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LEUCOSE BOVINA: CARACTERIZACAO DO PROTEINOGRAMA
ELETROFORETICO EM DOIS REBANHOS IDENTIFICADOS COMO
SOROPOSITIVOS E COM LINFOCITOSE PERSISTENTE*
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RESUMO

Apds determinagdes leucolinfocitdrias e imunoldgicas, foram selecionados 30 bovinos de
duas propriedades préximas uma da outra, no interior do Estado de Sdo Paulo. Destes foram
constituidos trés grupos de 10 bovinos cada: grupo um, animais nao reagentes aos antigenos do
VLB; grupo dois, animais reagentes aos antigenos do virus da leucose bovina (VLB), e o grupo
trés reagentes que apresentavam linfocitose persistente (LP). A reatividade para os antigenos do
VLB foi determinada por meio de imunodifusdao em agar gel, e a linfocitose persistente foi
determinada através de quatro contagens leucolinfocitdrias. Sugere-se que bovinos com
linfécitos entre 6.500 a 8.000/uL sejam considerados LP. Sugere-se também que a prevaléncia
da doenga depende diretamente de fatores proprios na constituigao de cada rebanho. O eritograma
e a contagem de plaquetas permaneceram dentro da faixa de normalidade para a raga. Bovinos
reagentes aos antigenos do VLB e também os reagentes com LP apresentaram diminui¢do das

proteinas plasmadticas totais, e da fracdo gamaglobulina no sangue periférico.
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ABSTRACT

BOVINE LEUKOSIS: CHARACTERIZATION OF THE ELETROPHORETIC
PROTEINOGRAM IN TWO HERDS IDENTIFIED AS SERUM POSITIVE AND PERSISTENT
LYNPHOCYTOSIS. After leukocytes, lynphocytes and immulogics determinations, a group of
30 bovines were selected from two farms near to each other, localized in Sdo Paulo State, three
different groups were formed as follows: group 1 animals nonreagents to the antigens of the
virus of the bovine leucose(VLB); group 2, animals reagents to the antigens of the VLB, and
group 3, animals reagents to VLB and with persistent linfocitose (PL). Reactivity to bovine
leukaemia virus (BLV) was determined by immunodiffusion agar gel (IDAG). Persistent
lynphocytosis (PL) was determined by leucocyte and lynphocyte countings between 6.500 -
8.000/uL represent suspicion and above 8.000/uL positive for PL. The results also suggested
that the disease prevalence depends upon directly to the normality for the herd. The erithrogram
and platelet counting, remained whithin the normality for the race. Bovines antigens reativity

for BLV, and PL, showed decrease in the total counting of plasmatic protein and gamaglobulin.

KEY WORDS: Bovine leukosis, persistent lynphocytosis, proteinogram, erithrogram.
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INTRODUCAO

Os bovinos infectados com o virus da leucose
bovina desenvolvem a leucose enzootica bovina
(LEB), enfermidade que pode causar baixas na defesa
imune humoral, desenvolver linfocitose persistente
(LP) e o linfoma. Tem sido observada a queda de IgM
nos animais infectados e com LP (MERON et al., 1984;
GaTE et al., 1990). As populacdes de células T e as
subpopulagdes Bot, e Bot, sdo reduzidas significati-
vamente (Garteret al., 1989). Estas observagdes podem
ser interpretadas como sendo capazes de levar o
animal a uma imunossupressao. Porcentagem varia-
vel de animais soropositivos para o VLB, isto ¢, 30 a
70% desenvolvem uma linfoproliferacao policronal de
linfécitos B, em resposta a estimulagdo de proteinas
antigénicas do VLB, caracterizada por uma LP, onde
o equilibrio quantitativo entre células B e T se altera, as
células B aumentam em ntimero e as T diminuem,
podendo haver ou ndo aumento do niimero de
linfocitos circulantes (BurNy et al., 1985; Koyama et al.,
1983; KENYON & PrpER, 1977; WiLLIAMS et al., 1988; TAYLOR
etal., 1992; Garcia 1992). Um pequeno niimero de até
10% pode atingir o estagio linfomatoso (GHYSDAEL et
al., 1984; Fossum et al., 1988). Para a instalagao do
linfoma, s6 é necessario a infec¢ao pelo VLB, fatores
genéticos e o ambiente (ABT et al., 1976).

