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Resumo

Avaliou-se, por citomettia de fluxo, a fagocitose de Staphylococcus anrens
conjugados com iodeto de propidio (IP), por leucécitos circulantes
obtidos de cinco fémeas bovinas negativas no sorodiagnéstico para a
Leucose Enzoédtica Bovina (LEB); de cinco fémeas infectadas,
manifestando linfocitose persistente (LP); e de cinco fémeas infectadas,
porém alinfocitéticas. Observou-se que, entre as amostras dos animais
soronegativos, a porcentagem média de células realizando fagocitose
(12,90%) nao diferiu da observada entre as células dos animais
alinfocitéticos (14,70%). Contudo, ambas foram maiores (p=0,047)
que aquela verificada entre as células obtidas de animais manifestando
LP (7,20%). Além disso, a intensidade média de fagocitose
(caracterizada pela intensidade de fluorescéncia do IP, em valores
arbitrarios), verificada em leucdcitos de animais manifestando LP
(17,43) foi menor (p<0,001) que a observada em leucocitos de animais
alinfocitéticos (29,50), e que a observada em leucéceitos de animais
soronegativos (25,18), que nao diferiram entre si. Assim, os resultados
permitem-nos alvitrar que ha alteracio na funcao fagocitica de leucocitos
circulantes em animais infectados pelo virus da LEB, manifestando LP.
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Introducao

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB),
uma enfermidade neoplasica infecto-
contagiosa, pluri-sintomatica, de evoluciao
cronica, que afeta, particularmente, a
linhagem celular linféide destes animais', é
causada pelo virus da leucose bovina (VLB),
um deltaretrovirus relacionado aos virus
linfotrépicos de células T de primatas™’.
Cerca de 30 a 70% dos animais infectados
pode manifestar linfocitose persistente (LP),
caracterizada por uma elevagio cronica no
nimero de linfécitos circulantes e cerca de
0,1 a 10% pode desenvolver linfossarcomas
em o6rgaos ricos em tecido linféide,
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comumente os linfonodos, o baco, o
coragao, o utero, o abomaso, o figado e/ou
os rins, tendo ou ndo previamente
apresentado LP.* A infecgdo contribui para
uma menor producdo na pecudria bovina
por seus efeitos danosos diretos, relacionados
ao desenvolvimento tumoral, e por
consequiéncias indiretas.>*"*”

A seqiiéncia de eventos que leva ao
aumento do numero de linfécitos circulantes
ou ao desenvolvimento de linfossarcoma é
pouco conhecida. Do mesmo modo, nao
esta claro o efeito de tais alteracdes na funcao
das células envolvidas na resposta
imunologica. Por se tratar de um virus com
tropismo principal por linfécitos B',



investigacoes a proposito de uma possivel
imunossupressao vém sendo feitas com
énfase em testes funcionais envolvendo,
basicamente, linfocitos. Alguns estudos
encerram, por sua vez, aspectos relacionados
as manifestacbes tumorais, conquanto é
suposto um carater “benigno” e
“assintomatico” as outras formas de
apresenta¢ao da doenga.'

No entanto, diferentes populagoes de
leucocitos apresentam papéis fundamentais
na eliminacdo de agentes invasores através
da sua fagocitose e destruicao e o estudo
destas fun¢oes tem importantes implicagoes
na pesquisa de disfungdes leucocitarias, no
estudo da interagdo entre os microrganismos
e o hospedeiro, na avaliacdo de tratamentos
¢ de diversas condi¢oes indutoras de
enfermidades em varias espécies de animais.

A avaliagdo da capacidade fagocitica
de leucocitos pode ser feita por meio da
mensura¢io do nimero de células que
realizam fagocitose e do numero de
particulas fagocitadas por célula, utilizando-
se de microscopia 6ptica.”” Todavia, técnicas
rapidas e precisas capazes de avaliar tais
funcGes sao requeridas e, neste campo, a
citometria de fluxo oferece notavel
contribuicao. A partir da fagocitose ex vivo
de esferas de latex fluorescentes ou de
bactérias ou leveduras conjugadas com
marcadores fluorescentes, esta técnica
permite a observagao da proporcio de
células realizando fagocitose, bem como de
sua intensidade. Além disso, tal metodologia
mostra-se célere, necessitando de uma
menor quantidade de células e dispensando
a prévia separacdo das populacdes
leucocitarias. !

