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Resumo

A infecção pelo vírus da leucemia bovina (VLB) leva ao desenvolvimento de linfocitose persistente (LP) ou 
linfossarcomas, principalmente em rebanhos bovinos leiteiros. Entretanto, os eventos que induzem tais manifestações 
ou o efeito da infecção na função das diferentes populações de leucócitos são pouco conhecidos. Avaliou-se o efeito da 
infecção pelo VLB na produção intracelular de peróxido de hidrogênio (H2O2) em leucócitos circulantes, mensurada pela 
fluorescência produzida pela diclorodihidrofluoresceína, utilizando-se de citometria de fluxo. As células foram obtidas 
de cinco vacas soronegativas; cinco vacas infectadas pelo VLB, alinfocitóticas; e cinco vacas infectadas, manifestando LP. 
Verificou-se que a infecção pelo VLB não altera a porcentagem de leucócitos circulantes produzindo H2O2, com ou sem 
prévio estímulo por adição in vitro: de 12-miristato 13-acetato de forbol (PMA); de lipopolissacarídeos de Escherichia 
coli (LPS); ou Staphylococcus aureus. Todavia, a produção de H2O2 em leucócitos de animais apresentando LP, com 
ou sem estímulo, foi menor que aquela verificada em leucócitos de animais soronegativos e de animais soropositivos 
alinfocitóticos. Os estímulos aumentaram a porcentagem de leucócitos produzindo H2O2 e a produção intracelular 
média em animais soronegativos ou naqueles infectados alinfocitóticos. Contudo, em leucócitos de vacas soropositivas 
manifestando LP, a fagocitose de S. aureus não elevou a porcentagem de leucócitos produzindo H2O2. Também, apenas 
a adição de PMA elevou a produção intracelular de H2O2 em leucócitos de fêmeas soropositivas manifestando LP. 
Concluiu-se que bovinos infectados pelo VLB, manifestando LP, apresentam menor produção intracelular de H2O2, 
demonstrando vulnerabilidade funcional refletida por imunossupressão. 
Palavras-chave: Radicais livres. Leucócitos. Deltaretrovírus. Leucose enzoótica bovina. Bovinos.

Abstract

Widespread Bovine Leukemia Virus (BLV) infection leads to persistent lymphocytosis (PL) or lymphosarcoma, mainly 
in dairy herds. Nevertheless, neither the sequence of events that conducts to these symptoms, nor the effect of infection 
on function of different leukocyte populations, is well known. We evaluated the effect of BLV infection on immune 
response of cows through the analysis of hydrogen peroxide (H2O2) intracellular production of circulating leukocytes 
after in vitro stimuli with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), Escherichia coli lipopolysaccharides (LPS), or 
Staphylococcus aureus. Cells were obtained from five BLV-non infected cows, five BLV-infected, non-lymphocytotic 
cows, and five BLV-infected cows with PL, and analyzed by flow cytometry. Intracellular production of H2O2 was 
measured by dichlorodihydrofluorescein diacetate dependent fluorescence. Results showed that BLV infection does not 
alter the percentage of H2O2-producing circulating leukocytes (H2O2-PCL), with or without previous stimuli. However, 
the average of H2O2 intracellular production, with or without previous stimuli, in leukocytes obtained from cows with 
PL was smaller than those from cells obtained from BLV-negative cows and from BLV-infected, non-lymphocytotic 
cows. Moreover, stimuli increased H2O2 intracellular production and the percentage of H2O2-PCL obtained from BLV-
negative cows and from BLV-infected, non-lymphocytotic cows. Conversely, neither phagocytosis of S. aureus and 
stimulus with LPS increases H2O2 intracellular production, nor phagocytosis increases the percentage of H2O2-PCL, 
when leukocytes were obtained from cows with PL. Thus, results show that BLV-infected cattle, with PL, have an 
impaired H2O2 intracellular production, demonstrating functional vulnerability reflected by immunosuppression.