Neste estudo objetivamos caracterizar dois
grupos de bovinos oriundos de duas fazendas, sendo
um soropositivo para os antigenos do VLB, e o
outro, para os que desenvolveram a LP, além da
determinacao de eritrograma, da contagem de
plaquetas, e do comportamento do proteinograma
eletroforético nestes grupos animais.

MATERIAIS E METODOQOS

Foram utilizados 30 bovinos da raga holandesa
preto e branco, do sexo feminino com idades variando
entre 3 a 12 anos, pertencentes a duas fazendas
eqiiidistantes 40 km. Esses animais foram divididos
em trés grupos, obedecendo-se os seguintes critérios:
grupo um, composto de 10 bovinos com idades entre
4 e 7 anos, oriundos da Fazenda 1, ndo reagentes aos
antigenos do VLB, e isentos de sinais ou sintomas
clinicos da enfermidade ou outros quaisquer; grupo
dois, formado por bovinos com idades entre 3 a 12

anos, oriundos da Fazenda II, reagentes aos antigenos
da VLB, mas sem LP. Estes animais ndo apresenta-
vam sinais ou sintomas da enfermidades ou outros,
incluindo linfomas. Grupo trés reuniu 10 bovinos com
idade entre 3 a 9 anos, também oriundos da Fazenda
II, reagentes aos antigenos do VLB e apresentando
LP. Para firmar a formacao destes grupos foram
realizados quatro determinagdes leucolinfocitarias
com intervalos minimo de 35 dias.

O sangue era obtido adequadamente em duas
porgdes, uma era destinada a leucometria, eritrometria
e a contagem de plaquetas e a outra era destinada a
obtencdo de soro sangiiineo, para a pesquisa de
anticorpos anti VLB, cujo antigeno usado foi a
glicoproteina do envelope viral (Gp 60), obtidas em
cultivo de células de rim fetal de ovelhas infectadas
com o VLB, e o processamento eletroforético foi
realizado em suporte de agarose para separagdes das
globulinas e da albumina (reagente obtido no comércio
Celmgel®). As proteinas plasmaticas totais foram
mensuradas através do método Biureto (reagente
obtido no comércio Celm® A/G).

O tratamento estatistico deu-se através da
analise dos dados obtidos, onde foi processada com
o emprego do delineamento inteiramente ao acaso
conforme tabela abaixo:

Causa da variagao GL
Tratamento [-1
Residuo J(1-1)
Total 1J-1

I = é o nimero de tratamento.
J = é o namero de repeti¢ao por tratamento.

Sempre que o valor da estatistica F foi significativo
empregou-se o método de Tukey para comparagao de
meédia conforme recomenda Banzatrto & Kronka, 1989.

RESULTADOS

Os resultados acham-se expostos nas Tabelas de
numero 1 a 8 e na Figura 1, as quais mostram a andlise
descritiva de contagem de eritrdcitos, plaquetas e
leucocitos totais e linfocitos e o resultado do
proteinograma eletroforético, além de uma bimodal
que descreve o comportamento apenas dos linfécitos.
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Tabela 1 — Eritograma e contagem de plaquetas nos trés grupos.

Grupos Eritrécitos Hematdcrito Hemoglobina Plaquetas
(uL) (%) (g/dL) (uL)

Normais (n=10) 5.842.000 29,21 10,168 402.000
Soropositivos (n=10) 5.204.000 25,44 9,038 457.000
Linfocitose (n=10) 5.811.000 26,78 9,670 553.000
Eritrocitos F=3,80 P <0,05 sz < (Gp1 = Gps)
Hematocrito F=4,31 P <0,05 Gp, < Gp, e Gp, intermedidrio
Hemoglobina F=2,46 P <0,05 Gp, =Gp, =Gp,
Plaquetas F=1,16 P < 0,01 Gp, < (Gp, =Gp,)

DISCUSSAO eritrécitos e hematdcitos, eno grupo um (ndo reagentes),

Houve dificuldade na caracterizagdo do grupo
nao reagente, visto que 100% dos animais da 12
fazenda eram soropositivos. O fato de conseguir em
uma fazenda préxima, os animais que constituiram
o grupo 1 - bovinos ndo reagentes, onde foi observado
80% de animais soronegativos podemos inferir que
a prevaléncia da doenga nao estéd relacionada tao
somente a regiao estudada e sim, caracteristicas
proprias, na formagdo de cada rebanho, fato ja
constatado por Burny et al. (1985).

