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RESUMO

SPINOLA, T. R. Correlacao entre a atipia linfocitaria e o perfil imunoldégico de animais
infectados pelo Virus da Leucose Enzoética Bovina. [Correlation between immunological
profile and atypical lymphocytes in bovine leukemia virus infected dairy cows]. 2010. 84 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sio Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Dentre as enfermidades que causam alteragcbes hematoldégicas em bovinos
podemos citar a leucose enzodtica bovina (LEB). Podendo em alguns animais,
determinar formagdes tumorais por infiltragdo de células mononucleares (linfocitos,
pro-linfocitos e linfocitos atipicos), em diferentes tecidos. A doenga possui quadro
sintomatico pleomorfico e alteragdes hematoldgicas, evidenciadas por leucocitose e
linfocitose persistente, com aumento de formas linfocitarias atipicas. Desta forma o
presente estudo tem como objetivo avaliar a atipia linfocitaria em bovinos da raga
Holandesa Preto e Branco em animais soropositivos com ou sem a presencga de
linfocitose persistente e animais soronegativos para LEB e correlaciona-la com a
apoptose de células CD5+ e a proliferacao linfocitaria. Assim, foram selecionados 56
animais, divididos de acordo com o leucograma e o sorodiagnostico da LEB pela
imunodifusdo em agar gel e pelo ensaio imunoenzimatico em: negativos (n = 25),
alinfocitéticos (AL, n= 12) e com linfocitose persistente (LP, n=19). Destes, 15
animais tiveram suas amostras sanguineas avaliadas quanto a proliferagcdo de
linfocitos e apoptose. Os resultados deste estudo mostraram que, a contagem de
leucdcitos totais e os valores absolutos e relativos de linfocitos atipicos foram
maiores no grupo LP. Em relagdo aos linfécitos atipicos, os linfécitos sombra de
Gumprecht, linfécito monocitdide e linfocito com nudcleo duplo, foram encontrados
nos trés grupos de estudo, porém mais comumente em animais infectados pelo
VLEB, predominantemente no grupo manifestando linfocitose persistente. Este
trabalho demonstrou uma menor proliferacdo de linfécitos nos animais infectados
pelo VLEB manifestando LP, associado a uma menor apoptose de células CD5+. Na
analise da correlacdo entre a apoptose de células CD5" e a porcentagem das
populacdes linfocitarias entre os 15 animais, observou-se que a apoptose tem uma
correlagao positiva com os linfécitos com nucleo duplo, o que n&o ocorreu nas
demais populagdes celulares. Na correlagao entre a proliferacéo, foi observado nos

15 animais, que quanto maior a porcentagem de linfécitos menor é a proliferacéao e



quanto maior a porcentagem de linfécitos monocitdides menor a proliferagdo, o que
nao ocorreu nas demais populagdes celulares. Portanto, a manifestacédo da LP em
animais naturalmente infectados pelo VLEB, pode ser associada ao aumento de
linfocitos atipicos do tipo sombra de Gumprecht, linfécito monocitéide e linfocito
nucleo duplo e da menor apoptose das células CD5 * e da menor proliferacéo de
linfécitos.

Palavras-chave: Linfécito. Atipias linfocitarias. Leucose Enzodtica Bovina. Bovinos.



ABSTRACT

SPINOLA, T. R. Correlation between immunological profile and atypical lymphocytes in
bovine leukemia virus infected dairy cows. [Correlacéo entre a atipia linfocitaria e o perfil
imunolégico de animais infectados pelo Virus da Leucose Enzodtica Bovina]. 2010. 84f.
Dissertagdao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sio Paulo, Sao Paulo, 2010.

