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Resumo

Avaliou-se, por citometria de fluxo, a fagocitose de Staphylococcus aureus
conjugados com iodeto de propídio (IP), por leucócitos circulantes
obtidos de cinco fêmeas bovinas negativas no sorodiagnóstico para a
Leucose Enzoótica Bovina (LEB); de cinco fêmeas infectadas,
manifestando linfocitose persistente (LP); e de cinco fêmeas infectadas,
porém alinfocitóticas. Observou-se que, entre as amostras dos animais
soronegativos, a porcentagem média de células realizando fagocitose
(12,90%) não diferiu da observada entre as células dos animais
alinfocitóticos (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 fluorescência do IP, em valores
arbitrários), verificada em leucócitos de animais manifestando LP
(17,43) foi menor (p<0,001) que a observada em leucócitos de animais
alinfocitóticos (29,50), e que a observada em leucócitos de animais
soronegativos (25,18), que não diferiram entre si. Assim, os resultados
permitem-nos alvitrar que há alteração na função fagocítica de leucócitos
circulantes em animais infectados pelo vírus da LEB, manifestando LP.
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Introdução

A Leucose Enzoótica Bovina (LEB),
uma enfermidade neoplásica infecto-
contagiosa, pluri-sintomática, de evolução
crônica, que afeta, particularmente, a
linhagem celular linfóide destes animais1, é
causada pelo vírus da leucose bovina (VLB),
um deltaretrovírus relacionado aos vírus
linfotrópicos de células T de primatas2,3.
Cerca de 30 a 70% dos animais infectados
pode manifestar linfocitose persistente (LP),
caracterizada por uma elevação crônica no
número de linfócitos circulantes e cerca de
0,1 a 10% pode desenvolver linfossarcomas
em órgãos ricos em tecido linfóide,

comumente os linfonodos, o baço, o
coração, o útero, o abomaso, o fígado e/ou
os rins, tendo ou não previamente
apresentado LP.4 A infecção contribui para
uma menor produção na pecuária bovina
por seus efeitos danosos diretos, relacionados
ao desenvolvimento tumoral, e por
conseqüências indiretas.5,6,7,8,9,10

A seqüência de eventos que leva ao
aumento do número de linfócitos circulantes
ou ao desenvolvimento de linfossarcoma é
pouco conhecida. Do mesmo modo, não
está claro o efeito de tais alterações na função
das células envolvidas na resposta
imunológica. Por se tratar de um vírus com
tropismo principal por linfócitos B11,
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investigações a propósito de uma possível
imunossupressão vêm sendo feitas com
ênfase em testes funcionais envolvendo,
basicamente, linfócitos. Alguns estudos
encerram, por sua vez, aspectos relacionados
às manifestações tumorais, conquanto é
suposto um caráter “benigno” e
“assintomático” às outras formas de
apresentação da doença.12

No entanto, diferentes populações de
leucócitos apresentam papéis fundamentais
na eliminação de agentes invasores através
da sua fagocitose e destruição e o estudo
destas funções tem importantes implicações
na pesquisa de disfunções leucocitárias, no
estudo da interação entre os microrganismos
e o hospedeiro, na avaliação de tratamentos
e de diversas condições indutoras de
enfermidades em várias espécies de animais.

A avaliação da capacidade fagocítica
de leucócitos pode ser feita por meio da
mensuração do número de células que
realizam fagocitose e do número de
partículas fagocitadas por célula, utilizando-
se de microscopia óptica.13 Todavia, técnicas
rápidas e precisas capazes de avaliar tais
funções são requeridas e, neste campo, a
citometria de fluxo oferece notável
contribuição. A partir da fagocitose ex vivo
de esferas de látex fluorescentes ou de
bactérias ou leveduras conjugadas com
marcadores fluorescentes, esta técnica
permite a observação da proporção 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 separação das populações
leucocitárias.14,15

