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Metabolismo oxidativo de leucocitos em animais
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Oxidative burst of leukocytes from bovine leukemia Virus-Infected Cattle
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Resumo

A infecgdo pelo virus da leucemia bovina (VLB) leva ao desenvolvimento de linfocitose persistente (LP) ou
linfossarcomas, principalmente em rebanhos bovinos leiteiros. Entretanto, os eventos que induzem tais manifestacoes
ou o efeito da infecgdo na fun¢ao das diferentes populacdes de leucdcitos sio pouco conhecidos. Avaliou-se o efeito da
infecgdo pelo VLB na produgio intracelular de peréxido de hidrogénio (H,O,) em leucécitos circulantes, mensurada pela
fluorescéncia produzida pela diclorodihidrofluoresceina, utilizando-se de citometria de fluxo. As células foram obtidas
de cinco vacas soronegativas; cinco vacas infectadas pelo VLB, alinfocitoticas; e cinco vacas infectadas, manifestando LP.
Verificou-se que a infec¢éo pelo VLB nio altera a porcentagem de leucdcitos circulantes produzindo H,O,, com ou sem
prévio estimulo por adigdo in vitro: de 12-miristato 13-acetato de forbol (PMA); de hpopohssacandeos de Escherichia
coli (LPS); ou Staphylococcus aureus. Todavia, a producdo de H,0, em leucécitos de animais apresentando LP, com
ou sem estimulo, foi menor que aquela verificada em leucécitos “de animais soronegativos e de animais soropositivos
alinfocitéticos. Os estimulos aumentaram a porcentagem de leucécitos produzindo H,O, e a produgdo intracelular
média em animais soronegativos ou naqueles infectados alinfocitdticos. Contudo, em leucécitos de vacas soropositivas
manifestando LP, a fagocitose de S. aureus nio elevou a porcentagem de leucdcitos produzindo H,O,. Também, apenas
a adicdo de PMA elevou a produgdo intracelular de H,O, em leucdcitos de fémeas soropositivas manifestando LP.
Concluiu-se que bovinos infectados pelo VLB, manifestando LP, apresentam menor produgdo intracelular de H,0,,
demonstrando vulnerabilidade funcional refletida por imunossupressao.

Palavras-chave: Radicais livres. Leucdcitos. Deltaretrovirus. Leucose enzodtica 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 (H,0,) intracellular production of circulating leukocytes
after in vitro stimuli with phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) Escherichia coli lipopolysaccharides (LPS), o

Staphylococcus aureus. Cells were obtained from five BLV-non infected cows, five BLV-infected, non- lymphocytotlc
cows, and five BLV-infected cows with PL, and analyzed by flow cytometry. Intracellular production of H,O, was
measured by dichlorodihydrofluorescein diacetate dependent fluorescence. Results showed that BLV infection does not
alter the percentage of H O _-producing circulating leukocytes (H,0,-PCL), with or without previous stimuli. However,
the average of H O intracellular production, with or without prev1ous 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 H,O, intracellular production and the percentage of H,O,-PCL obtained from BLV-
negative cows and from BLV- infected, non- lymphocytotic cows. Conversely, neither pflagocytosw of S. aureus and
stimulus with LPS increases H,O, intracellular production, nor phagocytosis increases the percentage of H O -PCL,
when leukocytes were obtained from cows with PL. Thus, results show that BLV-infected cattle, with PL, have an
impaired H,O, intracellular production, demonstrating functional vulnerability reflected by immunosuppression.

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

A Leucose Enzoodtica Bovina (LEB), infec¢do cau-
sada pelo virus da Leucemia Bovina (VLB), é con-
siderada um proficuo modelo animal para o estudo
da influéncia dos virus oncogénicos linfotrépicos na
resposta imunitaria do hospedeiro'. Compartilhando
arranjo estrutural e genético com os deltaretrovirus
humanos?, associados a leucemia de células T e linfo-
ma em adultos, ambos desenvolvem doenca cronica
e proliferacao das células-alvo envolvendo células e
mediadores imunitarios. No mundo, apenas alguns
paises conseguiram sua erradica¢do’. No Brasil, to-
davia, sua ocorréncia vem sendo relatada em quase
todos os Estados®. A transmissao do agente ocorre,
principalmente, por meio de transferéncia iatrogéni-
ca de linfdcitos infectados pelo uso indiscriminado de
instrumentos sem a devida desinfec¢do®. Assim, posto
que os animais sdo submetidos a manipula¢cdes mais
intensas, é relatada maior prevaléncia em rebanhos
leiteiros e de alta produgao®.