Keywords:  Free radicals. Leukocytes. Deltaretrovirus. Enzootic bovine leukosis. Cattle.
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Introdução

A Leucose Enzoótica Bovina (LEB), infecção cau-
sada pelo vírus da Leucemia Bovina (VLB), é con-
siderada um profícuo modelo animal para o estudo 
da influência dos vírus oncogênicos linfotrópicos na 
resposta imunitária do hospedeiro1. Compartilhando 
arranjo estrutural e genético com os deltaretrovírus 
humanos2, associados a leucemia de células T e linfo-
ma em adultos, ambos desenvolvem doença crônica 
e proliferação das células-alvo envolvendo células e 
mediadores imunitários. No mundo, apenas alguns 
países conseguiram sua erradicação3. No Brasil, to-
davia, sua ocorrência vem sendo relatada em quase 
todos os Estados4. A transmissão do agente ocorre, 
principalmente, por meio de transferência iatrogêni-
ca de linfócitos infectados pelo uso indiscriminado de 
instrumentos sem a devida desinfecção5. Assim, posto 
que os animais são submetidos a manipulações mais 
intensas, é relatada maior prevalência em rebanhos 
leiteiros e de alta produção6.

O VLB infecta, principalmente, linfócitos B, in-
tegrando-se, em lugares dispersos, ao seu genoma7. 
Infectado, o bovino pode apresentar-se com soro-
diagnóstico positivo e alinfocitótico, ou seja, sem a 
presença de linfocitose persistente (LP); ou com so-
rodiagnóstico positivo manifestando LP, caracteriza-
da por uma elevação crônica no número de linfócitos 
circulantes e encontrada em cerca de 30% dos bovinos 
infectados8. Cerca de 10% dos animais infectados po-
dem, ainda, desenvolver linfossarcomas, caracteriza-
dos por infiltração mononuclear em órgãos ricos em 
tecido linfóide, comumente os linfonodos, o baço, o 
coração, o útero, o abomaso, o fígado e/ou os rins, ten-
do ou não previamente apresentado LP. Os sintomas 
relatados9 tornam-se evidentes quando as neoplasias 
invadem os diferentes tecidos e são dependentes do 
órgão envolvido. Deste modo, perdas econômicas di-
retas decorrentes da infecção são devidas à redução 
da produção, à condenação das carcaças, aos custos 
com a reposição mais precoce e ao aumento dos cus-

tos com serviços veterinários, apenas na pequena 
proporção de bovinos que apresentam linfossarco-
mas. Perdas indiretas são decorrentes da restrição 
no comércio de animais ou de seus produtos10. Não 
obstante, a sequência de eventos que leva a alterações 
do número de linfócitos circulantes ou ao desenvol-
vimento tumoral, decorrentes da infecção pelo VLB, 
é pouco conhecida. Do mesmo modo, o efeito da in-
fecção e dos mecanismos envolvidos na gênese da LP 
e do linfossarcoma na função de outras populações de 
leucócitos, podendo contribuir para a instalação ou 
manutenção de um estado de imunossupressão, tam-
bém não está claro.

A proteção provida por mecanismos imunitários 
inatos, primeira barreira especificamente desenvolvi-
da contra a penetração de patógenos em um organis-
mo, desempenha papel crucial na defesa contra doen-
ças infecciosas. Células envolvidas neste mecanismo 
possuem habilidade em reconhecer e destruir antíge-
nos estranhos ou células infectadas, sem a necessida-
de de ter havido um prévio encontro com tais antíge-
nos. Para tanto, tais células utilizam-se da fagocitose 
e de atividades dependentes de oxigênio, relacionadas 
à explosão respiratória, funções fundamentais na des-
truição e eliminação do agente invasor11. Alterações 
nas funções inerentes a estas populações celulares 
podem ser induzidas, por exemplo, pela interação de 
fatores exógenos, tais como drogas, por injúrias físi-
cas ou por infecções intracelulares, característica das 
infecções virais. Tais alterações, ocorrendo nas diver-
sas populações de leucócitos relacionadas à resposta 
contra patógenos, podem levar o animal a um estado 
depletivo na proteção fornecida pelo aparato imuni-
tário, caracterizando um quadro de imunossupressão. 
De fato, em animais com LEB, quando manifestando 
LP, verificou-se, em prévio estudo12, que há alteração 
na função fagocítica de leucócitos circulantes.

