuja atividade depende de ions Magnésio. Envolve ciclos multiplos de um processo que pode
ser realizado com um tubo de plastico de microcentrifuga contendo uma reacdo com uma
mistura de tampdes, nucleotideos, primers, a Tag-polimerase e uma amostra de DNA molde.
A seguir descré-se a etapas da PCR (WHITE, 1993).

Diante dos aspectos etiopatogénicos da LEB, ndo existe tratamento, porém vérias
pesquisas estdo em desenvolvimento buscando formas de se combater essa doenca
(RADOSTITS et al., 2002). Para isso, é necessario diminuir os riscos de difusdo da
enfermidade, com uma série de medidas que devem ser adotadas (REBHUN, 2000). O
comércio de bovinos deve ser controlado de modo que so transitem animais de uma regido
para outra, aqueles que estiverem livres da doenca certificados por drgdos competentes
(FERNANDES et al, 2011).

As técnicas de manejo, quando empregadas de forma inadequada podem constituir um
meio para a propagacdo da doenca, assim sendo, os fomites, tais como, agulhas e
instrumentos cirurgicos ndo podem ser utilizados em animais soropositivos e depois serem

empregados em bovinos soronegativos. Se os mesmos aparelhos forem ser usados em outro
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bovino, € necessario realizar a lavagem e desinfeccdo desses materiais para se evitar a

transmisséo da doenca para animais aparentemente sadios (DIGIACOMO, 1992).

Diversos autores citam como medidas de controle e profilaxia, testar o rebanho a cada
trés a seis meses até que todos os animais positivos sejam identificados, ordenhar os animais
soronegativos antes dos soropositivos, utilizar desinfetantes eficazes na aparelhagem da
ordenhadeira mecénica ap06s a ordenha dos animais reagentes, nunca utilizar instrumentais
veterinérios utilizados no rebanho positivo em animais do rebanho negativo sem prévia
desinfec¢do, instituir um banco de colostro na propriedade, promover pela bezerrada recém
nascida, a ingestéo de colostro de vacas soropositivas desde que este colostro seja submetido
previamente a aquecimento a 56°C, durante 30 minutos, manter vigilancia epidemioldgica do
rebanho através de exames soroldgicos anuais, combater os insetos hemat6fagos que possam
transmitir o VLB, bem como, em caso de Programas de Erradicacdo da LEB, recomenda-se a
eliminacdo suméria de todos os animais com sorologia positiva, além da aplicagdo das
medidas supracitadas, que visam a manutengdo de rebanhos livres (MELO, 1991,
DIGIACOMO, 1992; REBHUM, 2000; RADOSTITS et al, 2002; AGOTTANI et al. s/d).

3.5 Beta 2-microglobulina (p2-M)

A Beta 2-microglobulina (B2-M) é uma glicoproteina de peso molecular
correspondente a 11800 déaltons, com homologia de sequéncia com as imunoglobulinas, sendo
referida como marcador tumoral presente em varios tipos celulares, principalmente os
linfcitos, integrada ao complexo maior de histocompatiblidade classe | (MHC-I), atuando
como um indicador de linfossarcoma no ser humano (BERNIER, 1980; PIANTINO et al.,
1986; BERG et al., 2008; ALMEIDA, 2009).

Os marcadores tumorais ou marcadores bioldgicos sdo macromoléculas, presentes no
tumor, no sangue ou outros liquidos organicos, cujo aparecimento e/ou alteragdes em suas
concentragdes estdo relacionados com a génese e o crescimento das células neoplésicas
(CAPELOZI, 2001). Li et al. (2012) descrevem que em circunstancias normais, mais de 99,9

% da 32-M é reabsorvida nos tibulos proximais dos rins, sem metabolizacéo.

Na medicina humana, os principais marcadores tumorais reconhecidos sdo o PSA
(antigeno prostéatico especifico), MCA (antigeno mucoide associado ao carcionoma), B-HCG
(gonadotrofina coribnica humana), lactato desidrogenase (LDH) e p2-M. Esses marcadores

podem ser Uteis no manejo clinico dos pacientes, auxiliando no diagnéstico, na avaliagdo da



30

resposta terapéutica, deteccdo de recidivas e estabelecimento do prognostico (CAPELOZI,
2001).

Azenha et al. (2011) avaliaram amostras de sangue de 35 cées portadores de diferentes
tipos de neoplasias, pela determinagdo sérica do marcador bioldgico lactato desidrogenase
(LDH). Os resultados demonstraram elevagdo na concentracdo sérica dessa enzima em
pacientes portadores de neoplasias malignas e benignas, quando comparados aos niveis dessa
enzima em cdes sadios, porém, ndo houve diferenca significativa entre os grupos de

neoplasias benignas e neoplasias malignas.

A B2-M sérica foi usada pela primeira vez em 1983, como teste prognostico do cancer
da medula dssea em humanos (DURIE et al., 1990; BATAILLE et al., 1992). Conforme
Wierda et al. (2009) a $2-M apresenta significado prognostico nas doengas linfoproliferativas
cronicas, sendo que o aumento desta proteina reflete uma doenca mais agressiva e com maior

carga tumoral.

Rodriguez et al. (1988) utilizando-se da técnica de Radioimunoensaio - RIA em fase
solida determinaram a concentracdo sérica da 2-M em pacientes humanos saudaveis (1,34 +
0,34ug/ml), todavia, a concentracdo sérica em pacientes com leucemia linfatica aguda foi
3,37ug/ml. Os autores ainda concluiram que os niveis séricos de f2-M sdo Uteis em pessoas

com neoplasia hematoldgica, na avaliacdo da evolugdo da doenca e da massa tumoral.

Morfeldt-Manson et al. (1988) e Lifson et al. (1992) afirmaram que em pessoas
infectadas com HIV, os niveis séricos elevados de 2-M correlacionam-se com a progressao
para a SIDA, enquanto que nas malignidades hematoldgicas, conforme Bataille et al. (1984),
a B2-M é considerada de pouca utilidade no progndstico. Em contrapartida, Avilés et al.
(1993) reportam que em pacientes humanos com a presenga de linfoma difuso tratados com
quimioterapia, a presenca de altos niveis séricos de $2-M tem sido considerada como um fator

de mau prognastico.

Xie et al. (2003) sugeriram apos estudos em pacientes humanos que niveis elevados de
B2-M podem ser prejudiciais para o sistema imunitario, principalmente pela reducdo na
capacidade de apresentacdo de antigenos e comprometimento da resposta dos linfocitos T. O
mesmo estudo também reporta que altos niveis de p2-M pode promover a sobrevivéncia e

crescimento de tumores através de citocinas tais como IL -6 e IL -10 produzido pelas células.

Galindo et al. (2013) estabeleceram os valores de referéncia da 32-M em 50 animais

de uma populagdo de bovinos clinicamente sadios, criados em propriedades estabelecidas no
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Estado de Sergipe, obtendo a concentracdo media da p-M de 1,32+0,52ug/ml com intervalo
de confianga de [1,17 a 1,47]. Na faixa etéria até 48 meses de idade foi de 1,28+0,57ug/ml
[1,03 a 1,54] e acima de 49 meses 1,35+0,49ug/ml [1,16 a 1,54].

Kunugiyama et al. (1996) utilizando a técnica de Radioimunoensaio (RIA) obtiveram
em 26 vacas sadias a concentragdo sérica da p2-M de 2,87+ 0,45ug/ml com intervalo de
confianca de [1,88 a 3,63]. Em estudo com 31 cées sadios, Nakajima et al. (2001)
determinaram a concentracdo de 32-M no plasma e obtiveram a média de 1,82 +0,57ug/ml.
Em humanos sadios é reportada por Sugimura et al. (1987) uma concentragdo sérica,

mensurada por RIA de 1,12+0,27pg/ml.

Na literatura consultada ha referéncias sobre pesquisas envolvendo a correlagdo da
concentragdo da B2-M e sua capacidade de interferir no estado imunitério de pessoas
acometidas por enfermidades retrovirais, linfoproliferativas ou viroses oncogeénicas,

entretanto, ndo séo citadas informagdes em bovinos infectados pelo VLB.

Portanto, para a aplicacdo de medidas de profilaxia no rebanho, as pesquisas em
bovinos com a determinagdo da concentracdo da [,-M devem ser consideradas igualmente
relevantes aos estudos que foram realizados em humanos, principalmente nas infecgdes por
retrovirus e viroses oncogénicas (ALRAYES & ALBASET, 2003).
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Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa tese sera
apresentada no artigo intitulado “ESTUDO COMPARATIVO ENTRE OS METODOS IDGA
E PCR NO DIAGNOSTICO DA LEUCOSE ENZOOTICA EM BOVINOS LEITEIROS
CRIADOS NO ESTADO DE SERGIPE” (manuscrito), que se encontra doravante anexado.
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RESUMO

Na buiatria, os estudos tém se intensificado para a identificacdo da verdadeira magnitude da
propagacao do Virus da Leucose Bovina (VLB), nos rebanhos nacionais. Assim, objetivou-se
com esse trabalho comparar uma reagédo em cadeia da polimerase (PCR) baseada na regido de
repeticdes terminais longas (LTR) com a imunodifusdo em gel de &gar (IDGA), na
identificacdo de bovinos portadores do VLB. Das 301 amostras analisadas pela IDGA e PCR,
234 (77,7%) apresentaram resultados concordantes, e o indice kappa definido como aceitavel.
A PCR apresentou indice de sensibilidade de 89,5%, especificidade 76,0%, valor preditivo
positivo 35,1% e valor preditivo negativo 98,0%. Os resultados permitem concluir que a PCR
foi eficaz na deteccdo de bovinos infectados pelo VLB, em propriedades do Estado de
Sergipe. Dessa forma, quando da elaboragéo de programa de controle da LEB sugere-se que a
PCR seja utilizada como teste confirmatorio, visto que o valor preditivo negativo foi elevado.