A distribuicao da freqiiéncia de valores absolutos
de linfécitos em todos os bovinos estudados mostra
uma distribuigao bimodal, caracterizando dois picos
onde os valores linfocitarios diferentes nos dois
primeiros grupos, isto é, os bovinos nao reagentes e
o0s apenas reagentes, se encontram na primeira moda,
na faixa dos 7.500/uL, portanto dentro de valores
representativos para a raga holandesa (SHALM et al.,
1975). Na segunda moda concentrou-se todos os
animais reagentes com LP (Grafico 1), com niimeros
de linfécitos acima de 9.000/uL, nesta concentram-

com médias mais altas para hemoglobina e plaquetas,
os valores médios nos trés grupos estao dentro da faixa
da normalidade para a raga (SHaLM et al., 1975). Esses
valores nao foram alterados pela virose.

A andlise do proteinograma descrito nas Tabelas 5
a 8 mostram médias de proteinas totais no grupo um,
significativamente maiores que nos grupos dois e trés;
estas diferengas podem ser explicadas devido a alta
produtividade leiteira dos dois tltimos grupos, além
de um manejo alimentar inadequado ou insuficiente.

Entretanto, a diminuigéao significativa das gama
globulinas nos grupos dois e trés tem explica¢des
nos estudos de MEIRON et al. (1985) e GATE! et al.
(1990), que observaram queda de IgM (componente
da fracdo gama) no soro de bovinos infectados e
infectados com LP, podendo significar uma queda
da imunidade humoral.

Tabela 2 — Resultado da contagem de leucdcitos totais,
linfécitos absolutos e de prova de IDAG para detectar

anticorpos anti VLB do grupo de bovinos normais.

se todos 0s animais coincidindo com os estudos de Leucoc_lto meoc.lto I\l?ch
BuUrny et al. (1985), WiLLiawms et al. (1988) e GATE! et al. : fotals ol -
(1989). E relatado por TAYLOR & Jacoss (1993) a L Andolrmha <400 B2 néo veagents
existéncia de uma atividade bloqueadora da expres- 4 lameta e 5;3: BRI IEEER0LE
. - : L : a t
sdo do VLB no soro de reagentes, sugerindo entao 3. Soberana 8.800 . ndo reagente
. o o 5 ~ 4. Idéia 9.600 5.760 nao reagente
que esta atividade estaria ligada a regulagdo da o " )
laténcia viral e na expressdao do provirus, o que RS 10050 w62 nao reagente
- : 6. Princesa 8.400 5.292 ndo reagente
explicaria a LP geneticamente controlado. e )
O comportamento do eritograma e a contagem de e . ‘ a9 BECGETES
8. Havaiana 7.000 5.110 nao reagente
plaquetas representadas na Tabela 1 mostram que apesar
: - . 9. Madame 8.100 5.751 nao reagente
de haver diferengas estatisticamente significante no
10. Jandaia 8.700 5.916 nao reagente

grupo dois (reagentes), com maiores médias para

* A idade dos animais acima variou de trés a sete anos
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Tabela 3 - Resultados da 12 e 22 contagens de leucdcitos totais, linfocitos absolutos e da 12 prova de IDAG grupo de

bovinos reagentes ao anticorpos do VLB sem LP.