Apesar da ampla variedade de métodos utilizando 
citometria de fluxo para avaliar o metabolismo oxida-
tivo de células humanas, usados também para a ava-
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liação da resposta imunitária de equinos13,14, poucos 
estudos foram realizados empregando-os para anali-
sar leucócitos de bovinos15,16,17. Sobretudo, não foram 
encontrados estudos avaliando tal função em bovinos 
infectados pelo VLB. Assim, o presente estudo ava-
liou o efeito da infecção pelo VLB sobre a imunidade 
inata de fêmeas bovinas por meio da análise da pro-
dução intracelular de peróxido de hidrogênio (H2O2) 
por leucócitos circulantes obtidos de animais natural-
mente infectados pelo VLB, frente diferentes estímu-
los in vitro, utilizando-se da citometria de fluxo.

Material e Método

Foram obtidos leucócitos circulantes, de acordo 
com os princípios éticos de utilização animal da Co-
missão de Bioética da Faculdade de Medicina Veteri-
nária e Zootecnia da Universidade de São Paulo (pro-
tocolo no 973/2006), de três grupos de cinco fêmeas 
bovinas: um apresentando sorodiagnóstico negativo 
para LEB; outro de fêmeas naturalmente infectadas 
pelo VLB, alinfocitóticas; e um terceiro, de fêmeas in-
fectadas manifestando LP.

O agrupamento fora realizado segundo os re-
sultados do teste de Imunodifusão em Agar Gel 

(Antígeno para diagnóstico de Leucose Enzoótica 
Bovina – Produção: Laboratório TECPAR, Curitiba, 
PR; Controle de qualidade: MAPA), conforme indi-
cações do fabricante; e de leucogramas seriados com 
intervalo de 90 dias, considerando-se, como referên-
cia, os dados obtidos por Távora18. Os animais, da raça 
Holandês Preto e Branco, em lactação, com idade va-
riando entre 30 e 72 meses (média = 46 meses; desvio 
padrão = 10,1 meses), eram oriundos de um único 
rebanho, localizado no Município de Santa Rita do 
Passa Quatro, no Estado de São Paulo. Ainda, apre-
sentavam bom estado nutricional, não haviam sido 
submetidos a tratamento com glicocorticóides nos 
últimos 30 dias, assim como não se encontravam em 
fase puerperal, fatores estes que poderiam interferir 
na resposta imunitária.

De cada animal, foi coletado, por venopunção coccí-
gea, utilizando-se sistema a vácuo, 10 mL de sangue em 
tubo siliconizado com heparina, mantidos sob refrige-
ração até a realização dos ensaios. Para cada amostra, 
cinco tubos para citometria foram identificados com 
letras (A, B, C, D e E) e com o número ou nome do ani-
mal, os quais receberam tampão fosfato-salino (PBS), 
a 4º C, em quantidade suficiente para um volume fi-
nal de 1 mL por tubo (conforme esquema apresentado 
na Figura 1), seguidos de 100 µL do sangue coletado. 
Para a avaliação da produção intracelular de H2O2, 
por citometria de fluxo, nos tubos “B”, “C”, “D” e “E” 
foram também adicionados 200 µL (60 µg) de Diace-
tato de 2,7-Diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA – 
Molecular Probes™, Eugene, OR; no. cat. C1157). Como 
estímulos in vitro para a produção intracelular de H2O2, 
no tubo “C”, foram adicionados 200 µL de Staphylococ-
cus aureus (cepa ATCC 25923, na concentração apro-
ximada de 2,4 x 109 bactérias/mL de PBS); no tubo “D”, 
foram adicionados 100 µL (100 ng) de 12-miristato 
13-acetato de forbol (PMA – Phorbol 12-Myristate 
13-Acetate – PMA – Sigma™, St. Louis, MO; no. cat. 
P8139); e no tubo “E”, 100 µL (100 ng) de lipopolissaca-
rídeos (LPS) de Escherichia coli (Escherichia coli – cepa 
O55:b5 – Sigma™, St. Louis, MO; no. cat. L-3129). Após 
a adição dos estímulos, as preparações foram incuba-
das em banho-maria, a uma temperatura de 37º C, sob 
ligeira agitação. Depois de 30 minutos de incubação, 
foram adicionados, em cada tubo, 2 mL de solução, a 
4º C, de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (3 
mM). A seguir, os tubos foram centrifugados por 10 
minutos, a 400 x G, a 4º C. Para a lise hipotônica dos 
eritrócitos, após desprezar-se o sobrenadante, foram 
adicionados, a cada alíquota, 2 mL de NaCl a 0,2%, a 
4º C, e, esperados 20 segundos, 2 mL de NaCl a 1,6%, a 
4º C, para a recomposição da isotonicidade da solução. 
Após nova centrifugação por 10 minutos, a 400 x G, a 
4º C, repetiu-se a lise de eritrócitos. Após desprezar-
se, mais uma vez, o sobrenadante, em cada tubo foram 
adicionados 500 µL de PBS, a 4º C, para a análise.
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Dez mil eventos de cada amostra foram adquiri-
dos e analisados em citômetro de fluxo FACSCalibur 
(Becton Dickinson Immunocytometry System™, San 
Diego, CA), por meio do programa Cell Quest Proiv. 
Foram avaliadas a porcentagem de células emitindo 
fluorescência e a intensidade média de fluorescência 
obtida após a oxidação, pelo peróxido de hidrogênio 
intracelular, do DCFH em DCF. Como controle da flu-
orescência basal das células analisadas, o aparelho foi 
calibrado com o tubo A, no qual não havia a adição de 
DCFH-DA. Foi verificada a normalidade da distribui-
ção dos resultados, utilizando-se o teste de Anderson-
Darling, e sua homoscedasticidade, utilizando-se o 
teste F. Para a avaliação das diferenças entre as médias 
dos resultados obtidos, foram feitos os testes de análise 