Palavras-chave: leucemia, biologia molecular, doenca infecciosa, testes diagndsticos.

ABSTRACT

In Buiatria, studies have intensified to identify the true magnitude of the spread of Bovine
Leukosis Virus (BLV) in the national herd. Thus, the aim of this work was to compare a the
polimerase chain reaction (PCR) based in the region of long terminal repeat (LTR) with
agarose gel immunodiffusion (AGID), the identification of cattle carrying the VLB. Of 301
the samples tested by AGID and PCR, 234 (77,7%) showed concordant results, with kappa
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index defined as acceptable. The PCR showed sensitivity index of 89.5%, specificity 76.0%,
positive predictive value 35.1% and negative predictive value 98.0%. The results showed that
the PCR was effective in detecting cattle infected with BLV, properties established in the
State of Sergipe. Thus, when devising control program LEB suggests to use PCR as a test
confirmatory, because the negative predictive value was high.

Keywords: leukemia, molecular biology, infectious disease, diagnostics tests.

INTRODUCAO

Conforme as normas da Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (OIE, 2011), a
preocupacdo com as doencas infecciosas é constante e a Leucose Enzoética dos Bovinos
(LEB) merece destaque em decorréncia dos prejuizos econdmicos resultantes do descarte de
bovinos sororreagentes ou com linfossarcoma, além da restricdo ao comércio internacional
dos animais ou mesmo sémen e embrides.

A LEB é uma doenca infectocontagiosa, de evolugdo cronica, etiologia retroviral e
expressiva sintomatologia clinica. Sua patogenia envolve altera¢bes na atividade do sistema
linfoide, caracterizada por marcante linfocitose persistente e proliferacdo orgéanica de massas
neoplasicas (D'Angelino, 1991).

Neste contexto, estudos tém sido propostos com a intengdo de melhorar a
produtividade, aliada ao aprimoramento da qualidade sanitéria do rebanho, visando a
elucidacdo e implementacdo de medidas estratégicas a profilaxia de possiveis enfermidades
que comprometem a producdo (Del Fava e Pituco, 2004), a exemplo da LEB.

Atualmente, o diagnostico laboratorial da doenca € realizado pelos testes indiretos, tais
como a imunodifusdo em gel de agar (IDGA) considerada por muitos anos a prova de elei¢éo
por sua alta especificidade, sensibilidade e por ser de baixo custo e 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA), para deteccdo de anticorpos séricos contra as proteinas virais gp51 e p24 (Miller e
Van Der Maaten, 1977; Shettigara et al., 1986; Reichel et al., 1998; Matos et al., 2005).

Entretanto, quando se pretende investigar doengas infecciosas de impacto na salde
animal € imprescindivel aplicacdo de testes que detectem precocemente a infeccdo nos
animais (Astudillo e Kantor, 1981). Por isso, a importancia da biologia molecular, através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ao identificar animais infectados, principalmente na
fase inicial (Camargos, 2001).

No Nordeste brasileiro, estudos retrospectivos de prevaléncia acerca da situagédo da

LEB na regido, foram realizados por vérios pesquisadores utilizando apenas a técnica da
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IDGA (Tab. 1), onde, através dos dados clinico-epidemioldgicos ficou demonstrada a

importancia da continuidade de pesquisas sobre essa insidiosa doenga.

Tabela 1. Retrospectiva da ocorréncia do VLB no nordeste brasileiro.

Autores Ano UF  Amostras testadas Teste diagnostico  Prevaléncia
Junior et al. 2013 AL 341 IDGA 27,8%
Fernandes et al. 2011 PE 1421 IDGA 24,00%
Santos et al. 2011 MA 920 IDGA 53,80%
Batista et al. 2011 SE 270 IDGA 4,07%
Viana et al. 2011 BA 81 IDGA 33,30%
Mendes et al. 2011 PE 662 IDGA 32,20%
Matos et al. 2005 BA 796 IDGA 41,00%
Birgel et al. 1999 AL 479 IDGA 9,60%
Melo 1991 PE 443 IDGA 15,10%
Simoes 1988 PB 780 IDGA 8,30%

Todavia, no Estado de Sergipe, o Unico estudo registrado para detecgdo de bovinos
portadores do Virus da Leucose Bovina (VLB) foi realizado através da técnica da IDGA
(Batista et al., 2011). Portanto, a auséncia de referéncia na literatura empregando-se a PCR no
diagndstico da LEB faz com que os resultados obtidos nesta pesquisa possam servir de divisor
na aplicacdo de novas ferramentas de diagnostico da presenca de bovinos infectados pelo
VLB, direcionando a novas perspectivas quanto a implementacéo do controle dessa doenca.

Assim, objetivou-se com esse trabalho, comparar os resultados obtidos entre a PCR
baseada na regido de repeticOes terminais longas (LTR) e a IDGA, na deteccdo de bovinos
naturalmente infectados pelo VLB, criados em propriedades sediadas nas trés Mesorregides

que caracterizam morfoclimaticamente o Estado de Sergipe: Agreste, Leste e Sertéo.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo do experimento foram utilizados bovinos provenientes de 11
propriedades, com aptiddo leiteira e apresentando similaridade do sistema de producéo e das
condicbes edafo-climaticas, onde permaneciam os animais. As propriedades eram localizadas
nos municipios de Aracaju, Itaporanga d’Ajuda, Sdo Cristovao, Muribeca, Campo do Brito,
Aquidabd, Pinhdo, Nossa Senhora da Gloria e Ribeiropolis pertencentes ao Estado de Sergipe.

A amostragem foi por conveniéncia, constituido por 20% do rebanho de cada
propriedade (Sampaio, 2010), totalizando 301 bovinos, fémeas, mesticas da raca Girolando
(Bos taurus indicus), com faixa etaria entre dois e 12 anos, criadas em regime semi-extensivo.

Amostras de sangue foram obtidas por meio de venopuncdo jugular, identificadas e
acondicionadas em tubos estéreis com o anticoagulante Acido Citrato Dextrose (ACD) e
mantidas em refrigeracdo (entre 2 e 8°C), para posterior extragio do DNA gendmico e

realizacdo da PCR. Outra aliquota do sangue foi colocada em tubos estéreis, sem
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anticoagulante, centrifugado, para obtencdo do soro, que foi acondicionado em tubos
eppendorfs, refrigerado a -20°C, até a realizacdo da IDGA (Birgel e Benesi, 1982).

As amostras foram submetidas as analises da IDGA, no Laboratério Clinico de
Animais de Producdo (LACAP), da UFRPE. Empregou-se a técnica Radial Dupla de
Ouchterlony, que se presta para detec¢do de anticorpos séricos especificos anti-VLB, através
de um substrato de difusdo gelatinoso, utilizando o antigeno glicoprotéico (gp51), extraido do
envelope do VLB (TECPAR®). A leitura das placas foi realizada 72 horas ap6s a montagem
do sistema, com a incidéncia de luz artificial em sua porcéo inferior da placa de Petri, sendo
consideradas sororreagentes as amostras que apresentavam linha de precipitacdo na zona de
contato antigeno-anticorpo, idénticas as estabelecidas entre os pogos controle e antigeno
(Miller e Van Der Maaten, 1977).

O DNA gendmico foi extraido no Laboratério Genoma / UFRPE, utilizando-se o kit
de extracdo Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®), seguindo-se protocolo
fornecido pelo fabricante.

Posteriormente, as amostras de DNA foram submetidas a uma mistura da PCR,
utilizando primers BLV-LTR256 (5’-GAG CTC TCT TGC TCC CGA GAC-3’) e BLV-
LTR453 (5’-GAA ACA AAC GCG GGT GCA AGC CAG-3’) especificos para a regido LTR
dos Retrovirus, 0,5U “GoTaq® Hot Start Polymerase™ (Promega®) e 200ng de DNA (Konnai
et al., 2006).

As condicOes de ciclagem da PCR convencional foram: 94°C por cinco minutos,
seguidos de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, anelamento & 65°C por 30 segundos e extenséo
a 72°C por 30 segundos, seguidos de uma extensdo adicional a 72°C por dois minutos. As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, coradas com Blue Green.
O tamanho dos fragmentos obtidos da PCR foi de aproximadamente 200pb. De forma a
garantir a confiabilidade dos resultados foram utilizadas amostras controle (positiva e
negativa), previamente testadas através da IDGA, técnica consolidada e reconhecida pela OIE
como padréo no diagndstico da LEB.