Contudo, poucos estudos foram
realizados avaliando-se a funcio fagocitica
de leucécitos de bovinos, empregando
citometria de fluxo!'®!'"!8 nio obstante a
ampla variedade de métodos para avaliar a
fagocitose ¢ o metabolismo oxidativo de
células humanas'**, ji empregados, também,
para a avaliacdo da resposta imune de
equinos®*. Ainda, até onde se pode
verificar, ndo ha relatos acerca da avaliacao
da influéncia da infec¢ido pelo VLB na
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capacidade fagocitica de leucdcitos.

Neste escopo, o presente trabalho
buscou avaliar a fagocitose 7z vitro de
Staphylococcus anrens conjugados com lodeto
de Propidio (Sa-IP) por leucécitos circulantes
obtidos de fémeas bovinas negativas no
diagnostico para LEB e de fémeas bovinas
naturalmente infectadas pelo VLB,
alinfocitoticas e manifestando LLP, como
medida da possivel alteracio imunoldgica
decorrente da LEB.

Material e Métodos

Foram triadas 99 fémeas bovinas
adultas em lactacdo, com idade variando
entre 30 e 72 meses, da raca Holandés Preto
e Branco, oriundas de um unico rebanho,
apresentando bom estado nutricional, que
ndo haviam sido submetidas a tratamento
com glicocorticoides nos ultimos 30 dias,
assim como nio se encontravam em fase
puerperal.

As fémeas foram classificadas
segundo os resultados do teste de
Imunodifusio em Agar Gel para o
diagnostico da LEB e de dois leucogramas
com intervalo de 90 dias, somando-se trés
desvios padrao a contagem absoluta de
linfécitos, segundo valores de referéncia.
Os bovinos, entio, foram agrupados em
animais com sorodiagndstico negativo
(Grupo SN), animais com sorodiagnodstico
positivo, porém alinfocitoticos (Grupo AL)
e animais com sorodiagndstico positivo
apresentando LP (Grupo LP).

Cinco animais pertencentes a cada
grupo foram selecionados, aleatoriamente,
para a avaliacdo da fagocitose 7 vitro de Sa-
IP por leucécitos circulantes. Para tal, foi
colhida, de cada animal, por venopuncio
coccigea, uma amostra em tubo siliconizado
com heparina, que foi identificada e
transportada, sob refrigeracdo, até o
Laboratério de Imunodiagnéstico do
Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

Para cada amostra, dois tubos para
citometria foram identificados. Neles, foi

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 45, n. 5, p. 390-397, 2008



392

adicionado 100 pL de sangue e, em um tubo
de cada animal, foi acrescentado 100 pL de
Sa-1P [Staphylococcus anreus (cepa ATCC
25923) conjugado com iodeto de propidio
(Sigma™, St. Louis, MO; n°. cat. P4170)]. Em
todas aliquotas, foi adicionado PBS gelado,
em quantidade suficiente para um volume
total de 1,1 ml. Os tubos foram, entio,
incubados em banho-maria, a uma
temperatura de 37° C, sob agitacio ligeira.
Depois de 30 minutos de incubagio, foi
adicionado 2 mL de solucido gelada de
EDTA a 3 mM, para o bloqueio das reagoes.
A seguir, foram centrifugados por 10
minutos, a 400 g, Para a lise dos eritrocitos,
apo6s desprezar-se o sobrenadante, foi
colocado 2 mL de NaCl a 0,2% e, esperados
20 segundos, 2 ml. de NaCl a 1,6%, para a
recomposicdo da isotonicidade. Repetiu-se
a lise de eritrocitos e, apos desprezar-se o
sobrenadante mais uma vez, em cada tubo
foi adicionado 500 pl. de PBS gelado.