de variância (ANOVA) e de Tukey-Kramer, empregan-
do-se o programa estatístico MINITAB®, versão 14.1 
(GlobalTech Informática™, Belo Horizonte, MG). Para 
todos os resultados, foram consideradas significantes 
as análises que apresentaram p≤0,05.

Resultados e Discussão

Avaliou-se, neste estudo, a influência da infecção 
pelo VLB na atividade oxidativa in vitro de leucóci-
tos bovinos na fase alinfocitótica da enfermidade e na 
presença de LP, utilizando-se a análise por citometria 
de fluxo. Neste contexto, a técnica utilizada mostrou 
ser rápida, demandando pequeno volume sanguíneo, 
além de não exigir a prévia separação das populações 

Figura 1 – Resumo esquemático do ensaio de produção intracelular de peróxido de hidrogênio adotado no 
presente estudo – São Paulo – 2012
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leucocitárias, corroborando o que fora destacado por 
Vowells et al.19. Ademais, Smits, Burvenich e Heyne-
man15 ressaltaram que o uso de sangue total (como 
realizado no presente trabalho), ao invés de popula-
ções de leucócitos previamente isoladas, minimiza 
os riscos de contaminação por toxinas possivelmente 
presentes em reagentes utilizados no isolamento ce-
lular, tais como substâncias utilizadas para separação 
celular por gradiente de densidade, ou mesmo por 
meio da adição de soro animal.

No ensaio em que se avaliou a produção de radicais 
oxidativos por leucócitos sem prévio estímulo in vitro, 
verificou-se que, em média, 30,60% dos leucócitos 
obtidos das fêmeas selecionadas apresentavam pro-
dução de H2O2 (Tabela 1). Apesar da ausência de estí-
mulo in vitro, supõe-se que esta produção deu-se em 
decorrência do constante estímulo in vivo a que estão 
submetidas as células sanguíneas e que, em qualquer 
ensaio por meio do qual seja verificada a produção 
intracelular de espécies reativas de oxigênio (EROs), 
exista, em maior ou menor grau, uma porcentagem de 
leucócitos produzindo H2O2, sobretudo quando estas 
células são obtidas de animais mantidos em condições 
naturais. Realmente, Flaminio et al.13 verificaram ati-
vidade oxidativa espontânea em fagócitos sanguíne-