O VLB infecta, principalmente, linfocitos B, in-
tegrando-se, em lugares dispersos, ao seu genoma’.
Infectado, o bovino pode apresentar-se com soro-
diagndstico positivo e alinfocitético, ou seja, sem a
presenca de linfocitose persistente (LP); ou com so-
rodiagnostico positivo manifestando LP, caracteriza-
da por uma elevagdo cronica no namero de linfécitos
circulantes e encontrada em cerca de 30% dos bovinos
infectados®. Cerca de 10% dos animais infectados po-
dem, ainda, desenvolver linfossarcomas, caracteriza-
dos por infiltragdo mononuclear em 6rgaos ricos em
tecido linfoide, comumente os linfonodos, o bago, o
coragdo, o utero, o abomaso, o figado e/ou os rins, ten-
do ou nao previamente apresentado LP. Os sintomas
relatados’ tornam-se evidentes quando as neoplasias
invadem os diferentes tecidos e sdo dependentes do
6rgao envolvido. Deste modo, perdas economicas di-
retas decorrentes da infeccdo sdo devidas a reducio
da producio, a condenacdo das carcagas, aos custos

com a reposi¢do mais precoce e ao aumento dos cus-
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tos com servicos veterindrios, apenas na pequena
propor¢ao de bovinos que apresentam linfossarco-
mas. Perdas indiretas sdo decorrentes da restri¢ao
no comércio de animais ou de seus produtos. Nao
obstante, a sequéncia de eventos que leva a alteragdes
do numero de linfécitos circulantes ou ao desenvol-
vimento tumoral, decorrentes da infec¢do pelo VLB,
é pouco conhecida. Do mesmo modo, o efeito da in-
fecgdo e dos mecanismos envolvidos na génese da LP
e do linfossarcoma na fungdo de outras populacoes de
leucocitos, podendo contribuir para a instalagido ou
manuten¢ao de um estado de imunossupressao, tam-
bém nao esta claro.

A protecdo provida por mecanismos imunitarios
inatos, primeira barreira especificamente desenvolvi-
da contra a penetragdo de patégenos em um organis-
mo, desempenha papel crucial na defesa contra doen-
cas infecciosas. Células envolvidas neste mecanismo
possuem habilidade em reconhecer e destruir antige-
nos estranhos ou células infectadas, sem a necessida-
de de ter havido um prévio encontro com tais antige-
nos. Para tanto, tais células utilizam-se da fagocitose
e de atividades dependentes de oxigénio, relacionadas
a explosao respiratoria, fungdes fundamentais na des-
truicdo e eliminagdo do agente invasor''. Alteragdes
nas funcdes inerentes a estas populacdes celulares
podem ser induzidas, por exemplo, pela interac¢do de
fatores exogenos, tais como drogas, por injurias fisi-
cas ou por infecgdes intracelulares, caracteristica das
infeccoes virais. Tais altera¢des, ocorrendo nas diver-
sas populacdes de leucdcitos relacionadas a resposta
contra patégenos, podem levar o animal a um estado
depletivo na protegdo fornecida pelo aparato imuni-
tario, caracterizando um quadro de imunossupressao.
De fato, em animais com LEB, quando manifestando
LP, verificou-se, em prévio estudo'?, que ha alteracao
na fungéo fagocitica de leucécitos 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-



liagdo da resposta imunitaria de equinos'>", poucos
estudos foram realizados empregando-os para anali-
sar leucdcitos de bovinos'>!'¢". Sobretudo, nao foram
encontrados estudos avaliando tal funcao em bovinos
infectados pelo VLB. Assim, o presente estudo ava-
liou o efeito da infeccao pelo VLB sobre a imunidade
inata de fémeas bovinas por meio da analise da pro-
dugio intracelular de peréxido de hidrogénio (H,0,)
por leucdcitos circulantes obtidos de animais natural-
mente infectados pelo VLB, frente diferentes estimu-

los in vitro, utilizando-se da citometria de fluxo.