Leucdcitos totais Linfécitos totais IDAG - VLB Idade
1a 22 12 2a
Contagem  Contagem Contagem  Contagem

11. Ravena 11.100 10.400 6.327 6.240 Reagente 9,11
12. Dalva 10.800 9.400 5.932 6.372 Reagente 4,2
13. Adelina 11.300 10.050 5.876 5.628 Reagente 6,9
14. F. Branc 10.300 10.650 6.283 6.816 Reagente 12,5
15. Fabiana 10.700 9.800 5.871 6.634 Reagente 31
16. Livia 7.400 9.200 4.585 5.888 Reagente 7.8
17. Palmita 9.900 8.200 6.138 5.484 Reagente 10,0
18. Hinista 10.050 8.500 6.130 5.270 Reagente 9,0
19. Rocha 9.400 8.000 4.640 5.120 Reagente 6,5
20. Seiva 13.600 9.100 6.672 5.187 Reagente 8,8

Tabela 4 - Resultados da 12, 22, 32 e 42 contagens de leucdcitos totais, linfocitos absolutos e da prova de IDAG grupo de

bovinos reagentes ao anticorpos do VLB com LP.

Leucdcitos totais Linfécitos totais Prova Idade
IDAG (anos)
Contagens Contagens
12 22 32 42 12 22 32 4

Estima 16.700 16.800 17.500  17.000 12.692  11.928 12.600 12.920  Reagentes 5,8
Fama 15.900 15.000 13.600 13.450 13.674 12.150 10.472 10492  Reagentes 7,6
Bonanza 16.600 20.100  14.900 13.900 12,948 15.672 11.026  11.815  Reagentes 4,2
Ladeira 24.400 25200 23.300 25550 18.278 18.396  19.106  19.162  Reagentes 7,5
Midas 18.250 11.200  13.300  14.650 9.855 7616 10241  11.720  Reagentes 3,6
Pombinha 19.000 17.300  18.200 20.100  16.150 12.629 15470 15879  Reagentes 8,1
Preta 19.450 24.800 19.200 21.100 14.587 13.920 14976 16458  Reagentes 3,7
Bandeira 18.250 20.500 24.600 20.100 15.695 16.195 18.450 15.708  Reagentes 4,4
Katiane 20.350 18.500  18.700 21.150 16.076  14.060  14.588  17.343  Reagentes 4,9
Camila 17.950 14.700 17.800 19.150 11.308 10.731  14.952  14.362  Reagentes 3,9

Tabela 5 - Proteinograma eletroforético: valores encontrados no grupo um, bovinos ndo reagentes ao antigeno do VLB.

Albumina Alfa 1 Alfa 2 Beta Gama
PT A/G
AB Y% AB % AB % AB % AB %o
01. Andorinha 73 1,74 23,8 027 37 035 48 0,63 86 431 591 031
02. Maneira 10,5 5,16 49,1 042 40 043 4,1 0,57 50 396 378 0,96
03. Soberana 75 2,66 354 037 50 040 53 0,83 11,1 324 432 0,55
04. Idéia 79 2,76 34,9 014 18 017 22 0,68 8,5 384 48,7 057
05. Pintinha 7,8 2,56 33,0 037 47 039 50 062 79 326 41,7 0,55
06. Princesa 64 2,60 40,6 032 50 03 55 053 8,3 251 40,6 0,70
07. Preta 10,5 3,60 34,9 023 22 030 29 0,76 73 553 52,7 053
08. Havaiana 8,0 3,54 44,2 030 38 038 47 067 8,4 311 389 0,79
09. Madame 10,4 4,50 43,2 03 33 058 56 072 6,9 425 40,8 0,76
10. Jandaia 6,1 2,32 38,4 019 31 037 59 048 7,8 2,74 448 0,61
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Tabela 6 ~ Proteinograma eletroforético: valores encontrados no grupo dois, bovinos reagentes ao antigeno do VLB.