As amostras assim preparadas foram,
entdo, levadas imediatamente ao Laboratorio
de Técnicas Imunoldgicas Aplicadas a
Morfofisiologia do Departamento de
Cirurgia ou ao Laboratério de
Neuroiminomodula¢io do Departamento
de Patologia, ambos da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Siao Paulo, para serem
avaliadas em citometros de fluxo
FACSCalibur ~ (Becton  Dickinson
Immunocytometry System'™, San Diego,
CA). Dez mil eventos de cada amostra foram
adquiridos e analisados por meio do
programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson
Immunocytometry System'™, San Diego,
CA). A quantificagdo da capacidade de
fagocitose foi feita pela intensidade média
da fluorescéncia emitida por célula e a
porcentagem de leucécitos realizando
fagocitose foi calculada a partir do nimero
de leucocitos emitindo fluorescéncia,
dividido pelo nimero total de leucécitos por
ensaio, multiplicados por 100. Para tal, foi
utilizado o programa FlowJo (Ttree Star™,
Inc., Ashland, OR), versao 7.1.3.

Conforme indicado por Callegari-
Jacques™, foi verificada a normalidade da
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distribui¢ao dos resultados, utilizando-se do
teste de Anderson-Darling, e sua
homoscedasticidade, utilizando-se do teste
F (para dados que apresentaram distribui¢ao
normal) ou do teste de Lavene (para dados
que nao apresentaram distribuicao normal).

Para a analise das freqiiéncias
observadas, foi utilizado o teste Qui-
quadrado. Para a avaliagdo das diferencas
entre as médias dos resultados obtidos,
foram feitos os testes de analise de variancia
(One-way ANOVA) e de Tukey-Kramer ou
o teste t (para dados com distribuigao
normal), e de Mann-Whitney ou de Kruskal-
Wallis (para dados que nao apresentaram
distribui¢do normal). Para todos os
resultados, foram consideradas significantes
as analises que apresentaram pd”0,05.
Nas avaliacOes estatisticas, foi utilizado
o software estatistico MINITAB
(GlobalTech Informatica™, Belo Horizonte,
MG), versio 14.1.

Resultados e Discussao

Foi avaliada a influéncia da infec¢ao
pelo VLB na atividade fagocitica 7z vitro de
leucdcitos bovinos na fase alinfocitdtica da
enfermidade e na presenca de LP utilizando-
se da analise por citometria de fluxo, que,
neste contexto, mostrou set uma técnica
célere, que demandou pequeno volume
sangiifneo e eliminou a necessidade de prévia
separacao das populagdes leucocitarias,
conforme destacado por Vowells et al.*.

Das 99 vacas triadas, 62 (62,63%)
foram classificadas como pertencentes ao
Grupo SN; 30 (30,30%), pertencendo ao
Grupo AL; e 7 (7,07%), constituindo o
Grupo LP (Figura 1). Tal incidéncia
assemelha-se aquela verificada por Olson et
al*, que observaram incidéncias variando
entre 24% e 42% em rebanhos leiteiros na
Alemanbha, e aquelas observadas em diversos
levantamentos sorodiagnoésticos realizados
em rebanhos leiteiros brasileiros”, nos quais
as taxas de incidéncia oscilavam entre 20,7%
e 53,3%.

Na avaliacdo da fagocitose i vitro de
Sa-1P, verificou-se que, entre as amostras
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0 SN: vacas soronegatitivas
OAL: vacas soropositivas alinfocitéticas
O LP: vacas soropositivas com linfocitose persistente

Figura 1 — Distribui¢ao de 99 vacas da raga Holandés Preto e Branco, em fungao dos resultados da imunodifusao
em gel de agar (IDAG) para diagnéstico de leucose enzoética bovina e do leucograma — Sao Paulo — 2007

sangiiineas dos animais do Grupo SN, a
porcentagem média de células realizando
fagocitose nao diferiu da média observada
entre as amostras sangliineas dos animais do
Grupo AL. Contudo, ambas foram maiores
(p=0,047) que aquela verificada entre as
amostras sangiifneas dos animais do Grupo
LP (Figura 2).