Contudo, poucos estudos foram
realizados avaliando-se a função fagocítica
de leucócitos de bovinos, empregando
citometria de fluxo16,17,18, não obstante a
ampla variedade de métodos para avaliar a
fagocitose e o metabolismo oxidativo de
células humanas19,20, já empregados, também,
para a avaliação da resposta imune de
eqüinos21,22. Ainda, até onde se pôde
verificar, não há relatos acerca da avaliação
da influência da infecção pelo VLB na

capacidade fagocítica de leucócitos.
Neste escopo, o presente trabalho

buscou avaliar a fagocitose in vitro de
Staphylococcus aureus conjugados com Iodeto
de Propídio (Sa-IP) por leucócitos circulantes
obtidos de fêmeas bovinas negativas no
diagnóstico para LEB e de fêmeas bovinas
naturalmente infectadas pelo VLB,
alinfocitóticas e manifestando LP, como
medida da possível alteração imunológica
decorrente da LEB.

Material e Métodos

Foram triadas 99 fêmeas bovinas
adultas em lactação, com idade variando
entre 30 e 72 meses, da raça Holandês Preto
e Branco, oriundas de um único rebanho,
apresentando bom estado nutricional, que
não haviam sido submetidas a tratamento
com glicocorticóides nos últimos 30 dias,
assim como não se encontravam em fase
puerperal.

As fêmeas foram classificadas
segundo os resultados do teste de
Imunodifusão em Agar Gel para o
diagnóstico da LEB e de dois leucogramas
com intervalo de 90 dias, somando-se três
desvios padrão à contagem absoluta de
linfócitos, segundo valores de referência.23

Os bovinos, então, foram agrupados em
animais com sorodiagnóstico negativo
(Grupo SN), animais com sorodiagnóstico
positivo, porém alinfocitóticos (Grupo AL)
e animais com sorodiagnóstico positivo
apresentando LP (Grupo LP).

Cinco animais pertencentes a cada
grupo foram selecionados, aleatoriamente,
para a avaliação da fagocitose in vitro de Sa-
IP por leucócitos circulantes. Para tal, foi
colhida, de cada animal, por venopunção
coccígea, uma amostra em tubo siliconizado
com heparina, que foi identificada e
transportada, sob refrigeração, até o
Laboratório de Imunodiagnóstico do
Departamento de Clínica Médica da
Faculdade de Medicina Veterinária e
Zootecnia da Universidade de São Paulo.

Para cada amostra, dois tubos para
citometria foram identificados. Neles, foi
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adicionado 100 µL de sangue e, em um tubo
de cada animal, foi acrescentado 100 µL de
Sa-IP [Staphylococcus aureus (cepa ATCC
25923) conjugado com iodeto de propídio
(Sigma™, St. Louis, MO; no. cat. P4170)]. Em
todas alíquotas, foi adicionado PBS gelado,
em quantidade suficiente para um volume
total de 1,1 mL. Os tubos foram, então,
incubados em banho-maria, a uma
temperatura de 37º C, sob agitação ligeira.
Depois de 30 minutos de incubação, foi
adicionado 2 mL de solução gelada de
EDTA a 3 mM, para o bloqueio das reações.
A seguir, foram centrifugados por 10
minutos, a 400 g. Para a lise dos eritrócitos,
após 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
recomposição da isotonicidade. Repetiu-se
a lise de eritrócitos e, após desprezar-se o
sobrenadante mais uma vez, em cada tubo
foi adicionado 500 µL de PBS gelado.

As amostras assim preparadas foram,
então, levadas imediatamente ao Laboratório
de Técnicas Imunológicas Aplicadas à
Morfofisiologia do Departamento de
Cirurgia ou ao Laboratório de
Neuroiminomodulação do Departamento
de Patologia, ambos da Faculdade de
Medicina Veterinária e Zootecnia da
Universidade de São Paulo, para serem
avaliadas em citômetros 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 quantificação da capacidade de
fagocitose foi feita pela intensidade média
da fluorescência emitida por célula e a
porcentagem de leucócitos realizando
fagocitose foi calculada a partir do número
de leucócitos emitindo fluorescência,
dividido pelo número total de leucócitos por
ensaio, multiplicados por 100. Para tal, foi
utilizado o programa FlowJo (Tree Star™,
Inc., Ashland, OR), versão 7.1.3.