Material e Método

Foram obtidos leucdcitos circulantes, de acordo
com os principios éticos de utilizagao animal da Co-
missao de Bioética da Faculdade de Medicina Veteri-
naria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (pro-
tocolo no 973/2006), de trés grupos de cinco fémeas
bovinas: um apresentando sorodiagnostico negativo
para LEB; outro de fémeas naturalmente infectadas
pelo VLB, alinfocitdticas; e um terceiro, de fémeas in-
fectadas manifestando LP.

O agrupamento fora realizado segundo os re-
sultados do teste de Imunodifusdo em Agar Gel
(Antigeno para diagndstico de Leucose Enzoodtica
Bovina - Produgdo: Laboratorio TECPAR, Curitiba,
PR; Controle de qualidade: MAPA), conforme indi-
cagdes do fabricante; e de leucogramas seriados com
intervalo de 90 dias, considerando-se, como referén-
cia, os dados obtidos por Tavora'®. Os animais, da raca
Holandés Preto e Branco, em lactacio, com idade va-
riando entre 30 e 72 meses (média = 46 meses; desvio
padrao = 10,1 meses), eram oriundos de um unico
rebanho, localizado no Municipio de Santa Rita do
Passa Quatro, no Estado de Sdo Paulo. Ainda, apre-
sentavam bom estado nutricional, nio haviam sido
submetidos a tratamento com glicocorticéides nos
ultimos 30 dias, assim como nao se encontravam em
fase puerperal, fatores estes que poderiam interferir

na resposta imunitdria.
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De cada animal, foi coletado, por venopungio cocci-
gea, utilizando-se sistema a vacuo, 10 mL de sangue em
tubo siliconizado com heparina, mantidos sob refrige-
racio até a realizacio dos ensaios. Para cada amostra,
cinco tubos para citometria foram identificados com
letras (A, B, C, D e E) e com o nimero ou nome do ani-
mal, os quais receberam tampio fosfato-salino (PBS),
a 4° C, em quantidade suficiente para um volume fi-
nal de 1 mL por tubo (conforme esquema apresentado
na Figura 1), seguidos de 100 pL do sangue coletado.
Para a avaliagio da producdo intracelular de H,O,,
por citometria de fluxo, nos tubos “B”, “C”, “D” e “E”
foram também adicionados 200 uL (60 pg) de Diace-
tato de 2,7-Diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA -
Molecular Probes™, Eugene, OR; n°. cat. C1157). Como
estimulos in vitro para a produgio intracelular de H,0,,
no tubo “C’, foram adicionados 200 uL de Staphylococ-
cus aureus (cepa ATCC 25923, na concentragao apro-
ximada de 2,4 x 10° bactérias/mL de PBS); no tubo “D”,
foram adicionados 100 pL (100 ng) de 12-miristato
13-acetato de forbol (PMA - Phorbol 12-Myristate
13-Acetate - PMA - Sigma™, St. Louis, MO; n°. cat.
P8139); e no tubo “E”, 100 uL (100 ng) de lipopolissaca-
rideos (LPS) de Escherichia coli (Escherichia coli - cepa
055:b5 - Sigma™, St. Louis, MO; n°. cat. L-3129). Apds
a adi¢do dos estimulos, as preparacdes foram incuba-
das em banho-maria, a uma temperatura de 37° C, sob
ligeira agitagdo. Depois de 30 minutos de incubagao,
foram adicionados, em cada tubo, 2 mL de solucdo, a
4° C, de 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (3
mM). A seguir, os tubos foram centrifugados por 10
minutos, a 400 x G, a 4° C. Para a lise hipotdnica dos
eritrocitos, apos desprezar-se o sobrenadante, foram
adicionados, a cada aliquota, 2 mL de NaCl a 0,2%, a
4° C, e, esperados 20 segundos, 2 mL de NaCl a 1,6%, a
40 C, para a recomposicio da isotonicidade da soluc¢ao.
Apds nova centrifugagdo por 10 minutos, a 400 x G, a
40 C, repetiu-se a lise de eritrdcitos. Apos desprezar-
se, mais uma vez, o sobrenadante, em cada tubo foram

adicionados 500 uL de PBS, a 4° C, para a analise.
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- Sangue venoso
coletado com
heparina (10 mL)

— Sangue (100 pL)

PBS (900 yL)
A

~—DCFH (100 pL)
+—Sangue (100 pL)