Para a andlise dos dados foram utilizadas frequéncias absolutas e percentuais, bem
como os parametros probabilisticos de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP), valor preditivo negativo (VPN), valor da acuracia e indice Kappa (k) como

ferramentas de verificacdo da concordancia entre os testes diagndsticos (Zar, 1996).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 301 amostras analisadas 38 (12,62%) foram soropositivas (Tabela 2), e dos 11
rebanhos bovinos examinados, sete (63,63%) contribuiram ao menos com um animal positivo,
demonstrando a disseminacdo da doenca na populacdo estudada. A Figura 1 representa a
leitura efetuada das amostras. Conforme Shettigara et al. (1986), a frequéncia de animais
soropositivos para 0 VLB de 12,62% é considerada intensidade média. Nesse contexto, nota-
se a necessidade de intervencdo com medidas sanitarias de controle, para prevenir a

disseminacdo do virus, e evitar perdas produtivas na bovinocultura.

Tabela 2. Resultado do teste de imunodifusdo em gel
de agar (IDGA).

Bovinos Frequéncia
Soropositivos 38 (12,62%)
Soronegativos 263 (87,38%)
Total 301 (100,0%)

Figura 1. Resultado da leitura da reagdo de
precipitacdo da IDGA. Ag: antigeno; CP:
soro controle positivo; P: amostra
positiva e N: amostra negativa.

Estudos tém demonstrado variacGes nas taxas de prevaléncia desta infecgdo entre
diferentes regides demograficas, justificada pelas diferentes formas de manejo, tipo racial e
tecnologias empregadas de amostragem (Birgel et al. 1999; Mendes et al. 2011). Contudo um
estudo efetuado na Mesorregido do Sertdo Sergipano encontrou uma a taxa menor de
prevaléncia (4,07%) em relagdo a taxa do presente estudo. Tal diferenga pode ser em

decorréncia da interferéncia das condi¢Ges edafo-climaticas que definem as caracteristicas de
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producdo de bovinos no Sertdo e a auséncia de pratica de tecnificacdo do manejo (Melo,
1991; Barros et al., 2007).

Apesar dos valores encontrados serem abaixo dos levantamentos soroldgicos
realizados na Bahia por Viana et al. (2011), com 33,3% de bovinos sororreagentes, e Mendes
et al. (2011) com 32,3% de bovinos soropositivos em Pernambuco, a cronologia dos
levantamentos epidemioldgicos ja realizados no Estado de Sergipe reporta a disseminacgdo da
LEB nos rebanhos. Esses dados também sinalizam para uma situacdo de alerta quanto as
implicacdes na produtividade dos rebanhos leiteiros.

Considerando o resultado das 301 amostras analisadas pela PCR, 32,22% (97/301)
foram positivas. Este resultado demonstra que a PCR detectou uma frequéncia maior de
bovinos infectados pelo VLB no Estado de Sergipe, em comparagdo a taxa de prevaléncia
anteriormente obtida (4,07% ou 11/270), utilizando a técnica da IDGA (Batista et al., 2011).
Todavia, os resultados obtidos sdo inferiores a estudos realizados em Minas Gerais ao se
detectar o DNA proviral em 61,53% (40/65) de bovinos infectados pelo VLB através da PCR
convencional (Camargos et al., 2003), Dias et al. (2012), que encontraram 69,51% (57/82) de
bovinos positivos com o emprego da PCR em tempo real. Essa diferenca pode ser explicada
pelo fato da PCR apresentar menor sensibilidade e maior suscetibilidade a contaminagdes em
comparagdo a PCR em tempo real (Kubista et al., 2006; Dias et al., 2012). Na Figura 2, pode
ser percebido o resultado da eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

- e ww

=15 o147 18 19 20

Figura 2. Amplificagéo das amostras VLB em gel agarose a 1,5%, corado
com marcador Blue Green. Canaleta L: marcador do tamanho
molecular; canaletas 3, 4, 5, 8, 10, 11, 18 e 20: amostras
positivas; canaletas 1, 2, 6, 7, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 19:
amostras negativas; canaleta P: controle positivo; canaleta B:
controle negativo.
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Os primers empregados, segundo a metodologia de Konnai et al. (2006), para detectar
0 DNA proviral em amostras de sangue, através da amplificacdo da regido LTR do gene VLB
parecem ter demonstrado eficiéncia para se identificar bovinos infectados nesse estudo. Esses
resultados alcangados atraves da biologia molecular servem como divisor na aplicacdo de
novas ferramentas de diagndstico de bovinos portadores do VLB no Estado de Sergipe.

Na Tabela 3, verifica-se o resultado dos testes diagnosticos, onde 81,8% (9/11) dos
rebanhos analisados apresentaram animais positivos para ambos os testes, porém em dois
rebanhos foram identificados animais positivos apenas pela técnica da PCR, ao tempo em que
ndo foi detectada positividade em dois outros rebanhos por ambos os métodos. A diferenca
encontrada nos rebanhos onde apenas a PCR detectou amostras positivas pode estar associada
a deteccdo de anticorpos anti-VLB através da IDGA que é verificada a partir do 28° da
infeccdo (KLINTEVALL et al, ,1994).

Tabela 3. Distribuicdo das frequéncias de bovinos reagentes a IDGA e PCR para a LEB,
em rebanhos de bovinos leiteiros criados no Estado de Sergipe.

Leucose Enzodtica Bovina

Rebanho  Municipio IDGA PCR

Positivos (%0) Positivos (%0) EOU?I de

ovinos
1 Aracaju 2 (25.0) 4 (50,0) 08
2 Itapqranga 0(0,0) 2 (22.,2) 09
3 Muribeca 8 (23,5) 10 (29,4) 34
4 S&o Cristovdo 0 (0,0) 0(0,0) 23
5 Nossa Senhora da Gléria 0 (0,0) 0 (0,0) 26
6 Nossa Senhora da Gldria 2 (13,3) 5(33,3) 15
7 Campo do Brito 16 (40,0) 17 (42,5) 40
8 Pinhdo 0(0,0) 6 (23,1) 26
9 Nossa Senhora da Gléria 2(22,2) 4 (44,4) 09
10 Aquidaba 5(6,6) 37(48,7) 76
11 Ribeiropolis 3(8.) 12(343) 35
Total 38 (12,6) 97 (32,2) 301

Desse modo, ao se analisar o resultado da frequéncia da PCR e IDGA, houve maior
identidade de animais positivos pela PCR (Tab. 4). Essa diferenca pode ser elucidada pela
presenca de fatores que influenciem a sensibilidade do teste IDGA, tais como, o periodo
Necessario a soro-conversio ou por imunossupressio no periparto (DE BOER et al., 1987;
EAVES etal., 1994; KLINTEVALL et al., 1994).



55

Tabela 4. Avaliagdo da PCR em relacdo a IDGA no diagnostico da LEB.

. . IDGA (padréo ouro)
Felba eteria Positivo Negativo |
meses Tota
( ) PCR N n
Grupo total Positi\_/o 34 63 97
Kappa = 0,39 Negativo 4 200 204
’ Total 38 263 301

A sensibilidade foi 89,5%, enquanto a especificidade foi de 76,0%, estando o0s
resultados proximos aos encontrados por Camargos et al. (2003), onde a sensibilidade
diagndstica obtida foi de 87% e a especificidade 62% pela PCR. Ainda, em relacdo a
sensibilidade, observou-se um resultado considerado baixo, mas este fator pode estar
relacionado & menor quantidade de carga viral nos linfécitos infectados (Eaves et al., 1994;
Reichel et al., 1998).

O valor preditivo positivo (VPP) foi baixo, igual a 35,1%; e o valor preditivo negativo
(VPN) 98,0%. A acuracia foi 77,7%, estando de acordo com os valores de concordancia entre
a PCR e IDGA relatados por Dittrich (2004), que foi 62,0% e Camargos et al. (2003) 73,8%.
O VPN alto observado demonstra uma alta capacidade da PCR na classificacdo de amostras
negativas para a infeccdo pelo VLB, estando de acordo com os estudos de Dias et al. (2012).

Contudo, o VPP baixo, pode precipitadamente demonstrar que a PCR identificou uma
quantidade maior de animais falso positivos. Entretanto, tal resultado pode estar relacionado
com a menor frequéncia de bovinos sororreagentes ao VLB detectada pela IDGA na presente
pesquisa. Assim, esse estudo corrobora com Naif et al. (1992); Klintevall et al. (1994);
Camargos et al. (2003); Dias et al. (2012), ao discutirem que a frequéncia de animais
infectados pelo VLB detectados utilizando-se & IDGA, pode ndo caracterizar a real situagao,
em decorréncia da influéncia de aspectos como periodo de infecgdo, ou em bovinos com
baixos titulos de anticorpos.