Observou-se, também, que a
intensidade média de fluorescéncia do iodeto
de propidio (em unidades arbitrarias) nos
leucdcitos que estavam fagocitando, entre as
células obtidas de animais pertencentes ao
Grupo LP foi menor (p<<0,001) que aquela
observada entre as células de animais
pertencentes ao Grupo AL, e que aquela
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Grupo Experimental
* SN: vacas soronegatitivas para leucose enzo6tica bovina; AL: vacas soropositivas para leucose enzoética
bovina, alinfocitéticas; PL: vacas soropositivas para leucose enzoética bovina, apresentando linfocitose
persistente. Valores com letras diferentes, diferenca com p=0,047.

Figura 2 — Porcentagem de leucécitos fagocitando Staphylococcus aureus, avaliada por citometria de fluxo, em
amostras sangtiineas de 15 vacas da raca Holandés Preto e Branco, em relagdo ao grupo experimental

- Sao Paulo - 2007
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observada entre as células de animais
pertencentes ao Grupo SN (Figura 3).

Tais resultados permitem-nos suscitar
que animais manifestando LP apresentam
uma menor porcentagem de leucocitos
realizando fagocitose, fato que pode ser
explicado por uma maior quantidade relativa
de linfécitos. No entanto, fagbcitos
sanglifneos obtidos de animais com LP
fagocitam menos, apontando a influéncia das
alteracOes que induzem a LP na capacidade
fagocitica dos leucdcitos.

No estudo de Kaczmarczyk,
Bojarojc-Nosowicz e Fiedorowicz*, em que
a atividade de fagocitos foi avaliada por
meio do teste de redu¢ao do NBT, nio foi
encontrada diferenca na eficiéncia metabélica
de fagécitos obtidos de animais
soropositivos ou de animais soronegativos
para LEB. Entretanto, um prévio diagnostico
diferencial entre animais manifestando LLP e
animais alinfocitoticos nesse estudo, poderia
conduzir a resultados semelhantes aos
encontrados no presente trabalho.

Por outro lado, os resultados

corroboram com aqueles verificados por
Wetling et al.’; que observaram que havia
uma menor porcentagem de mondcitos
realizando fagocitose e que os mondcitos
obtidos de animais soropositivos
apresentaram menor atividade fagocitica que
células colhidas de animais soronegativos.
Porém, convém observar que, segundo
Smitts, Burvenich e Heyneman'®, em ensaios
em que se visa mensurar a fagocitose, a
incubac¢io de bactérias com o sangue total
(em oposi¢ao a incubagdo com populagoes
de leucocitos previamente separadas) reflete
a combinacio da capacidade fagocitica dos
fagoécitos com a atividade opsonizante do
plasma. Também neste estudo, os autores
nao verificaram a presenca de LP, fato que
nio permite apontar se tais observagoes
ocorreram apenas em células obtidas de
animais nesta fase da infecgao.

Os estudos conduzidos por Pyeon,
O™Reilly e Splitter” e, posteriormente, potr
Yakobson et al.”', Amills et al.”?, Debacq et
al.” e Konnai et al.”** sugerem que uma
alteragao no perfil de citocinas envolvidas

dia (FL2)

-

encla me

Fluoresc

SN AL

LP . Total
Grupo Experimental

1 SN: vacas soronegatitivas para leucose enzodtica bovina; AL: vacas soropositivas para leucose enzodtica
bovina, alinfocitéticas; PL: vacas soropositivas para leucose enzodtica bovina, apresentando linfocitose
persistente. Valores com letras diferentes indicam diferenca com pd”0,001.