—PBS (800 pL)

-—DCFH (100 pL)
-—S. aureus (100 pL)
+—Sangue (100 pL)
|- PBS (700 pL)

[ Incubados (30 min, banho-maria — 37°C, sob agitagéo) |

| Centrifugados (400 x G, 10 min, 4°C) — desprezado o sobrenadante |

-—DCFH (100 pL)
-~ PMA (100 pL)
+—Sangue (100 pL)

|—PBS (700 pL)

-—DCFH (100 pL)
+—LPS (100 pL)
+—Sangue (100 pL)

| —PBS (700 L)

[Lise de eritrocitos (duas vezes): |

g [ Adicionados, em cada tubo, 2 mL de solugao de EDTA (3 mM), a 4°C |

Centrifugados (400 x G, 10 min, 4° C) - desprezado o sobrenadante

Apés segunda lise:
U

500 pL de PBS,a4°C — | | | | [

Citometria de Fluxo

Figura 1 - Resumo esquematico do ensaio de producéo intracelular de peréxido de hidrogénio adotado no

presente estudo - Sdo Paulo - 2012

Dez mil eventos de cada amostra foram adquiri-
dos e analisados em citdmetro de fluxo FACSCalibur
(Becton Dickinson Immunocytometry System™, San
Diego, CA), por meio do programa Cell Quest Pro™.
Foram avaliadas a porcentagem de células emitindo
fluorescéncia e a intensidade média de fluorescéncia
obtida ap6s a oxidagdo, pelo peréxido de hidrogénio
intracelular, do DCFH em DCE Como controle da flu-
orescéncia basal das células analisadas, o aparelho foi
calibrado com o tubo A, no qual ndo havia a adigdo de
DCFH-DA. Foi verificada a normalidade da distribui-
¢do dos resultados, utilizando-se o teste de Anderson-
Darling, e sua homoscedasticidade, utilizando-se o
teste F. Para a avaliacdo das diferencas entre as médias

dos resultados obtidos, foram feitos os testes de andlise
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de varidncia (ANOVA) e de Tukey-Kramer, empregan-
do-se o programa estatistico MINITAB®, versao 14.1
(GlobalTech Informatica™, Belo Horizonte, MG). Para
todos os resultados, foram consideradas significantes

as andlises que apresentaram p<0,05.

Resultados e Discussao

Avaliou-se, neste estudo, a influéncia da infec¢do
pelo VLB na atividade oxidativa in vitro de leucdci-
tos bovinos na fase alinfocitotica da enfermidade e na
presenca de LP, utilizando-se a andlise por citometria
de fluxo. Neste contexto, a técnica utilizada mostrou
ser rapida, demandando pequeno volume sanguineo,

além de ndo exigir a prévia separacao das populagdes



leucocitarias, corroborando o que fora destacado por
Vowells et al."”. Ademais, Smits, Burvenich e Heyne-
man®” ressaltaram que o uso de sangue total (como
realizado no presente trabalho), ao invés de popula-
¢oes de leucdcitos previamente isoladas, minimiza
os riscos de contaminagdo por toxinas possivelmente
presentes em reagentes utilizados no isolamento ce-
lular, tais como substéncias utilizadas para separa¢ao
celular por gradiente de densidade, ou mesmo por
meio da adi¢do de soro animal.

No ensaio em que se avaliou a produg¢ao de radicais
oxidativos por leucdcitos sem prévio estimulo in vitro,
verificou-se que, em média, 30,60% dos leucocitos
obtidos das fémeas selecionadas apresentavam pro-
dugdo de H,O, (Tabela 1). Apesar da auséncia de esti-
mulo in vitro, supde-se que esta producao deu-se em
decorréncia do constante estimulo in vivo a que estao
submetidas as células sanguineas e que, em qualquer
ensaio por meio do qual seja verificada a produgao
intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs),
exista, em maior ou menor grau, uma porcentagem de
leucocitos produzindo H,O,, sobretudo quando estas
células sao obtidas de animais mantidos em condi¢oes
naturais. Realmente, Flaminio et al."* verificaram ati-