Dessa maneira, a presente pesquisa também se identifica com as discussdes dos autores
Kubista et al. (2006) e Dias et al. (2012), de que a PCR tornou-se mais acessivel
economicamente devido ao aprimoramento da técnica, variedade de reagentes e aparelhos no
mercado. Entretanto, essa tecnologia ainda estd distante de ser aplicada na rotina das
investigacOes epidemioldgicas, principalmente pela caréncia de laboratorios especializados e

profissionais qualificados.
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CONCLUSOES

Conclui-se que a metodologia aplicada para PCR foi eficaz na deteccdo de bovinos
infectados pelo VLB no Estado de Sergipe, apresentando uma maior taxa na identificagcdo de
animais positivos e melhor capacidade de classificagdo dos negativos em comparagdo aos
resultados da IDGA. Assim, na elaboragéo de programas de controle de LEB sugere-se que a

PCR seja utilizada como teste confirmatorio, visto que o valor preditivo negativo foi elevado.
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6. ARTIGO CIENTIFICO II

Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa tese sera
apresentada no artigo intitulado “APLICABILIDADE DA CONCENTRACAO SERICA DA
B2-MICROGLOBULINA COMO RECURSO DIAGNOSTICO DA EVOLUCAO DA
INFECCAO PELO VIRUS DA LEUCOSE BOVINA” (manuscrito), que se encontra
doravante anexado.
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RESUMO

A Beta 2-microglobulina (2-M) é um dos principais marcadores utilizados na medicina
humana para identificagdo do grau da infeccdo por retrovirus e estadiamento de tumores. No
entanto, na Medicina Veterinaria ha pouco relato da sua aplicabilidade. Assim, tendo em
vista, a acdo patogénica do Virus da Leucose Enzodtica Bovina (VLB) e sua repercusséo
econdmica e sanitéria, este trabalho objetivou avaliar a utilidade da concentracdo sérica da p2-
microglobulina associada as alteragdes leucométricas como recurso de diagndstico da
evolucdo da infeccdo pelo VLB. Para a realizagdo desse estudo 301 amostras séricas de vacas
mesticas, com faixa etéria acima de 24 meses, criadas em propriedades situadas no Estado de
Sergipe foram testadas para detectar anticorpos anti-VLB (Virus da Leucose Bovina) através
da imunodifusdo em gel de agar, onde a partir dos resultados foram formados dois grupos
aleatorios de 30 animais cada, denominados VLB-positivos e VLB-negativos a fim de
quantificar a concentracdo da B2-microglobulina através da técnica ELISA. A concentracdo
da B2-M nas 60 amostras analisadas foi mais elevada no grupo de bovinos soropositivos para
0 VLB, no entanto, a diferenga significativa ndo foi registrada. O resultado da correlacéo das
60 amostras entre a leucometria total ¢ $2-M no grupo soropositivo foi - 0,078 (p=0,681) e -
0,042 (p=0,826) no grupo negativo. Os valores relativos & quantidade de linfécito/mm?® com
2-M foi - 0,200 (p=0,289) no grupo soropositivo e 0,172 (p=0,363) no grupo soronegativo,
isto é, as correlagdes foram baixas e ndo significativas. Assim, este trabalho demonstrou que a
concentracdo da [32-M na populagéo estudada, ndo sofreu influéncia da infeccéo pelo VLB,
bem como nédo houve correlacéo entre essa proteina e 0s pardmetros leucométricos vinculados
a acdo patogénica do virus.

PALAVRAS-CHAVE: doenca infecto-contagiosa, marcador bioldgico, imunidade.
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ABSTRACT

Beta 2-microglobulin (B2 -M) is one of the main markers used in human medicine for
identification the degree of retrovirus infection and staging of tumors. However, in veterinary
medicine there are few reports of its applicability. Thus, in view of the pathogenic action of
Enzootic Bovine Leukosis Virus (BLV) and its economic and health impact, this study aimed
to evaluate the usefulness of serum concentration of B2-microglobulin associated with
leucocytes parameters as diagnostic feature of the evolution of the infection by VLB. To
conduct this study 301 serum samples from crossbred cows, aged over 24 months, raised on
properties located in the State of Sergipe were tested to detect the BLV by agar gel
immunodiffusion, and from the results two groups of 30 animals each at random, and these
group were named BLV-positive and BLV-negative in order to quantify the concentration of
2-microglobulin using ELISA. The concentration of f2-M in 60 samples was higher in
seropositive for BLV cattle, however, a significant difference was not significant. The result
of the correlation between the 60 samples of total leukocyte and 2 -M in the seropositive
group was - 0.078 (p = 0.681) and it was - 0.042 (p = 0.826) in the negative group. The value
for the number of lymphocytes/mm3 in with 2 -M was - 0.200 (P = 0.289) in the seropositive
group and 0.172 (p = 0.363) in the seronegative group, and the correlations were low and not
significant. Thus, this study demonstrated that the concentration of f2 -M in the study
population used was not affected by infection with BLV, and there was no correlation
between this protein changes and leukocyte parameters linked to the pathogenic action of the
virus.

KEYWORDS: infectious disease, biomarker, immunity.
INTRODUCAO

O Estado de Sergipe apresenta uma populagéo de bovinos estimada em 1,17 milhGes
de cabegas (IBGE, 2010), e para garantir a manutengdo do crescimento, a preocupagéo com as
doengas infecciosas deve ser constante (OIE, 2008). Nesse contexto, 0s exames laboratoriais
sdo importantes no diagndstico ou na avaliagdo da condicdo organica dos bovinos, tendo em
vista a possibilidade da doenga n&o estar sendo percebida clinicamente, conferindo alto risco
de disseminacdo no rebanho, e como fator determinante para as perdas de produtividade
(D'Angelino, 1991; Melo, 1991; Braga et al., 2001, Fernandes, 2012).

Sabe-se que a Beta2-microglobulina ($2-M) é uma glicoproteina de peso molecular

correspondente a 11800 daltons, caracterizada como marcador bioldgico presente em varios
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tipos celulares, principalmente os linfécitos, atuando como um indicador do grau de infeccéo
das retroviroses e estadiamento do linfossarcoma no ser humano (Piantino, 1986).

A B2-M normalmente é detectada em baixa concentra¢do, no soro humano e de caes,
entretanto, em algumas doencas virais, principalmente quando se trata de retrovirus, ou virus
oncogénico verifica-se aumento dessa proteina como resposta a doenca (Evrin & Wibell,
1972; Capelozi, 2001).

Assim, diante dos aspectos etiopatogénicos da Leucose Enzodtica Bovina (LEB), as
informagdes supracitadas podem ser consideradas, uma vez que o Virus da Leucose Bovina
(VLB) determina alteracdo na resposta imunitéria, caracterizada por linfocitose persistente em
cerca de 30% de bovinos infetados ou desenvolvimento de linfossarcomas em
aproximadamente 2% a 5% (Ferrer, 1979; Alencar Filho et al., 1979; Samagh & Kellar,
1982).

Contudo, a disposi¢cdo anatdmica da presenca dos linfossarcomas, muitas vezes
restritos aos linfonodos internos nos bovinos infectados pelo VLB, dificulta o diagnéstico
precoce das lesdes, permitindo assim, que o animal permaneca no rebanho como infectante
uma vez que na cadeia epidemioldgica da LEB, infec¢do e doenga representam 0 mesmo risco
(Birgel et al., 1982). Este aspecto torna os animais portadores do Virus da Leucose Bovina
(VLB), além de fonte natural de agentes de alta infecciosidade e precursores da génese da
Leucose Enzo6tica Bovina em uma populacéo de bovinos.

Na literatura consultada ha referéncias sobre pesquisas envolvendo a correlagdo da
concentragdo da B2-M e sua capacidade de interferir no estado imunitério de pessoas
acometidas por enfermidades retrovirais, linfoproliferativas ou viroses oncogeénicas,
entretanto, ndo sdo citadas informacgdes em bovinos infectados pelo VLB. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a utilidade da concentragdo seérica da $2-M associada as alteracbes
leucométricas, como recurso diagndstico da evolucdo da infeccdo pelo VLB em bovinos

criados em propriedades situadas no Estado de Sergipe.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado a partir da coleta de 301 amostras sanguineas de vacas da raga
Girolanda (Bos taurus indicus), com faixa etaria entre dois e 12 anos, criadas em
propriedades, situadas nos municipios do Estado de Sergipe.

As amostras de sangue foram obtidas por venopuncdo da jugular, colhidas em
duplicata com tubos a vacuo com anticoagulante &cido citrato dextrose (ACD) e sem

anticoagulante.
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O sangue colhido em tubos sem anticoagulante foi centrifugado para obteng¢éo do soro
e as aliquotas acondicionadas em tubos eppendorfs mantidos em refrigeragdo a -20°C. A outra
aliquota foi acondicionada sob refrigeracéo entre 2°C a 8°C, para realiza¢do do leucograma.

No Laboratério Clinico de Animais de Producdo da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (LACAP/UFRPE), as 301 amostras de sangue foram submetidas as anélises da
IDGA, pela técnica Radial Dupla de Ouchterlony (Miller & Van Der Maaten, 1977).
Essencialmente, a técnica se presta para detecgdo de anticorpos séricos especificos anti-VLB,
através de um substrato de difusdo gelatinoso, utilizando o antigeno glicoproteico (gp 51),
extraido do envelope do VLB (TECPAR®). A leitura das placas foi realizada 72 horas apds a
montagem do sistema, com a incidéncia de luz artificial na porcéo inferior da placa de Petri,
sendo consideradas sororreagentes as amostras que apresentavam linha de precipitacdo na
zona de contato antigeno-anticorpo, idénticas as estabelecidas entre os pogos controle e
antigeno. Posteriormente, com o objetivo de analisar a influéncia do VLB na concentracéo da
B2-M e verificagdo da existéncia de correlacdo desta proteina com os valores dos leucécitos e
linfcitos, a populacéo estudada foi estratificada aleatoriamente em dois grupos com total de
30 amostras cada, assim caracterizados Gl (VLB-positivos) e Gll (VLB-negativos).

Também no LACAP/UFRPE, as 60 amostras séricas dos grupos VLB-positivos e
VLB-negativos foram submetidas & quantificacdo da p2-M, utilizando-se o kit ELISA Bovine
p2-Microglobulin  Competitive (Novateinbio Inc, Cambridge - USA), seguindo-se as
recomendagOes do fabricante.