Among the diseases that cause hematological changes in cattle can cite the enzootic
bovine leukemia (EBL). And in some animals, to determine tumor formations by
infiltration of mononuclear cells (lymphocytes, pro-lymphocytes and atypical
lymphocytes) in different tissues. The disease has symptoms very pleomorphic and
hematological changes, evidenced by leukocytosis, and persistent lymphocytosis, an
increase of atypical lymphocyte forms. Thus this study aims to evaluate the atypical
lymphocyte in Holstein Black and White in seropositive animals with or without the
presence of persistent lymphocytosis and animals seronegative LEB and correlate
them with apoptosis of cells CD5 + and lymphocyte proliferation. Thus, we selected
56 animals, divided according to the WBC and serodiagnosis of LEB by agar gel
immunodiffusion and by enzyme immunoassay in: negative (n = 25), non-
lymphocytic (AL, n = 12) and with persistent lymphocytosis (PL, n = 19). Of these, 15
animals had their blood samples evaluated for lymphocyte proliferation and
apoptosis. The results of this study showed that in total leukocytes and absolute and
relative values of atypical lymphocytes were higher in group LP. Regarding atypical
lymphocytes, lymphocytes Gumprecht shadow, lymphocyte and monocytoid
lymphocytes with dual core, were found in the three study groups, but more
commonly in animals infected VLEB, predominantly in the group with persistent
lymphocytosis. This study demonstrated a reduced proliferation of lymphocytes in
animals infected VLEB expressing LP, associated with lower apoptosis of CD5 +
cells. In analyzing the correlation between apoptosis of cells and the percentage of
CD5 + lymphocyte populations among the 15 animals, we observed that apoptosis
has a positive correlation with lymphocytes with dual core, which did not occur in
other cell populations. Correlation between proliferation, was observed in 15 animals,
the higher the percentage of lymphocyte proliferation and lower the higher the
percentage of monocytoid lymphocytes less proliferation, which did not occur in other
cell populations. Therefore, the expression of LP in animals naturally infected VLEB

may be associated with increased atypical lymphocytes of the type of shadow



Gumprecht, lymphocyte and lymphocyte monocytoid dual-core and reduced

apoptosis of CD5 + cells and reduced Iymphocyte proliferation.

Key words: Lymphocyte. Atypical lymphocyte. Enzootic Bovine Leukosis. Cattle.
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19

1 INTRODUGCAO

No inicio do século passado a leucose enzoodtica bovina (LEB) foi muito
estudada devido a sua alta incidéncia nas regides do leste da Europa e inumeros
pesquisadores descreveram meétodos que favoreceram o diagnostico precoce da
enfermidade a fim de promover sua erradicacédo nos rebanhos leiteiros da regido
(BIRGEL JUNIOR, 1991). Isso realmente aconteceu, algumas regides tornaram-se
livres da doenga empregando avaliagbes hematologicas e técnicas diversas,
predominantemente de sorodiagndstico, surgiram posteriormente facilitando o
diagndstico. O primeiro caso clinico de LEB foi relatado por Leisering, em 1861. No
Brasil, a LEB foi descrita pela primeira vez em 1943, por Rangel e Machado, em
exames anatomo-patologicos e a partir de 1959, muitas pesquisas foram realizadas
sobre o0 assunto. Relato publicado por Merk et al. (1959), no Rio Grande do Sul,
parece, assinalar, oficialmente, o primeiro diagndstico clinico da doenga em

rebanhos Brasileiros.

Toit' (1916 apud BIRGEL JUNIOR, 1991, p. 22) e Knut e Volkmann? (1916
apud BIRGEL JUNIOR, 1991, p. 22) foram os pioneiros a estudar a hematologia da
LEB descrevendo quadros diferenciais dos leucdcitos sanguineos de bovinos sadios
e de animais acometidos pelo virus da LEB. Esses estudos permitiram observar
linfécitos atipicos no leucograma que foram denominados de linfoidocitos e
caracterizados pelo aspecto imaturo dos nucleos, o que permitiu o diagnostico da
doencga através do estudo da morfologia dessas células, sendo, entdo, um novo
meio diagnostico. A partir desses estudos foram estabelecidas normas de

diagndstico que seriam respeitadas e discutidas até hoje.