Conforme indicado por Callegari-
Jacques24, foi verificada a normalidade da

distribuição dos resultados, utilizando-se do
teste de Anderson-Darling, e sua
homoscedasticidade, utilizando-se do teste
F (para dados que apresentaram distribuição
normal) ou do teste de Lavene (para dados
que não apresentaram distribuição normal).

Para a análise das freqüências
observadas, foi utilizado o teste Qui-
quadrado. Para a avaliação das diferenças
entre as médias dos resultados obtidos,
foram feitos os testes de análise de variância
(One-way ANOVA) e de Tukey-Kramer ou
o teste t (para dados com distribuição
normal), e de Mann-Whitney ou de Kruskal-
Wallis (para dados que não apresentaram
distribuição normal). Para todos os
resultados, foram consideradas significantes
as análises que apresentaram pd”0,05.
Nas avaliações estatísticas, foi utilizado
o software estatístico MINITAB
(GlobalTech Informática™, Belo Horizonte,
MG), versão 14.1.

Resultados e Discussão

Foi avaliada a influência da infecção
pelo VLB na atividade fagocítica in vitro de
leucócitos bovinos na fase alinfocitótica da
enfermidade e na presença de LP utilizando-
se da análise por citometria de fluxo, que,
neste contexto, mostrou ser uma técnica
célere, que demandou pequeno volume
sangüíneo e eliminou a necessidade de prévia
separação das populações leucocitárias,
conforme destacado por Vowells et al.25.

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 incidência
assemelha-se àquela verificada por Olson et
al.26, que observaram incidências variando
entre 24% e 42% em rebanhos leiteiros na
Alemanha, e àquelas observadas em diversos
levantamentos sorodiagnósticos realizados
em rebanhos leiteiros brasileiros27, nos quais
as taxas de incidência oscilavam entre 20,7%
e 53,3%.

Na avaliação da fagocitose in vitro de
Sa-IP, verificou-se que, entre as amostras
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sangüíneas dos animais do Grupo SN, a
porcentagem média de células realizando
fagocitose não diferiu da média observada
entre as amostras sangüíneas dos animais do
Grupo AL. Contudo, ambas foram maiores
(p=0,047) que aquela verificada entre as
amostras sangüíneas dos animais do Grupo
LP (Figura 2).

Observou-se, também, que a
intensidade média de fluorescência do iodeto
de propídio (em unidades arbitrárias) nos
leucócitos 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

Figura 1 – Distribuição de 99 vacas da raça Holandês Preto e Branco, em função dos resultados da imunodifusão
em gel de agar (IDAG) para diagnóstico de leucose enzoótica bovina e do leucograma – São Paulo – 2007

1 SN: vacas soronegatitivas para leucose enzoótica bovina; AL: vacas soropositivas para leucose enzoótica
bovina, alinfocitóticas; PL: vacas soropositivas para leucose enzoótica bovina, apresentando linfocitose
persistente. Valores com letras diferentes, diferença com p=0,047.

Figura 2 – Porcentagem de leucócitos fagocitando Staphylococcus aureus, avaliada por citometria de fluxo, em
amostras sangüíneas de 15 vacas da raça Holandês Preto e Branco, em relação ao grupo experimental
- São 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 leucócitos
realizando fagocitose, fato que pode ser
explicado por uma maior quantidade relativa
de linfócitos. No entanto, fagócitos
sangüíneos obtidos de animais com LP
fagocitam menos, apontando a influência das
alterações que induzem à LP na capacidade
fagocítica dos leucócitos.

No estudo de Kaczmarczyk,
Bojarojc-Nosowicz e Fiedorowicz 28, em que
a atividade de fagócitos foi avaliada por
meio do teste de redução do NBT, não foi
encontrada diferença na eficiência metabólica
de fagócitos obtidos de animais
soropositivos ou de animais soronegativos
para LEB. Entretanto, um prévio diagnóstico
diferencial entre animais manifestando LP e
animais alinfocitóticos nesse estudo, poderia
conduzir a resultados semelhantes aos
encontrados no presente trabalho.