os de equinos, separados previamente por gradiente 
de densidade, em ensaio sem a adição de estímulos 
in vitro. Resultados semelhantes obtiveram Walrand 
et al.20, avaliando leucócitos polimorfonucleares hu-
manos, também previamente isolados por meio de 
gradiente de densidade. Apesar da maior quantidade 
de linfócitos circulantes em animais manifestando LP, 
não houve diferença na porcentagem de leucócitos 
que estavam produzindo H2O2, entre os grupos expe-
rimentais (Tabela 1). Assim, parece plausível sugerir 
que a infecção pelo VLB não altera a quantidade rela-
tiva de leucócitos circulantes produzindo H2O2, com 
ou sem prévio estímulo in vitro, em fêmeas bovinas. 
Não obstante, não foram encontrados, em pesquisas 
envolvendo a produção de EROs por leucócitos de 
bovinos, relatos acerca da porcentagem de células 
produzindo H2O2, especialmente em decorrência de 
que estas avaliações haviam sido realizadas após pré-
via separação celular21,22,23, ou apenas na população de 
granulócitos17.

Por sua vez, verifica-se na tabela 2 que, em leucóci-
tos produzindo H2O2, a produção intracelular média 
(em valores arbitrários de intensidade de fluorescên-
cia do DCF), sem estímulo in vitro, em células obti-
das de animais apresentando LP (21,59), foi menor 

Tabela 1 - Porcentagens médias (± desvio padrão)1 de leucócitos sanguíneos produzindo peróxido de hidrogênio 
intracelular frente diferentes estímulos in vitro - São Paulo - 2012

1Valores com letras minúsculas divergentes em uma mesma linha indicam diferença entre grupos, com p indicado na 
penúltima coluna. Valores com letras maiúsculas divergentes em uma mesma coluna indicam diferença intragrupos, 
com p indicado na última linha. Variáveis analisadas pelos testes estatísticos ANOVA e de Tukey-Kramer, com 
significância para p ≤ 0,05. C.V.: coeficiente de variação
2SN: vacas soronegativas para leucose enzoótica bovina (LEB); AL: vacas soropositivas para LEB, alinfocitóticas; LP: vacas soropositivas 
para LEB, apresentando linfocitose persistente
3PMA: 12-miristato 13-acetato de forbol; LPS: lipopolissacarídeos de Escherichia coli

Estímulo3

Grupo2

C.V. Total
(n=15)SN

(n=5)
AL

(n=5)
LP

(n=5)
Sem estímulo 33,00Aa (±19,66) 18,80Aa (±16,68) 40,00Aa (±8,60) 2,98 p>0,05 30,60A (±17,16)

PMA 62,80Ba (±34,50) 58,00Ba (±43,80) 68,60Ba (±9,56) 9,33 p>0,05 63,13B (±30,60)

LPS 57,20Ba (±10,47) 46,60Ba (±23,00) 52,20Ba (±14,72) 2,63 p>0,05 52,00B (±16,25)

S. aureus 56,40Ba (±25,30) 42,60Ba (±28,40) 43,40Aa (±5,77) 4,62 p>0,05 47,47AB (±21,58)

C.V. 6,22 9,56 2,16 1,92

p = 0,008 p = 0,001 p = 0,018 p = 0,005
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(p=0,007) que aquela verificada em células prove-
nientes de animais soronegativos (34,25) e de ani-
mais soropositivos alinfocitóticos (32,17). Em estu-
do prévio12, verificou-se que, em bovinos infectados 
pelo VLB, manifestando LP, a porcentagem média de 
células realizando fagocitose de Staphylococcus au-
reus foi menor que aquela observada em amostras de 
animais soronegativos e de animais alinfocitóticos, 
fato justificável pela menor quantidade relativa de 
células com propriedades fagocíticas na circulação 
daqueles animais. Entretanto, a intensidade média 
de fagocitose mensurada nos leucócitos de animais 
manifestando LP também foi menor que a consta-
tada em leucócitos de animais alinfocitóticos e de 
animais soronegativos. Em conjunto, estes resulta-
dos indicam que as alterações envolvidas na origem 
ou na manutenção do estado de LP prejudicam os 
mecanismos imunitários inatos, posto que leucóci-
tos de bovinos infectados pelo VLB, manifestando 
LP, possuem menor capacidade fagocítica e menor 
produção intracelular de H2O2, ERO necessária para 
a destruição dos patógenos fagocitados.