O diagndstico hematolégico da LEB passou, entdo, a se basear em trés
alteragdes: leucocitose, linfocitose e aparecimento de linfoidécitos (BIRGEL JUNIOR,
1991). Este embasamento ndo apresentou consenso, sendo confirmada por uns
(PIENING, 1934; SCHOTTLER e SCHOTTLER, 1934 e THORMAHLEN, 1935), e

LT0IT, P.I. Beitrag zur Morphologie dés normalen und leukdmizchen Rinderblutes. Inaugural Dissertation. Berlin, 1916.
2 KNUTH, P. & VOLKMANN, O. Untersuchubgen Uber die Lymphozytomatose dés rindes. Zeitschrift fur
Infektionskankheiten, Parasitare- Krankheiten und Hygiene der Haustiere, 17: 393-467, 1916.
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contestada posteriormente por outro autor (PEITZMEIER, 1940), que alegava que a
leucocitose com mais de 70% de linfécitos poderia aparecer no sangue durante a
evolucdo de outras enfermidades e em muitos casos clinicos ndo eram detectados
os linfécitos atipicos (BIRGEL JUNIOR, 1991). Em uma contestagao posterior,
Niepage (1953), na Alemanha Oriental, em um estudo sobre a incidéncia da LEB
relatou que a avaliacdo morfolégica das células era o melhor meio para se
estabelecer o diagndstico desta enfermidade, uma vez que as células atipicas
predominavam nas formas tumorais da leucose, caracterizando uma reagao
leucemdide e demonstrando que a quantificacdo dos linfécitos ndo poderia ser uma

chave importante para caracterizagao e diagnéstico.

Ainda na Alemanha, Rosenberger, representando a Escola Superior de
Veterinaria de Hannover, estabeleceu a primeira chave da leucose para o
diagnostico, chamada chave leucométrica de Gotze, onde se aplicava os seguintes
conceitos: (i) as alteragdes tumorais sdo multissintomaticas, mas permitem o
diagndstico clinico; (ii) as variagbes quantitativas e qualitativas permitem o
diagnostico hematoldgico; (iii) o leucograma sofre influéncia de fatores etario; (iiii) a
LEB produz uma leucocitose intensa, aparecendo na corrente circulatoria linfécitos

atipicos e inumeras células imaturas, semelhantes aos linfoidécitos (BIRGEL, 1991).

Apos o estabelecimento da chave leucométrica de Gotze, muitos
pesquisadores estabeleceram outras chaves leucométricas como: Bendixen (1959,
1960), na Dinamarca, Tolle (1965), apresentou a chave leucométrica de Gottingen,
Mammerickx (1978) a partir disso tornou-se na Alemanha, (tornando obrigatério seu
uso nos paises integrantes do Mercado Comum Europeu) e Dachuan et al. (1988)
estabeleceram a chave leucométrica para diagnoéstico na regido de Wuhan, na China
(BIRGEL JUNIOR, 1991).

Apos o estabelecimento das chaves leucométricas muitos autores dedicaram-
se aos estudos comparativos de seus resultados e de sua aplicabilidade no controle
da doenga. No Brasil, Alencar Filho et al. (1981) reconheceram a nao aplicabilidade
das chaves Leucométricas de Gotze, Bendixen e Tolle para o diagnéstico da LEB,
contudo no inicio da década de 50, alguns autores contestaram seu uso no controle
da referida doenga (BIRGEL JUNIOR, 1991).



21

No Brasil, Merkt et al. (1959), co- autor na elaboragdo da chave leucométrica
de Gotze, foi pioneiro em aplica-la em um rebanho do Rio Grande do Sul,
observando 75,5% dos animais negativos, 15,7% dos animais suspeitos e 8,6%

leucadticos.

As atipias linfociticas de Toit (1916), atrairam a atengao de inumeros autores
que ressaltaram sua importancia em bovinos acometidos pela forma neoplasica da
doenca e, a seguir foram identificadas em animais sadios ou portadores de outras
enfermidades. Os linfoidocitos foram descritos no sangue de bovinos acometidos por
linfossarcoma, considerados por Thormahlen (1935), como célula primitiva
causadora de leucemia e por outros pesquisadores como linfoblastos, ou
prolinfécitos. As células de Rieder foram descritas por Toit (1916) em animais com
linfocitomatose; contudo esta forma atipica de linfécito pode ocorrer em animais
sadios. Posteriormente alguns pesquisadores denominaram as células de Rieder de
linfécitos monocitdides (STOBER, 1967; BIRGEL, 1982 a; GARCIA, 1989). InUmeros
autores descreveram as células mononucleares com nucleo duplo, isolados ou
apresentando ponte de cromatina, unindo o nucleo subdividido, em animais com
leucose e animais sadios (NIEPAGE, 1953; ZIEGENHAGEN; DOHMEN, 1955;
DEPELCHIN, 1957; WEBER, 1963; BIRGEL, 1982 a; SINGH; BANSAL, 1985;
GARCIA, 1989). No sangue de bovinos sadios, leucéticos ou acometidos por outras
enfermidades, foram relatadas com menor freqiéncia presenca de outras formas de