vidade oxidativa espontanea em fagdcitos sanguine-
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os de equinos, separados previamente por gradiente
de densidade, em ensaio sem a adi¢ao de estimulos
in vitro. Resultados semelhantes obtiveram Walrand
et al.?%, avaliando leucdcitos polimorfonucleares hu-
manos, também previamente isolados por meio de
gradiente de densidade. Apesar da maior quantidade
de linfécitos circulantes em animais manifestando LP,
nao houve diferenga na porcentagem de leucécitos
que estavam produzindo H,O,, entre os grupos expe-
rimentais (Tabela 1). Assim, parece plausivel sugerir
que a infec¢ao pelo VLB ndo altera a quantidade rela-
tiva de leucdcitos circulantes produzindo H,0,, com
ou sem prévio estimulo in vitro, em fémeas bovinas.
Nio obstante, ndo foram encontrados, em pesquisas
envolvendo a producio de EROs por leucdcitos de
bovinos, relatos acerca da porcentagem de células
produzindo H O,, especialmente em decorréncia de
que estas avaliacoes haviam sido realizadas apos pré-
via separagdo celular?»**%, ou apenas na populacdo de
granulécitos'.

Por sua vez, verifica-se na tabela 2 que, em leucéci-
tos produzindo H,O,, a produgao intracelular média
(em valores arbitrarios de intensidade de fluorescén-
cia do DCF), sem estimulo in vitro, em células obti-

das de animais apresentando LP (21,59), foi menor

Tabela 1 - Porcentagens médias (+ desvio padrdo)' de leucdcitos sanguineos produzindo perdxido de hidrogénio
intracelular frente diferentes estimulos in vitro - Sao Paulo - 2012

Grupo’®
Estimulo® SN AL P CV. (E;)tlasl)
(n=5) (n=5) (n=5)

Sem estimulo 33,004 (+19,66) 18,804 (+16,68) 40,004 (+8,60) 2,98 p>0,05 30,60 (£17,16)
PMA 62,805 (+£34,50) 58,005 (+43,80) 68,60% (+£9,56) 9,33 p>0,05 63,138 (+£30,60)
LPS 57,20%(+£10,47) 46,60% (+23,00) 52,20%(+£14,72) 2,63 p>0,05 52,008 (+£16,25)
S. aureus 56,405 (+£25,30) 42,60%* (+28,40) 43,40 (+5,77) 4,62 p>0,05 47,47*® (£21,58)
C.V. 6,22 9,56 2,16 1,92

p = 0,008 p = 0,001 p=0,018 p = 0,005

'Valores com letras minusculas divergentes em uma mesma linha indicam diferenga entre grupos, com p indicado na
pendltima coluna. Valores com letras maitisculas divergentes em uma mesma coluna indicam diferenga intragrupos,
com p indicado na tdltima linha. Varidveis analisadas pelos testes estatisticos ANOVA e de Tukey-Kramer, com

significancia para p < 0,05. C.V.: coeficiente de variagao

2SN: vacas soronegativas para leucose enzo6tica bovina (LEB); AL: vacas soropositivas para LEB, alinfocitéticas; LP: vacas soropositivas

para LEB, apresentando linfocitose persistente

*PMA: 12-miristato 13-acetato de forbol; LPS: lipopolissacarideos de Escherichia coli
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Tabela 2 - Intensidade média de fluorescéncia (em valores aleatérios) da diclorofluoresceina (+ desvio padrao)!

verificada em leucdcitos sanguineos de vacas, frente diferentes estimulos in vitro - Sao Paulo - 2012

Grupo?®
Estimulo® SN AL LP C.V. (Egtlasl)
(n=5) (n=5) (n=5)

Sem estimulo 34,254 (+7,92) 32,1744 (+3,69) 21,594 (+3,63) 58,50 p=0,007 29,34 (+7,65)
PMA 97,5382 (+3,49) 86,808 (+£26,90) 28,818 (+21,65) 132,23 p<0,001 71,068 (£36,35)
LPS 55,79 (+£16,87) 48,53 (+6,04) 22,254 (+2,96) 86,67 p=0,001 42,194 (+£17,80)
S. aureus 68,00 (+22,50) 51,67 (+13,85) 21,934 (+1,98) 89,26 p=0,002 47,184 (+24,27)
C.V. 828,75 621,31 17,41 661,74

p<0,001 p<0,001 p=0,005 p<0,001

"Valores com letras minusculas divergentes em uma mesma linha indicam diferenga entre grupos, com p indicado na pentltima
coluna. Valores com letras maitsculas divergentes em uma mesma coluna indicam diferenga intragrupos, com p indicado na ultima
linha. Varidveis analisadas pelos testes estatisticos ANOVA e de Tukey-Kramer, com significancia para p < 0,05. C.V.: coeficiente de

variagao

2SN: vacas soronegativas paraleucose enzodtica bovina (LEB); AL: vacas soropositivas para LEB, alinfocitéticas; LP: vacas soropositivas

para LEB, apresentando linfocitose persistente

*PMA: 12-miristato 13-acetato de forbol; LPS: lipopolissacarideos de Escherichia coli