Por outro lado, os resultados

corroboram com aqueles verificados por
Werling et al.29, que observaram que havia
uma menor porcentagem de monócitos
realizando fagocitose e que os monócitos
obtidos de animais soropositivos
apresentaram menor atividade fagocítica que
células colhidas de animais soronegativos.
Porém, convém observar que, segundo
Smitts, Burvenich e Heyneman16, em ensaios
em que se visa mensurar a fagocitose, a
incubação de bactérias com o sangue total
(em oposição à incubação com populações
de leucócitos previamente separadas) reflete
a combinação da capacidade fagocítica dos
fagócitos com a atividade opsonizante do
plasma. Também neste estudo, os autores
não verificaram a presença de LP, fato que
não permite apontar se tais observações
ocorreram apenas em células obtidas de
animais nesta fase da infecção.

Os estudos conduzidos por Pyeon,
O’Reilly e Splitter30 e, posteriormente, por
Yakobson et al.31, Amills et al.32, Debacq et
al.33 e Konnai et al.34,35 sugerem que uma
alteração no perfil de citocinas envolvidas

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

Figura 3 – Intensidade de fagocitose de Staphylococcus aureus (em valores arbitrários de fluorescência do iodeto
de propídio), verificada em leucócitos de amostras sangüíneas de 15 vacas da raça Holandês Preto e
Branco, em relação ao grupo experimental – São 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 progressão da
enfermidade para as fases de LP ou de
linfossarcoma. Mormente, uma maior
produção de TNF-á e o desbalanço na
expressão de receptores celulares de TNF,
observados por Kabeya, Ohashi e Onuma36,
pode induzir à maior sobrevivência dos
linfócitos B, quer aumentando sua taxa de
proliferação, quer diminuindo seu índice de
apoptose, e, deste modo, conduzir o
hospedeiro ao status de LP.

Não obstante, tal alteração no perfil
de citocinas durante fase de LP,
possivelmente, interfere na atividade de
outras populações celulares relacionadas ao
sistema imunológico. Em especial, a menor
produção de IFN-ã verificada em animais
manifestando LP observada por Keefe et
al.37 e confirmada por Amills et al.32 pode
ser a responsável pela alteração da atividade
fagocítica de leucócitos observada no
presente trabalho.

A proteção provida pelos
mecanismos imunológicos inatos é crucial
na defesa contra doenças infecciosas. Para
tanto, células utilizam-se, primordialmente,
da fagocitose e de atividades dependentes e
não-dependentes de oxigênio38. Com a
crescente preocupação acerca das
imunodeficiências primárias e secundárias,
pesquisadores têm empregado métodos

diversos na avaliação da resposta
imunológica, tanto em humanos, quanto em
diferentes espécies animais. Nestes, a
quantificação da atividade fagocítica foi
realizada por Szejda et al.14, por Flaminio et
al.22 e Massoco e Palermo Neto21.

Por sua vez, estudos acerca dos
mecanismos patogênicos do VLB fornecem
informações para a elucidação das interações
entre os demais Deltaretrovírus e seus
hospedeiros. No entanto pesquisas
abrangendo a LEB são pautadas,
primordialmente, nos aspectos econômicos
da enfermidade, nos meios diagnósticos, nos
levantamentos epidemiológicos (sorológicos
e, ultimamente, genéticos), nos modos de
transmissão e em programas de controle.
Entretanto, os resultados observados no
presente trabalho indicam que alterações que
induzem à persistência da linfocitose, na
infecção pelo VLB, quer pela influência direta
da atividade proviral, quer por meio de
atividade secundária à alteração quantitativa
e/ou qualitativa de citocinas, podem induzir
o animal a um estado imunossupressivo.

Conclusão

Os resultados verificados no presente
trabalho permitem-nos inferir que animais
infectados pelo VLB, manifestando LP,
apresentam leucócitos circulantes com
função fagocítica 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
Staphylococcus aureus (PI-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
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

Key words:
Bovine.
Leukocytes.
Phagocytosis.
Enzootic Bovine Leukosis.
Flow Cytometry.
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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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