Objetivando caracterizar os bovinos com leucocitose por linfocitose, para estabelecer a
correlacdo entre as alteragBes leucométricas e a concentracdo sérica da p2-M, foram obtidos o
leucograma de 105 bovinos desse estudo, ndo reagentes ao VLB. Para a determinagdo do
leucograma dos 105 bovinos, utilizou-se aparelho automatico padronizado para leitura de
amostras sanguineas de bovinos (HumaCount 30TS, Wiesbaden,Germany). Em seguida,

varigveis de categoria foram definidas (Fig. 1).

Figura 1. Representagdo esquemdtica para andlise da correlacdo entre a f2-M, de
leucécitos/mm? e linfécitos/mm? nos grupos experimentais.

| Correlacdo da concentracdo da B2-M |
|
| Leucdcitos e linfocitos/mm? de sanaue |

Variaveis de categoria

=Com leucocitose =Com leucocitose =leucometria sem
por linfocitose sem linfocitose alteragdo
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Assim, a partir dos resultados obtidos foram realizadas, conforme descritas, as analises
estatisticas: média, desvio padrdo e o coeficiente de correlagdo, bem como a utilizacdo das
técnicas de estatistica inferencial: teste t-Student, com variancias iguais ou teste de Mann-
Whitney, teste Exato de Fisher desde que a condigdo para utilizagdo do teste Qui-quadrado
ndo foram verificadas, teste t-Student para a hipotese de correlagdo nula e intervalo de
confianca para media de varidveis numéricas. As verificacbes das hipoteses de igualdade de
variancias e de normalidade dos dados foram através dos testes respectivos: F de Levene e
Shapiro-Wilk. A margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5,0% e 0s
intervalos foram obtidos com 95,0% de confianga (Zar, 1996; Sampaio, 2010). O programa
estatistico utilizado para digitacdo dos dados e a obtengdo dos calculos estatisticos foi o

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), na versdo 17.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Para a obtencdo dos valores da concentragdo sérica da f2-M no grupo total, realizou-

se, inicialmente, a leitura da absorbancia dos padrdes conforme resultado (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo e leitura da absorbancia dos valores padrdes

da p2-M.
Padrio | Concentragéo Leitura da absorbéncia
S1 Omicrograma/ml 1802,0
S2 2,5micrograma/ml 1286,0
S3 5,0micrograma/ml 1045,5
S4 10,0micrograma/ml 0,6825
S5 25,0micrograma/ml 0,5185
S6 50,0micrograma/ml 0,2760

Posteriormente, levando-se em consideracdo os valores obtidos dos padrdes foi
elaborado o Gréfico 1 que permitisse a determinacdo da concentracdo da 2-M através das
equacOes de reta (Tabela 2), entre os pontos consecutivos da leitura da absorbancia e os
valores da concentragcdo de 2-M no grupo de bovinos VLB-positivos e VLB-negativos

conforme ilustrado na Tabela 3.
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Grafico 1. Médias das leituras da absorbancia dos padrdes
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Tabela 2. EquagOes entre pontos consecutivos dos valores entre a leitura da absorbancia
e 0s valores da concentracdo da 2-M dos grupos de animais VLB-positivos e
VLB-negativos.

Equacdo da reta Pontos das abscissas  Pontos das ordenadas
B2MG = 1,802 - 0,2064.Concentragdo ~ Opg/ml e 2,5ug/ml 1,286 e 1,802
B2MG = 1,286 - 0,0960.Concentragdo  2,5ug/ml e 5,0 pg/ml 1,046 e 1,286

Na Tabela 3 observam-se a média e o desvio padrdo da variavel: idade e concentracdo
da p2-M nos grupos. Destaca-se que a média da concentracdo da $2-M foi mais elevada no
grupo de animais VLB-positivos do que VLB-negativos, entretanto a diferenca significativa
ndo foi registrada. Isso pode ser em decorréncia da baixa carga viral plasmatica presente nos
bovinos infectados pelo VLB resultando na diminuicdo da concentracdo sérica da p2-M, que
por analogia é verificada em pacientes humanos infectados por retrovirus quando tratados

com anti-retrovirais (Colebunders et al., 2006).

Tabela 3. Média e desvio padrdo das varidveis: idade em meses, e 2-M segundo o grupo.

Grupo
Variével VLB-positivos VLB-negativos vValor de
Meédia + DP Média + DP P
« Idade (em meses) 76,80 + 45,08 70,40 + 35,89 p = 0,789
* B2-M (ug/mi) 1,42 0,47 1,40 £ 0,55 p = 0,873

(*): Diferenca significativa ao nivel de 5,0%.
(2): Através do teste Mann-Whitney.
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Os resultados obtidos nos animais infectados pelo VLB foram superiores aos
determinados por Galindo et al., (2013) que foi 1,32+0,52ug/ml em pesquisa realizada numa
populacdo de bovinos clinicamente sadios criados no Estado de Sergipe. Além disso, a
concentragdo sérica da f3,-M desse estudo estd dentro do limite de normalidade dos valores de
referéncia encontrados em pesquisas realizadas em humanos que foram de 0,94 a 2,84ug/ml
através do imunoensaio enzimético de microparticulas - MEIA (Dietemann et al., 2001),
considerado em outros ensaios mais sensivel do que o ELISA (Matokovi¢ et al., 2011).

Na Tabela 4 se apresentam os dados estatisticos referentes & concentragdo da 32-M
entre as faixas etarias por grupo VLB-positivos e VLB-negativos. Ndo foram verificadas
diferencas significativas entre as faixas etarias para nenhum dos grupos (p>0,05).
Considerando que 2% a 5% dos animais de um rebanho infectados pelo VLB, com idade
acima de quatro anos apresentam linfossarcoma (Burny et al.,1988; Ferrer et al., 1979;
Johnson e Kaneene, 1991; Braga & Laan, 2001), este resultado pode refletir auséncia desta

forma clinica da LEB nos bovinos infectados e com a idade avancada.

Tabela 4. Média e desvio padrdo da varidvel p2-M segundo a faixa etaria em meses.

Faixa etaria (em meses)

Grupo Variavel Até 48 (n=22) 49 ou mais (n = 38) Valor de p
Média + DP Média + DP
. * NUmero de animais 11 19
VLB-positivos p2-M 1,48 £ 0,50 1,38+ 046 p¥ = 0,582
. * Ndmero de animais 11 19
VLB-negativos o 1,27 +0,65 1,47 +0,49 p?=0333

(1): Através do teste t-Student com variancias iguais.

Na Tab. 5 estdo descritos os valores obtidos do leucograma dos 105 bovinos ndo
reagentes ao VLB. Desta forma, para esse estudo, bovinos com valores acima de 11.230
leucécitos/mm?® e 8.440 linfocitos/mm? foram considerados portadores de leucocitose por

linfocitose.

Tabela 5. Resultados dos padrées de normalidade para o total de leucécitos/mm® e
linfocitos/mm® dos 105 bovinos no reagentes ao VLB.

Variavel Média + Desvio padrao IC de 95%

Leucdcitos/mm?® 10.830 £ 1.960 10.430 a11.230

Linfdcitos/mm?® 8.000 + 2.170 7.560 a 8.440




69

A partir dos limites superiores dos intervalos para o total de leuccitos/mm?® e
linfécitos/mm®, os 60 animais dos grupos VLB-positivos e VLB-negativos foram
classificados nas categorias de acordo com os resultados obtidos.

Na Tabela 6 estéo os resultados da ocorréncia de leucocitose e/ou linfocitose entre os
grupos desse estudo. Destaca-se que: entre os 30 animais VLB-positivos foi registrada a
presenca de um pouco mais da metade (53,3% correspondente a 16 animais) com contagem
de leucécitos/mm? e linfocitos/mm® normais e nos demais 14 animais positivos, sete (23,3%)
apresentaram leucocitose por linfocitose. Esse resultado corrobora com a citagdo dos autores
de que aproximadamente 30% dos animais de um rebanho infectados pelo VLB apresentam
essa manifestacdo clinica (FERRER, 1979; D'ANGELINO, 1991; MELO, 1999;
RADOSTITS et al., 2002). Entretanto, no grupo de animais VLB-negativos todos foram

negativos, onde a diferenca esta que se revela significativa entre os grupos.

Tabela 6. Avaliacdo da ocorréncia de leucocitose e linfocitose segundo o grupo.

Grupo
o . VLB-positivos  VLB-negativos Grupo
Variaveis de categoria (n=30) (n=30) Total (n = 60) Valor de p
N % N % n %
TOTAL 30 100,0 30 100,0 60 100,0
« Com leucocitose por linfocitose 7 23,3 - - 7 11,7  p%¥<0,001
« Com leucocitose sem linfocitose 7 23,3 7 11,7

« Contagem de leucdcitos e linfécitos normais 16 53,3 30 100,0 46 76,7

(1): Através do teste Exato de Fisher.