(p=0,007) que aquela verificada em células prove-
nientes de animais soronegativos (34,25) e de ani-
mais soropositivos alinfocitéticos (32,17). Em estu-
do prévio'?, 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 alinfocitéticos,
fato justificavel pela menor quantidade relativa de
células com propriedades fagociticas na circulagdo
daqueles animais. Entretanto, a intensidade média
de fagocitose mensurada nos leucdcitos de animais
manifestando LP também foi menor que a consta-
tada em leucocitos de animais alinfocitoticos e de
animais soronegativos. Em conjunto, estes resulta-
dos indicam que as alteragdes envolvidas na origem
ou na manuteng¢do do estado de LP prejudicam os
mecanismos imunitdrios inatos, posto que leucdci-
tos de bovinos infectados pelo VLB, manifestando
LP, possuem menor capacidade fagocitica e menor
produgdo intracelular de H,O,, ERO necessaria para
a destrui¢ao dos patégenos fagocitados.

Watson et al.** ja haviam observado que a adigdo de
substéncias estimuladoras da atividade oxidativa pro-

porciona uma avaliagao mais acurada desta atividade,
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sobretudo, quando da utilizagdo de pequena quanti-
dade de células e/ou de células com baixo indice de
produgdo. Deste modo, foram adicionados estimulos
in vitro as células recém coletadas, antes do ensaio
de produgdo de H,O,. Verificou-se que (Tabela 1) a
porcentagem de células produzindo H,O, aumentou
(p=0,005) com a adi¢ao de PMA (63,13%) e com LPS
(52,00%). No entanto, o estimulo por meio da fago-
citose de S. aureus nao aumentou a porcentagem de
células produzindo H,0, (47,47%), comparando-se
com o ensaio sem prévio estimulo (30,60%), quando
foram avaliadas as células obtidas de todos os ani-
mais. Por sua vez, este aumento foi verificado quando
avaliados apenas os leucdcitos de animais soronegati-
vos (p=0,008) e aqueles de animais infectados alinfo-
citdticos (p=0,001) demonstrando, deste modo, que o
estimulo pela fagocitose de S. aureus nao altera a por-
centagem de leucdcitos produzindo H,O, apenas em
ensaios que contenham amostras sanguineas de ani-
mais com LP. Tais resultados permitem advertir que,
em ensaios em que se busca uma maior proporgao de
células produzindo H,O, mediante estimulo in vitro
por fagocitose de S. aureus, como aqueles realizados
por Flaminio et al."” e por Massoco e Palermo Neto'?,

utilizando-se de células de equinos, e, mais especifi-



camente, por Smits, Burvenich e Heyneman" e por
Kampen, Tollersrud e Lund”, analisando leucdcitos
bovinos, deve-se, de antemao, constatar se as amos-
tras sanguineas foram obtidas de animais infectados
pelo VLB, manifestando LP.