Watson et al.24 já haviam observado que a adição de 
substâncias estimuladoras da atividade oxidativa pro-
porciona uma avaliação mais acurada desta atividade, 

sobretudo, quando da utilização de pequena quanti-
dade de células e/ou de células com baixo índice de 
produção. Deste modo, foram adicionados estímulos 
in vitro às células recém coletadas, antes do ensaio 
de produção de H2O2. Verificou-se que (Tabela 1) a 
porcentagem de células produzindo H2O2 aumentou 
(p=0,005) com a adição de PMA (63,13%) e com LPS 
(52,00%). No entanto, o estímulo por meio da fago-
citose de S. aureus não aumentou a porcentagem de 
células produzindo H2O2 (47,47%), comparando-se 
com o ensaio sem prévio estímulo (30,60%), quando 
foram avaliadas as células obtidas de todos os ani-
mais. Por sua vez, este aumento foi verificado quando 
avaliados apenas os leucócitos de animais soronegati-
vos (p=0,008) e aqueles de animais infectados alinfo-
citóticos (p=0,001) demonstrando, deste modo, que o 
estímulo pela fagocitose de S. aureus não altera a por-
centagem de leucócitos produzindo H2O2 apenas em 
ensaios que contenham amostras sanguíneas de ani-
mais com LP. Tais resultados permitem advertir que, 
em ensaios em que se busca uma maior proporção de 
células produzindo H2O2 mediante estímulo in vitro 
por fagocitose de S. aureus, como aqueles realizados 
por Flaminio et al.13 e por Massoco e Palermo Neto14, 
utilizando-se de células de equinos, e, mais especifi-

Tabela 2 - Intensidade média de fluorescência (em valores aleatórios) da diclorofluoresceína (± desvio padrão)1 
verificada em leucócitos sanguíneos de vacas, frente diferentes estímulos in vitro - São Paulo - 2012

1Valores com letras minúsculas divergentes em uma mesma linha indicam diferença entre grupos, com p indicado na penúltima 
coluna. Valores com letras maiúsculas divergentes em uma mesma coluna indicam diferença intragrupos, com p indicado na última 
linha. Variáveis analisadas pelos testes estatísticos ANOVA e de Tukey-Kramer, com significância para p ≤ 0,05. C.V.: coeficiente de 
variação
2SN: vacas soronegativas para leucose enzoótica bovina (LEB); AL: vacas soropositivas para LEB, alinfocitóticas; LP: vacas soropositivas 
para LEB, apresentando linfocitose persistente
3PMA: 12-miristato 13-acetato de forbol; LPS: lipopolissacarídeos de Escherichia coli

Estímulo3

Grupo2

C.V. Total
(n=15)SN

(n=5)
AL

(n=5)
LP

(n=5)
Sem estímulo 34,25Aa (±7,92) 32,17Aa (±3,69) 21,59Ab (±3,63) 58,50 p=0,007 29,34A (±7,65)

PMA 97,53Ba (±3,49) 86,80Ba (±26,90) 28,81Bb (±21,65) 132,23 p<0,001 71,06B (±36,35)

LPS 55,79Ca (±16,87) 48,53Ca (±6,04) 22,25Ab (±2,96) 86,67 p=0,001 42,19A (±17,80)

S. aureus 68,00Ca (±22,50) 51,67Ca (±13,85) 21,93Ab (±1,98) 89,26 p=0,002 47,18A (±24,27)

C.V. 828,75 621,31 17,41 661,74

p<0,001 p<0,001 p=0,005 p<0,001
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camente, por Smits, Burvenich e Heyneman15 e por 
Kampen, Tollersrud e Lund17, analisando leucócitos 
bovinos, deve-se, de antemão, constatar se as amos-
tras sanguíneas foram obtidas de animais infectados 
pelo VLB, manifestando LP.