Os valores das correlagdes de Pearson entre nimero de leucécitos/mm? ¢ p2-M
no grupo VLB-positivos foi 0,078 (p =0,681) e 0,042 (p = 0,826) no grupo VLB-negativos.
Os valores relativos aos linfécitos/mm® comparados a 2-M foi 0,200 (p = 0,289) no grupo
VLB-positivos e 0,172 (p = 0,363) no grupo VLB-negativos, ou seja, as correlagdes foram
baixas (entre 0,200 a 0,172) e ndo significativas. Esta similaridade dos dados entre 0s grupos
pode ser em consequéncia da estratégia do proprio retrovirus de interferir no processo de
apoptose dos leucdcitos (GURTLER et al., 2009; ERSKINE et al., 2011), visto que, no
resultado do leucograma de 14 bovinos VLB-positivos, as alteragdes leucométricas foram
evidenciadas, podendo estar determinando a diminuicdo da liberacdo da p2-M para a

circulagéo.
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CONCLUSOES

Assim, este trabalho demonstrou que a concentracdo da f2-M na populacgéo estudada
ndo sofreu influéncia da infeccdo pelo VLB, bem como ndo houve correlagdo entre essa
proteina e as alteracbes leucométricas vinculadas a acdo patogénica do virus. Portanto, nesse
estudo, a f2-M ndo se mostrou Gtil como recurso diagnéstico da evolucdo da infecgdo pelo
VLB. Entretanto, ressalta-se a necessidade da realizacdo de estudos em bovinos apresentando
quadro de clinico de linfossarcoma, considerando que a literatura médica indica a f2-M como

importante marcador do estadiamento de pacientes humanos portadores dessses tumores.
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7. ARTIGO CIENTIFICO I

Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa tese sera
apresentada no artigo intitulado “LEVANTAMENTO SOROLOGICO DA LEUCOSE
ENZOOTICA EM BOVINOS LEITEIROS CRIADOS NO ESTADO DE SERGIPE,

BRASIL” (manuscrito), que se encontra doravante anexado.
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ABSTRACT

According to the World Organisation for Animal Health (OIE) the spread of enzootic bovine
leukosis (EBL) in dairy herds importance assumes due to the economic losses resulting from
the disposal of cattle seropositive or lymphosarcoma and restriction on international trade of
animals or semen and embryos. Thus, the objective of this work was to determine the
frequency of seropositive cattle to bovine Leukosis Virus (BLV), using the technique of
agarose gel immunodiffusion. The examinations were performed on 301 serum samples from
crossbreed cattle raised in 11 established properties in the Mesoregion three that comprise the
state of Sergipe, and of these, seven (63.63%) contributed with at least one positive animal.
Of the 301 samples analyzed 38 (12.62%) were positive and 263 (87.38%) seronegative. The
results suggest that regions studied showed a frequency of infected animals classified as VLB
average, and measures should be adopted to realize the control of this insidious disease that
affects domestic cattle.

Keywords: leukemia, infectious disease, diagnostic test.

INTRODUCAO

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) é uma doenga infecto-contagiosa, de evolucéo
cronica, etiologia retroviral e expressiva sintomatologia clinica. Sua importancia esta
registrada nas normas da Organizagcdo Mundial de Sanidade Animal, em decorréncia dos
prejuizos econdmicos resultantes do descarte de bovinos sororreagentes ou com linfossarcoma

e da restricdo ao comércio internacional dos animais ou mesmo sémen e embrides (1).
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O diagnostico laboratorial da LEB é realizado pelos testes indiretos, tais como a
imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detecgdo de
anticorpos séricos contra as proteinas virais gp51 e p24 (2).

A origem da LEB no Brasil surgiu pela introdugédo de animais infectados, procedentes
de areas enzodticas (paises da Europa, Estados Unidos e Canada), nos rebanhos do Estado de
Minas Gerais, sendo difundida progressivamente para outras regides (3).

Cada vez mais, estudos de frequéncia clinico-epidemiol6gicos, revelam a intensidade
da propagacdo dessa insidiosa doenga nos rebanhos bovinos brasileiros, conferindo
significativa importancia a continuidade das pesquisas nesse contexto.

Assim, objetivou-se com esse estudo estabelecer a frequéncia de bovinos criados em
propriedades sediadas nas trés Mesorregides que caracterizam morfoclimaticamente o Estado
de Sergipe: Agreste, Leste e Sertdo, naturalmente infectados pelo Virus da LEB, utilizando-se
o teste soroldgico IDGA.

MATERIAL E METODOS

Esse experimento utilizou bovinos provenientes de 11 propriedades, com finalidade de
producdo leiteira e similaridade do sistema de producgdo e das condicBes edafo-climaticas
onde permaneciam os animais. As propriedades eram localizadas nos municipios de Aracaju,
Itaporanga d’Ajuda, Sdo Cristovdo, Muribeca, Campo do Brito, Aquidabd, Pinhdo, Nossa
Senhora da Gldria e Ribeirdpolis pertencentes ao Estado de Sergipe.

A amostragem foi do tipo aleatorio simples (4), constituido por 20% do rebanho de
cada propriedade, totalizando 301 vacas, mesticas da raga Girolando (Bos taurus indicus),
com faixa etaria entre dois e doze anos, criadas em regime semi-extensivo.

As informagdes sobre a caracterizacdo do sistema de produgdo e a procedéncia dos
animais, foram obtidas a partir da aplicacdo de um questiondrio com os produtores
anteriormente a coleta das amostras.

Amostras de soro foram obtidas a partir da coleta do sangue por venopungdo jugular,
em tubos a vacuo, sem anticoagulante. Em seguida, o sangue foi centrifugado para obtencéo
do soro, o qual foi acondicionado em eppendorfs mantidos sob refrigeragdo a -20°C até a
realizacdo do teste (5).

No Laboratério Clinico de Animais de Producdo da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (LACAP/UFRPE), as amostras foram submetidas as analises da IDGA, pela

técnica Radial Dupla de Ouchterlony. Essencialmente, a técnica se presta para detecgdo de
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anticorpos séricos especificos anti-VLB, atraves de um substrato de difusdo gelatinoso,
utilizando o antigeno glicoprotéico (gp 51), extraido do envelope do VLB (TECPAR®). A
leitura das placas foi realizada 72 horas ap6s a montagem do sistema, com a incidéncia de luz
artificial (lanterna) em sua porgdo inferior da placa de Petri, sendo consideradas
sororreagentes as amostras que apresentavam linha de precipitagdo na zona de contato

antigeno-anticorpo, idénticas as estabelecidas entre os pogos controle e antigeno (6).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 301 animais utilizados no estudo foi constatado que 38 (12,62%) foram
soropositivos, sendo considerado de acordo com estudiosos no assunto de intensidade média
(7). Foram examinados bovinos de 11 rebanhos e, destes, sete (63,63%) contribuiram ao
menos com um animal positivo, demonstrando a disseminagdo da doenga na populagéo
estudada.

Numa pesquisa de prevaléncia realizada em bovinos criados na Mesorregido do sertéo
Sergipano (8), a falta de conhecimento dos produtores sobre a LEB foi citado como fator
predisponente a disseminacdo da doenca, sendo esse fato também constatado na presente
pesquisa, assim como por outros pesquisadores (9, 10).

Verificou-se que no estudo efetuado na Mesorregido do Sertdo Sergipano, a taxa de
prevaléncia de 4,07% (11/270) foi inferior aos 12,62% encontrados neste levantamento
soroldgico, e que de acordo com outros autores (11,12) tal diferenca pode ser justificada
devido & interferéncia das condigdes edafo-climaticas que definem as caracteristicas de
producéo de bovinos no Sertdo e alguma prética de tecnificagdo do manejo.

Em outros estados da regido Nordeste se destacam os trabalhos de prevaléncia
realizados em doze municipios do Estado da Paraiba (13) com 8,3% (65/780) de bovinos
sororreagentes e em Pernambuco (10), onde se estabeleceu a taxa de prevaléncia de 24,1%
(343/1421), evidenciando assim, o estado de enzootia em que a doenga Se encontra na regiao,
com sérios riscos de maior perpetuacdo do VLB entre rebanhos leiteiros nordestinos.

Apesar dos valores encontrados utilizando a IDGA estar abaixo dos levantamentos
sorologicos realizados na Bahia e Pernambuco, a cronologia dos levantamentos
epidemioldgicos j& realizados no Estado de Sergipe, reporta a disseminagdo desta insidiosa
doenca nos rebanhos, e que estes dados sinalizam para uma situacdo de alerta quanto as

implicacdes na produtividade dos rebanhos leiteiros.
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CONCLUSOES

Nas condiges que foram realizadas este trabalho pode-se concluir que o VLB

encontra-se disseminado na populagdo alvo do estudo com uma frequéncia de intensidade

media e devem ser adotadas, para se realizar o controle dessa doenca que acomete 0S

rebanhos bovinos nacionais.
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8. ARTIGO CIENTIFICO IV

Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa tese sera
apresentada no artigo intitulado “RESULTADOS DA APLICABILIDADE DA PCR NO
DIAGNOSTICO DA LEUCOSE ENZOOTICA EM BOVINOS LEITEIROS DO
ESTADO DE SERGIPE” (manuscrito), que se encontra doravante anexado.
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ABSTRACT

The enzootic bovine leukosis (EBL) is a disease caused by an exogenous B lymphotropic
retrovirus that affects the lymphoid system, causing serious consequences in the life of the
animal and its production. The aim of this study was to identify the frequency of carriers of
bovine leukosis virus (BLV) in the state of Sergipe, by determining the BLV proviral DNA by
Polymerase Chain Reaction (PCR). The genomic DNA of 301 crossbreed dairy cattle were
extracted from blood by using a purification kit Wizard Genomic DNA (Promega®), using for
amplification of long terminal region (LTR) of the primers LTR256 LTR453 VLB. The
200bp PCR product was analyzed on agarose gel containing 1% blue-green dye. The results
showed that the 301 blood samples analyzed by PCR, 32.22% (97/301) were positive for this
region of VLB. It was conclude that the PCR protocol used in this study was effective in
detecting BLV-infected cattle in the state of Sergipe, emphasizing the importance of
comparing these preliminary results, the testing standards considered by the World
Organisation for Animal Health, with a view to validation of this technique has much to
contribute to the clinical-epidemiological study of LEB in the country.