Conquanto, também ap6s os diferentes estimulos in
vitro, a produgdo intracelular média de H,O, de leu-
cocitos 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.”, Pyeon, O'Reilly e Splitter®® e, posteriormente, por
Yakobson et al.”’, Amills et al.?®, Debacq et al.* e Kon-
nai et al.’***' sugerem que altera¢des na quantidade e
na atividade de citocinas envolvidas na resposta imu-
nitdria, aliadas a uma mudanga no perfil de citocinas
relacionado a resposta celular (Th-1) para aquele en-
contrado na resposta humoral (Th-2), podem estar
relacionadas com a progressdo da enfermidade para
o surgimento da LP ou de linfossarcomas. Supde-se
que tal alteracdo no perfil de citocinas, nomeada-
mente a maior produgédo de fator de necrose tumoral
(TNF)-a e o desbalan¢o na expressdo de receptores
celulares de TNE, observados por Kabeya et al.*, pode
induzir maior persisténcia viral através do aumento
da taxa de proliferacdo dos linfocitos B infectados e,
deste modo, conduzir o hospedeiro a LP. Entretanto,
muito embora a dindmica celular ainda necessite ser
mais bem elucidada em bovinos manifestando LP, o
aumento do numero de linfécitos circulantes poderia
ser gerado por alteragdes no potencial apoptético das
células infectadas, induzidas pela agao do agente viral.
Contudo, os resultados de diferentes estudos diver-
gem. Enquanto os trabalhos conduzidos por Konnai
et al.***! verificaram uma maior proliferacdo em cé-
lulas mononucleares de sangue periférico (CMSP) de
animais manifestando LP, Debacq et al.* observaram
menor indice de morte celular, aliado a uma taxa de
proliferacdo também menor, em linfécitos B de ani-

mais infectados, com LP. Mais recentemente, Bouzar
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et al.” verificaram que linfécitos B obtidos de ovinos
infectados apresentaram menores indices de apopto-
se in vitro. Nesse estudo, os autores observaram evi-
déncias demonstrando que baixas concentracdes de
EROs tém papel chave na diminui¢ao dos indices de
apoptose, induzida pela infec¢do pelo VLB.

De fato, as EROs estao envolvidas na regulagdo de
uma série de processos celulares, na dependéncia de
sua concentra¢do intracelular. Um efeito benéfico
ocorre com concentracdes baixas ou moderadas e esta
associado com a ativac¢do e modulacio da sinalizacio
intracelular, a defesa contra agentes infecciosos e a
indugao de resposta mitogénica*. No entanto, con-
centragdes intracelulares excessivas de EROs causam
dano alipidios, proteinas e acidos nucléicos e tornam-
se toxicas para a célula®. Como defesa contra altas
concentra¢des de EROs, a célula faz uso de diversas
enzimas antioxidantes, tais como a Superoxido Des-
mutase, a Catalase, a Glutationa Peroxidase e a Tiore-
doxina. Deste modo, o estresse oxidativo ¢ originado
de um desbalango entre a produgdo de EROs e a ati-
vidade antioxidante enzimatica®. No estudo de Bou-
zar et al.®, evidenciou-se que linfécitos B infectados
pelo VLB expressam altos niveis de Tioredoxina. Por
outro lado, foi observada uma menor produgédo de In-
terferon (IFN)-y em animais manifestando LP*. E
sabido que altas concentragdes intracelulares de EROs
induzem a expressao do gene que codifica a proteina
quinase dependente de RNA de fita dupla (PKR) por
meio da ativagdo do gene que codifica o IFN-y, que,
por sua vez, atua diretamente na inibicdo da replica¢ao
viral. Por sua vez, a PKR é um componente central na
defesa contra infec¢des virais em virtude de seu papel
na inducio de apoptose em células infectadas®. As-
sim, a partir destas observagoes, deduz-se que o VLB
altera os mecanismos imunitarios do hospedeiro in-
duzindo aumento nas concentragoes celulares de Tio-
redoxina que, por sua vez, diminui as concentragdes
de H,0,. Concentragdes celulares reduzidas de EROs

diminuem as concentragdes celulares de IFN-y e de
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PKR, contribuindo para a persisténcia viral. Como
decorréncia, a menor indugdo de apoptose contribui
para a génese da LP.

Convém observar que a ativagdo da atividade oxi-
dativa promovida pelo PMA, por meio da ativa¢ao da
enzima NADPH oxidase, apds ativa¢ao da proteina
quinase C (PKC), nao é mediada por receptores da
membrana celular e nio é precedida da formagao do
fagolisossomo. Diverso da ativagao promovida pelo
PMA, o estimulo para a produgao de H,O, promo-
vido pelo LPS de E. coli e pela fagocitose de S. aureus
ocorre por meio da ligagdo a receptores da membra-
na plasmatica dos leucdcitos, atuando, deste modo,
como estimulantes mais naturais da atividade oxida-
tiva'®. Neste ensejo, constatou-se, no presente estudo
(Tabela 2), que o aumento na produgdo intracelular
de H,0, foi maior quando foi utilizado, como esti-

mulo prévio, a adi¢ao de PMA. No entanto, este estu-
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