Conquanto, também após os diferentes estímulos in 
vitro, a produção intracelular média de H2O2 de leu-
cócitos obtidos de animais apresentando LP foi me-
nor que aquela verificada em células provenientes de 
animais soronegativos e de animais soropositivos sem 
LP (Tabela 2). Os estudos conduzidos por Werling et 
al.25, Pyeon, O’Reilly e Splitter26 e, posteriormente, por 
Yakobson et al.27, Amills et al.28, Debacq et al.29 e Kon-
nai et al.30,31 sugerem que alterações na quantidade e 
na atividade de citocinas envolvidas na resposta imu-
nitária, aliadas a uma mudança no perfil de citocinas 
relacionado à resposta celular (Th-1) para aquele en-
contrado na resposta humoral (Th-2), podem estar 
relacionadas com a progressão da enfermidade para 
o surgimento da LP ou de linfossarcomas. Supõe-se 
que tal alteração no perfil de citocinas, nomeada-
mente a maior produção de fator de necrose tumoral 
(TNF)-α e o desbalanço na expressão de receptores 
celulares de TNF, observados por Kabeya et al.32, pode 
induzir maior persistência viral através do aumento 
da taxa de proliferação dos linfócitos B infectados e, 
deste modo, conduzir o hospedeiro à LP. Entretanto, 
muito embora a dinâmica celular ainda necessite ser 
mais bem elucidada em bovinos manifestando LP, o 
aumento do número de linfócitos circulantes poderia 
ser gerado por alterações no potencial apoptótico das 
células infectadas, induzidas pela ação do agente viral. 
Contudo, os resultados de diferentes estudos diver-
gem. Enquanto os trabalhos conduzidos por Konnai 
et al.30,31 verificaram uma maior proliferação em cé-
lulas mononucleares de sangue periférico (CMSP) de 
animais manifestando LP, Debacq et al.29 observaram 
menor índice de morte celular, aliado a uma taxa de 
proliferação também menor, em linfócitos B de ani-
mais infectados, com LP. Mais recentemente, Bouzar 

et al.33 verificaram que linfócitos B obtidos de ovinos 
infectados apresentaram menores índices de apopto-
se in vitro. Nesse estudo, os autores observaram evi-
dências demonstrando que baixas concentrações de 
EROs têm papel chave na diminuição dos índices de 
apoptose, induzida pela infecção pelo VLB.

De fato, as EROs estão envolvidas na regulação de 
uma série de processos celulares, na dependência de 
sua concentração intracelular. Um efeito benéfico 
ocorre com concentrações baixas ou moderadas e está 
associado com a ativação e modulação da sinalização 
intracelular, a defesa contra agentes infecciosos e a 
indução de resposta mitogênica34. No entanto, con-
centrações intracelulares excessivas de EROs causam 
dano a lipídios, proteínas e ácidos nucléicos e tornam-
se tóxicas para a célula35. Como defesa contra altas 
concentrações de EROs, a célula faz uso de diversas 
enzimas antioxidantes, tais como a Superóxido Des-
mutase, a Catalase, a Glutationa Peroxidase e a Tiore-
doxina. Deste modo, o estresse oxidativo é originado 
de um desbalanço entre a produção de EROs e a ati-
vidade antioxidante enzimática36. No estudo de Bou-
zar et al.33, evidenciou-se que linfócitos B infectados 
pelo VLB expressam altos níveis de Tioredoxina. Por 
outro lado, foi observada uma menor produção de In-
terferon (IFN)-γ em animais manifestando LP37,38. É 
sabido que altas concentrações intracelulares de EROs 
induzem a expressão do gene que codifica a proteína 
quinase dependente de RNA de fita dupla (PKR) por 
meio da ativação do gene que codifica o IFN-γ, que, 
por sua vez, atua diretamente na inibição da replicação 
viral. Por sua vez, a PKR é um componente central na 
defesa contra infecções virais em virtude de seu papel 
na indução de apoptose em células infectadas39. As-
sim, a partir destas observações, deduz-se que o VLB 
altera os mecanismos imunitários do hospedeiro in-
duzindo aumento nas concentrações celulares de Tio-
redoxina que, por sua vez, diminui as concentrações 
de H2O2. Concentrações celulares reduzidas de EROs 
diminuem as concentrações celulares de IFN-γ e de 
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