Keywords: leukemia, molecular biology, diagnostic test.

INTRODUCAO
Cada vez mais, estudos tém sido propostos com a intencdo de melhorar a

produtividade, aliada ao aprimoramento da qualidade sanitéria do rebanho, visando a
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elucidacéo e implantacdo de medidas estratégicas a profilaxia de possiveis enfermidades que
comprometem a producéo (1).

Nesse sentido, a Leucose Enzoética dos Bovinos (LEB), doenca de etiologia
retroviral, merece destaque em decorréncia dos prejuizos econdmicos provenientes da reducéo
da producgdo leiteira, condenacdo de carcacas, Obitos decorrentes da propria doenca e,
sobretudo, inviabilidade da exportagéo de animais (2).

No Brasil, desde os anos 70, investigacbes epidemioldgicas, com a utilizagcdo da
imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) vém caracterizando a capacidade de disseminacéo da
LEB, resultando numa prevaléncia na regido Nordeste, com taxas entre 4,07% (3) e 41% (4).

No entanto, essas frequéncias podem estar subestimadas em decorréncia da influencia
de aspectos como periodo de infecgdo, se 0 exame for realizado antes da soro-conversdo, ou
pela presenca de anticorpos residuais provenientes do colostro (5). Dai a importancia da
avaliacdo de métodos diretos de diagnostico, como por exemplo, a Reacdo em Cadeia da
polimerase (PCR), para identificar a presengca do DNA viral em linfocitos de bovinos
infectados pelo Virus da Leucose Bovina - VLB (6).

No Estado de Sergipe, o unico estudo registrado para detec¢éo de bovinos portadores
do VLB foi realizado através da técnica IDGA, portanto a falta de registro na literatura
empregando-se a PCR no diagndstico da LEB faz com que os resultados obtidos nesta
pesquisa possam servir de divisor na aplicacdo de novas ferramentas de diagndstico, da
presenca de bovinos infectados pelo VLB, direcionando a novas perspectivas na
implementagdo do controle dessa doenga no estado.

Assim, objetivou-se com a realizagdo desse estudo avaliar a aplicabilidade da detecgao
viral baseada na regido LTR usando a técnica da PCR, em bovinos infectados pelo VLB

criados no Estado de Sergipe.

MATERIAL E METODOS

A populacdo estudada foi proveniente de propriedades localizadas nas Mesorregides
Leste, Agreste e Sertdo do Estado de Sergipe, perfazendo um total de 301 bovinos, fémeas,
com faixa etaria entre dois e doze anos, mesticas da raca Girolanda (Bos taurus indicus),
mantidas em regime semi-extensivo.

As amostras de sangue foram obtidas por meio de venopungdo jugular e
acondicionadas sob refrigeracdo em tubos estéreis e com anticoagulante acido citrato dextrose
(ACD). No Laboratdério Genoma da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) o
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DNA gendmico foi extraido utilizando-se o kit de extracdo Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega®) seguindo-se protocolo fornecido pelo fabricante.

Posteriormente, as amostras de DNA foram submetidas a uma mistura da PCR,
utilizando primers especificos para a regido LTR (regido terminal especifica dos Retrovirus)
BLV-LTR256 (5’-GAG CTC TCT TGC TCC CGA GAC-3’) e BLV-LTR453 (5’-GAA ACA
AAC GCG GGT GCA AGC CAG-3’), 0,5 U GoTag® Hot Start Polymerase” (Promega®) e
200ng de DNA (7).

As condicOes de ciclagem da PCR convencional foram: 94°C por cinco minutos,
seguidos de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, anelamento & 65°C por 30 segundos e extenséo
a 72°C por 30 segundos, seguidos de uma extenséo adicional & 72°C por dois minutos.

Seguindo-se ao procedimento anterior, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose a 1,0%, coradas com Blue Green. O tamanho dos fragmentos obtidos da
PCR foi de aproximadamente 200pb. Para evitar resultados falsos positivos, foram utilizadas

nas analises amostras controle positiva e negativa, diagnosticadas através da técnica da IDGA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 301 amostras analisadas pela PCR 32,22% (97/301) foram positivas. Esse
resultado demonstra que a PCR detectou uma frequéncia maior de bovinos infectados pelo
VLB no Estado de Sergipe em comparacédo a taxa de prevaléncia anteriormente obtida que foi
de 4,07% (11/270) utilizando-se a técnica da IDGA (3). Todavia, 0s resultados s&o inferiores
a estudos realizados em Minas Gerais apresentando DNA proviral em 61,53% (40/65) de
bovinos infectados pelo VLB, utilizando a PCR (8), e anos depois, outros autores (9)
detectaram 69,51% (57/82) animais positivos pela PCR em tempo real.

A grande variagdo dos resultados de incidéncia da LEB entre as pesquisas realizadas
de acordo com alguns autores (1,10) deve-se, possivelmente, as diferentes condicfes de
manejo aplicadas aos animais em cada area geografica, ou a ndo hibridacdo dos iniciadores
causados por variagdes genéticas do provirus VLB.

Concordando com os pesquisadores (11) na extracdo de DNA das amostras, foram
ponderadas todas as precaucdes possiveis para se evitar a contaminagdo dos produtos da PCR,
principalmente com a utilizagdo materiais descartaveis, uso de cAmara de fluxo laminar e
higienizagdo da bancada, a fim de permitir a confiablidade do resultado.

Dessa maneira a presente pesquisa corrobora com as discussdes dos autores (9, 12) de
que a PCR tornou-se mais acessivel economicamente devido ao aprimoramento da técnica,

variedade de reagentes e aparelhos no mercado, entretanto, essa tecnologia ainda esta distante
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de ser aplicada na rotina das investigacdes epidemioldgicas, principalmente pela caréncia de

laboratorios especializados e profissionais qualificados.

CONCLUSAO

Conclui-se que a PCR com o protocolo utilizado no atual trabalho foi eficaz na
detecgdo de bovinos infectados pelo VLB, em propriedades estabelecidas no Estado de
Sergipe, ressaltando-se a importancia da avaliagdo comparada destes resultados preliminares,
a testes considerados padrdes pela World Organisation for Animal Health (OIE), com vistas a
validacdo desta técnica que muito tem a contribuir com o estudo clinico-epidemioldgico da

LEB no pais.
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9. ARTIGO CIENTIFICO V

Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa tese sera
apresentada no artigo intitulado “VALORES DE REFERENCIA E INFLUENCIA DO
FATOR ETARIO NA CONCENTRACAO DA BETA2-MICROGLOBULINA EM
UMA POPULACAO DE BOVINOS LEITEIROS CRIADOS NO ESTADO DE

SERGIPE” (manuscrito), que se encontra doravante anexado.
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ABSTRACT

The Beta2-Microglobulin (B,-M) is a glycoprotein characterized as a marker of activation of
the immune response, present in various cell types, especially lymphocytes, being useful in
establishing prognosis, assessment of therapeutic response, and as an indicator of
lymphosarcoma. thus, the aim of this work to establish the reference values in B2-M serum
concentration and evaluate the effect of the age factor crossbreed cattle, aged between two
and 12 years old, clinically healthy, raised in the state of Sergipe, using the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Of the 50 serum samples analyzed, the concentration of ,-M
in all groups was 1.32+0.52ug/ml, aged up to 48 months of age was 1.28+0.57ug/ml and
those above 49 months 1.35+0.49ug/ml, with no significant differences between age groups
(p=0.632) for the variables studied. It can be concluded that the age factor did not influence
the values of serum B,-M concentration in cattle population of this study.

Keywords: tumor marker, ELISA, diagnostic test.

INTRODUCAO
A Beta2-microglobulina (B,-M) é uma glicoproteina de peso molecular

correspondente a 11800 daltons, caracterizada como marcador bioldgico presente em varios
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tipos celulares, principalmente os linfocitos, atuando como um indicador de linfossarcoma no
ser humano (1). O interesse inicial em estudar a $,-M em humanos surgiu pela descoberta de
que essa proteina apresenta estrutura andloga as imunoglobulinas (2).

E normalmente detectada em baixa concentragcdo, no soro humano e dos animais,
entretanto, em algumas doengas virais, principalmente quando se trata de um virus
oncogénico verifica-se aumento dessa proteina (3, 4). Em humanos, essa hiperglobulinemia
também tem sido relatada nas alteracfes da resposta imune, em pacientes com Retrovirus (5).

Estes aspectos supracitados podem ser considerados na realizagdo de pesquisas em
bovinos infectados pelo Retrovirus causador da Leucose Enzodtica Bovina (LEB), uma vez
que essa doenca determina a supressdo da resposta imunolégica ou até mesmo a génese do
linfossarcoma no animal infectado (6, 7).