Figura 3 — Intensidade de fagocitose de Staphylococcus aureus (em valores arbitrarios de fluorescéncia do iodeto
de propidio), verificada em leucécitos de amostras sangiiineas de 15 vacas da raca Holandés Preto e
Branco, em relagao ao grupo experimental — Sao Paulo — 2007
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na resposta imune celular (Th-1) para aquele
encontrado na resposta humoral (Th-2)
possa estar envolvida com a progressao da
enfermidade para as fases de LP ou de
linfossarcoma. Mormente, uma maior
produciao de TNF-4 e o desbalan¢o na
expressio de receptores celulares de TNE,
observados por Kabeya, Ohashi e Onuma™,
pode induzir a maior sobrevivéncia dos
linfécitos B, quer aumentando sua taxa de
proliferacdo, quer diminuindo seu indice de
apoptose, e, deste modo, conduzir o
hospedeiro ao status de LP.

Niao obstante, tal alteracdo no perfil
de citocinas durante fase de LDP,
possivelmente, interfere na atividade de
outras populacoes celulares relacionadas ao
sistema imunolégico. Em especial, a menor
produgao de IFN-2 verificada em animais
manifestando LP observada por Keefe et
al”” e confirmada por Amills et al.”* pode
ser a responsavel pela alteracdo da atividade
fagocitica de leucdcitos observada no
presente trabalho.

A protecio provida pelos
mecanismos imunoldgicos inatos é crucial
na defesa contra doencas infecciosas. Para
tanto, células utilizam-se, primordialmente,
da fagocitose e de atividades dependentes e
nao-dependentes de oxigénio™. Com a
crescente preocupacdo acerca das
imunodeficiéncias primarias e secundarias,
pesquisadores tém empregado métodos
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diversos na avaliacdio da resposta
imunoldgica, tanto em humanos, quanto em
diferentes espécies animais. Nestes, a
quantificacdo da atividade fagocitica foi
realizada por Szejda et al.", por Flaminio et
al.?? e Massoco e Palermo Neto?..

Por sua vez, estudos acerca dos
mecanismos patogénicos do VLB fornecem
informacdes para a elucidagao das interagdes
entre os demais Deltaretrovirus e seus
hospedeiros. No entanto pesquisas
abrangendo a LEB sao pautadas,
primordialmente, nos aspectos econémicos
da enfermidade, nos meios diagnodsticos, nos
levantamentos epidemioldgicos (sorolégicos
e, ultimamente, genéticos), nos modos de
transmissdo e em programas de controle.
Entretanto, os resultados observados no
presente trabalho indicam que alteracoes que
induzem a persisténcia da linfocitose, na
infeccao pelo VLB, quer pela influéncia direta
da atividade proviral, quer por meio de
atividade secundaria a alteracdo quantitativa
e/ou qualitativa de citocinas, podem induzir
o animal a um estado imunossupressivo.

Conclusao

Os resultados verificados no presente
trabalho permitem-nos inferir que animais
infectados pelo VLB, manifestando LP,
apresentam leucécitos circulantes com
funcio fagocitica reduzida.

Influence of Enzootic Bovine Leukosis on phagocytic function of circulating
leukocytes from animals with persistent lymphocytosis

Abstract

This study evaluated the phagocytosis of propidium iodide-labeled
Staphylococcns anrens (P1-Sa) by circulating leukocytes obtained from
five Enzootic Bovine Leukosis (EBL)-negative cows, five naturally
EBL-infected, non-lymphocytotic cows, and five EBL-positive cows

Key words:

Bovine.

Leukocytes.

Phagocytosis.

Enzootic Bovine Leukosis.
Flow Cytometry.

with persistent lymphocytosis (PL), analyzed by flow cytometry.
Among cells obtained from EBL-infected cows, presenting PL, the
percentage of leukocytes carrying out phagocytosis (7.20%), was smaller
(p=0.047) than that verified among cells obtained from non-infected
(12.90%), and from BLV-infected, non-lymphocytotic cows (14.70%).
Furthermore, leukocytes obtained from EBL-infected cows, presenting
PL, showed smaller phagocytosis intensity (characterized by the
intensity of propidium iodide fluorescence) than leukocytes obtained
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from non-infected and from EBL-infected, non-lymphocytotic, cows
(p<0.001). Therefore, results show a decreased phagocytic function
among circulating leukocytes obtained from BLV-infected,

lymphocytotic cows.
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