Albumina Alfa 1 Alfa 2 Gama
PT A/G
AB % AB % AB % AB Y% AB %
11. Ravena 6,3 2,39 37,8 0,24 39 0,37 59 0,54 8,6 2,76 43,8 0,61
12. Dalva 72 2,94 40,7 0,22 3,1 0,47 6,5 0,57 0,8 3,0 41,7 0,69
13. Adelina 59 2,98 50,3 0,22 3,7 0,36 6,2 0,12 2,1 2,2 37,7 1,03
14. F. Branca 7,3 2,92 40,0 0,21 2,8 0,36 5,0 0,84 11,5 2,97 40,7 0,67
15. Fabiana 6,4 2,71 42,2 0,15 2,4 0,26 4,1 0,38 59 2,90 454 0,73
16. Livia 72 3,06 42,6 0,11 1,6 0,32 4,5 0,65 5,0 3,05 42,3 0,74
17. Palmita 6,2 2,69 43,4 0,10 1,6 0,21 3,6 0,36 5,7 2,84 45,8 0,76
18. Hinista 6,6 2,74 41,5 0,11 1,6 0,39 6,0 0,85 13,5 2,47 37,4 0,28
19. Rocha 6,6 2,78 42,1 0,18 2,7 0,27 4,1 0,82 12,4 2,55 38,7 0,73
20. Seiva 72 2,40 33,2 0,27 3,8 0,39 54 0,69 9,6 3,45 47,9 0,50

Tabela 7 - Proteinograma eletroforético: valores encontrados no grupo trés, bovinos reagentes ao antigeno do VLB com LP.

Albumina Alfa 1 Alfa 2 Gama
PT A/G
AB % AB % AB % AB % AB Y%
21. Estima 6,2 3,12 504 0,14 2,2 0,32 5,2 0,43 7,0 2,19 35,2 1,01
22. Fama 6,0 2,21 36,7 0,15 2,6 0,25 4,2 0,55 9,2 2,84 37,3 0,58
23. Bonanza 7,1 3,14 4,41 0,20 2,8 0,33 4,7 0,68 9,6 2,75 38,8 0,79
24. Ladeira 74 6,83 49,8 0,13 1,7 0,20 2,7 0,32 4,4 3,6 414 1,60
25. Midas 6,6 2,93 443 0,18 2,7 0,42 6,4 0,61 9,3 2,46 37,3 0,80
26. Pombinha 7,3 3,38 47,0 0,21 2,8 0,24 3,6 0,57 7,6 2,87 39,3 0,87
27. Preta 7,0 2,7 38,6 0,30 4,3 0,49 7,0 0,97 139 254 36,2 0,63
28. Bandeira 6,9 2,95 42,7 0,18 2,6 0,38 5,5 0,61 8,8 4,04 2,78 0,57
29. Katiane 6,6 3,63 550 0,12 1,8 0,27 4,1 0,58 8,8 2,0 30,3 1,22
30. Camila 6,4 2,83 445 0,25 39 0,41 6,4 0,64 9,9 2,27 35,3 0,79

Tabela 8 — Analise dos valores encotrados no proteinograma eletroforético (médias e teste de Tukey) dos

trés grupos: normais, reagentes ao antigeno do VLB e reagentes com LP.

Normais Reagentes Reagentes com LP Teste de Tukey
Gp, Gp, Gp;
Prot. Totais 8,24 6,75 6,69 Gp, > (Gp, = Gp,)
Albumina 3,14 2,76 3,37 Gp, = Gp, = Gp,
o, 0,29 0,18 0,19 Gp, > (Gp, = Gp,)
a, 0,37 0,34 0,33 Gp, = Gp, = Gp,
B 0,64 0,59 0,58 Gp, = Gp, = Gp,
¥ 3,67 2,82 2,76 Gp, > (Gp, = Gp,)
A/G 0,63 0,67 0,88 Gp, = Gp, = Gp,
CONCLUSOES que bovinos com mais de 3,7 anos de idade e que apresen-

Os valores de linfocitos absolutos determinados nos
bovinos diagnosticados com LP permitem considerar

tam ntimero de linfécitos absolutos entre 6.500 a8.000/uL
sejam considerados suspeitos, e os com mais de 8.000/uL.
sejam admitidos como LP, ou linfocitéticos.
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Freqiiéncias (n* de casos)
Il

Numero de linfécitos (n x 1000ul)

Fig. 1 - Distribuicdo de freqiiéncia de linfécitos de
sangue periférico em animais reagentes e nao reagentes
aos antigenos VLB.

A prevaléncia da doenga depende diretamente de
fatores préprios da constituigdo de cada rebanho.

A distribui¢do bimodal da freqiiéncia de
linfécitos periféricos analisados nos trés grupos
permite inferir a existéncia de fator genético que
acompanha a LP, observada em animais
soropositivos, refor¢ando os dados de literatura.
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