No entanto, a caréncia de bibliografia, referente aos valores da concentracdo da [3,-M
em bovinos compromete os estudos comparativos dessa proteina, em animais acometidos por
enfermidades cuja patogenia promove alteracbes no sistema imune. Tendo em vista sua
relevancia, objetivou-se com esse trabalho estabelecer os valores de referéncia da
concentracdo sérica da B,-M e avaliar o efeito do fator etario em vacas, fémeas da raga
Girolanda, com faixa etaria entre dois e 12 anos, clinicamente sadias, criadas no Estado de

Sergipe, utilizando-se o ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA).

MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo do experimento foram utilizadas 50 vacas da raca Girolanda (Bos
taurus indicus), com faixa etaria entre dois e 12 anos, procedentes de propriedades localizadas
no Estado de Sergipe.

A higidez dos animais foi avaliada, para evitar possiveis interferéncias no resultado,
seguindo critérios preconizados nos compéndios cléssicos de clinica buiatrica (8, 9), como
também foi realizada a deteccdo da presenca da infeccdo pelo Virus da Leucose Bovina
(VLB) utilizando-se a técnica da imunodifusdo em gel de agar - IDGA (10).

As amostras de sangue foram obtidas por venopung&o jugular, em tubos a vacuo e sem
anticoagulante. O sangue colhido foi centrifugado para obtencdo do soro e as aliquotas
acondicionados em tubos eppendorfs mantidos em refrigeracéo a -20°C (11).

A populacéo estudada também foi estratificada para avaliar a influéncia do fator etario
sobre a concentragdo sérica da B2-M, assim discriminada: Gl (24 a 48 meses de idade) e GlI

(acima de 49 meses de idade).
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No Laboratério Clinico de Animais de Producdo, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (LACAP/UFRPE), as amostras de soro foram submetidas & quantificacdo da f-
M, utilizando-se o kit ELISA Bovine f»-Microglobulin Competitive (Novateinbio Inc,
Cambridge - USA), seguindo-se as recomendagdes do fabricante.

Para a analise dos dados foram utilizadas as medidas estatisticas: média, desvio padrao
e o coeficiente de correlagdo, bem como a utilizagdo da técnica de estatistica inferencial teste
t-Student. A margem de erro utilizada na decisdo dos testes estatisticos foi de 5,0% e 0s
intervalos foram obtidos com 95,0% de confianga (12). O programa estatistico utilizado para
digitacdo dos dados e a obtencdo dos célculos estatisticos foi o Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS), na versdo 17.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto aos resultados obtidos, se identificou que dos 50 animais da populagdo desse
estudo 22 (44,0%) pertenciam ao grupo Gl e 28 (56,0%) ao grupo GII. A concentracdo média
da B2-M, considerando os dois grupos foi de 1,32+0,52ug/ml, com intervalo de confianca de
[1,17 a 1,47]. Na faixa etaria até 48 meses de idade foi de 1,28+0,57ug/ml [1,03 a 1,54] e
acima de 49 meses 1,35+0,49ug/ml [1,16 a 1,54]. A partir da anélise estatistica ndo foram
verificadas diferencas significativas ao nivel de 5,0%, entre as variaveis estudadas (p=0,632).

As médias obtidas nesse estudo estdo abaixo dos mensurados por outros autores (13),
0s quais determinaram a concentragdo sérica da f,-M de 2,87+0,45ug/ml em vacas da raga
Holandesa, com a utilizacdo da técnica Radioimunoensaio (RIA) considerada de alta
sensibilidade, porém requer cuidados operacionais de biosseguranca.

Além disso, a concentracdo sérica da B.-M (1,32+0,52ug/ml) desse estudo esté dentro
do limite dos valores de referéncia encontrados em pesquisas realizadas em humanos que foi
de 0.94 a 2.84ug/ml através do imunoensaio enzimatico de microparticulas -MEIA (14),
considerado em outros ensaios mais sensivel do que o ELISA (15).

Assim, para aplicacdo de medidas de profilaxia no rebanho, as pesquisas em bovinos
sobre a determinacgdo da concentragdo da p,-M devem ser consideradas igualmente relevantes
aos estudos que foram realizados em humanos (16), principalmente nas infecgdes por

Retrovirus e as viroses oncogénicas.

CONCLUSOES
O método ELISA utilizado para determinacéo da concentracdo da p,-M demonstrou

ser de facil execucdo e comprovada eficiéncia na obtencéo dos resultados. Conclui-se também



98

que a concentracédo sérica da B,-M de bovinos da raga Girolanda, no Estado de Sergipe com a

metodologia utilizada ndo sofreu influéncia do fator etério.
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no maximo 10 participantes em cada trabalho.

9. No cadastramento e submisséo do trabalho indicar o nome, endereco, telefone, fax e
correio eletrdnico para correspondéncia do autor principal. Serd4 obrigatério o
cadastramento do CPF do AUTOR e COAUTORES, exclusivamente para fins de controle
de numeragdo de recebimento de trabalhos através do nosso sistema informatizado,
evitando duplicagdes e erros de sistema;

10. Pelo menos um dos autores deverd estar inscrito no Congresso para a apresentagdo do
resumo (0 nimero méximo de resumos expandidos por inscrito seré de trés).

11. O texto deve ser organizado da seguinte forma:

1. I. Titulo em portugués;

2. 1l. Titulo em inglés;

3. Ill. Abstract (resumo em inglés, com um méaximo de 200 palavras);

4. IV. Keywords (méximo de cinco);

5. V. Palavras-chave (m&ximo de cinco);

6. VI. Introducéo (contendo os objetivos);

7. VII. Material e Métodos;

8. VIII. Resultados;

9. IX. Discusséao (se julgar conveniente, os resultados e a discussdo poderdo ser apresentados
conjuntamente);

10.  X. Conclusoes;

11. XI. Agradecimentos (se necessario);

12. XII. Referéncias (devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver).

12. O resumo NAO deve conter tabelas, estruturas quimicas e ilustragdes (figuras, esquemas,
gréficos, entre outros).

13. O texto deve ser digitado em espaco 1,5, fonte Times New Roman, tamanho de 12 pontos
(Deverdo ser mantidas margens de 2,5 cm a esquerda, direita, superior e inferior).

14. Nao utilizar como palavras-chave e keywords, palavras que constem do titulo.

15. O nome do apresentador deve ser sublinhado.
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16.  Os casos omissos a estas normas serdo submetidos ao Comité Cientifico e por ele
decididos.

17.  As duvidas sobre quaisquer procedimentos referentes aos trabalhos cientificos
encaminhados para este Congresso poderdo ser sanadas através dos seguintes meios: Fale
conosco disponibilizado atraves do site:
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FIGURA 3. Linfonodo sub-iliaco esquerdo hipertrofiado.

Fonte: Acervo pessoal

FIGURA 4. Linfonodo pré-escapular direito hipertrofiado.
¥

Fonte: Acervo pessoal
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FIGURA 5. Linfonodo pré-escapular esquerdo hipertrofiado.

Pl b e

Fonte: Acervo pessoal

FIGURA 6. Linfonodo sub-mandibular direito hipertrofiado.

Fonte: Acervo pessoal
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Tabela 2 Concentragdo e leitura da absorbancia da
2-microglobulina de cada amostra do
grupo de bovinos VLB-positivos.

Animal Leitura dg Leitura da concentracéo
absorbéncia de B2MG (pg/ml)
Al 1,612 0,9205
A2 1,472 1,5988
A3 1,528 1,3275
A4 1,357 2,1560
A5 1,345 2,2141
A6 1,490 15116
A7 1,532 1,3081
A8 1,407 1,9138
A9 1,122 1,7083
Al0 1,466 1,6279
All 1,355 2,1657
Al2 1,621 0,8769
Al3 1,367 2,1076
Al4 1,456 1,6764
Al5 1,403 1,9331
Al6 1,525 1,3421
Al7 1,534 1,2984
Al8 1,602 0,9690
Al9 1,634 0,8140
A20 1,551 1,2161
A21 1,585 1,0514
A22 1,667 0,6541
A23 1,440 1,7539
A24 1,600 0,9787
A25 1,445 1,7297
A26 1,600 0,9787
A27 1,467 1,6231
A28 1,560 1,1725
A29 1,512 1,4050
A30 1,686 0,5620
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Tabela 3. Concentragéo e leitura da absorbancia da
2-microglobulina de cada amostra do
grupo de bovinos VLB-negativos.

Animal Leitura dq Leitura da concentracéo
absorbéncia de B2MG (pg/ml)
A3l 1,510 1,4147
A32 1,441 1,7490
A33 1,568 1,1337
A34 1,203 0,8646
A35 1,568 1,1337
A36 1,560 1,1725
A37 1,262 0,2500
A38 1,580 1,0756
A39 1,546 1,2403
A40 1,354 2,1705
A4l 1,442 1,7442
A42 1,585 1,0514
A43 1,162 1,2917
Ad4 1,575 1,0998
A45 1,259 0,2813
A46 1,429 1,8072
A47 1,436 1,7733
A48 1,529 1,3227
A49 1,502 1,4535
A50 1,445 1,7297
A51 1,340 2,2384
A52 1,353 2,1754
A53 1,456 1,6764
A54 1,450 1,7054
A55 1,421 1,8459
A56 1,297 2,4467
A57 1,497 14777
A58 1,152 1,3958
A59 1,254 0,3333
A60 1,199 0,9063