atipias dos linfocitos: células linfocitdides e células fusiformes

Como visto, ndo ha consenso sobre a especificidade da avaliagcdo da atipia
linfocitaria no diagndstico da leucose enzodtica bovina, principalmente relacoes
entre a origem das atipias. Além dos estudos citados serem muito antigos e talvez
nao representarem mais o padrdo hematolégico de animais atualmente expostos a
maior diversidade antigénica, sistemas de criagcdo mais intensivos e provavel

evolucdo do padrao viral da doencga.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Virus da Leucose Enzootica Bovina (VLEB), pertencente a familia
Retroviridae, um deltaretrovirus tipo C, € o agente etiolégico da enfermidade
linfoproliferativa conhecida como Leucose Enzodtica Bovina (LEB) (MILLER et al.,
1969; SCHWARTZ et al., 1994). Este virus infecta principalmente os linfécitos B e
expressa em sua superficie o complexo principal de histocompatibilidade de classe Il
(MHC-II"), imunoglobulina M de superficie (slgM*) (LEVY et al., 1987; MIRSKY et al.,
1996), assim como os marcadores celulares (ou grupamentos de diferenciagcao —
CD) CD5 e CD11b.

O VLEB infecta principalmente linfocitos B (SCHWARTZ et al., 1994),
integrando-se em lugares dispersos ao seu genoma (KETTMANN et al., 1979), e
estd associado ao desenvolvimento de linfocitose persistente (LP) e linfossarcoma
(SCHWARTZ; LEVY, 1994). Os animais infectados podem apresentar-se negativos,
positivos sem a presengca de LP (alinfocitoticos) e positivos apresentando LP,
caracterizada pela elevagcao crénica no numero de linfécitos circulantes e é
encontrada em cerca de 30 a 70 % dos bovinos infectados (GARCIA et al., 1996).
Ainda, os animais infectados podem desenvolver manifestacdes tumorais
(linfossarcomas), caracterizadas por infiltragdo mononuclear em o6rg&os ricos em
tecido reticulo-histiocitario (BURNY et al., 1985).

2.1 SISTEMA IMUNE

A imunologia tem passado por diversas transformagdes, desde seus primeiros
estudos, paralelamente aos avangos da tecnologia aplicada a saude humana e
animal (JULIANO, 2006). A resposta imune é elaborada a partir de tecidos, células e

mediadores quimicos especializados, os quais formam o sistema imune. A
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funcionalidade deste sistema depende da capacidade do mesmo em reconhecer
antigenos enddgenos e exdgenos, esse reconhecimento ativa o sistema imune para
neutralizagao ou diluigcdo de antigenos (STEVENS; LOWE, 2001).

A resposta imune envolve primeiramente o reconhecimento do patogeno e
posteriormente uma reacgao dirigida a este patégeno, com a finalidade de elimina-lo.
Possuem dois tipos de resposta imune: resposta imune inata e resposta imune
adquirida (ROITT et al., 2003; BALESTIERE, 2003; JANEWAY et al., 2007).

A resposta inata € a primeira linha de defesa contra os microrganismos,
realizada principalmente por macréfagos e neutréfilos, consistindo em mecanismos
de defesa celulares e bioquimicos que ja existiam antes da infeccao se estabelecer,

programadas a responder rapidamente a infecgdes (ABBAS et al., 2006).

Existem outras respostas imunolégicas que séo estimuladas pela exposicéo a
agentes infecciosos cuja capacidade defensiva aumenta com exposig¢des posteriores
a um microrganismo em particular, chamada de imunidade natural adaptativa ou
adquirida, a qual apresenta especificidade na identificagdo de antigenos e tem
caracteristica de memoria imunoldgica, sendo que os linfocitos constituem as
principais células desta resposta imune (ROITT et al., 2003; BALESTIERE, 2003;
JANEWAY et al., 2007).

Todas as células do sistema imune possuem proteinas citoplasmaticas ou de
membrana celular, que s&do denominadas de acordo com um sistema internacional
de identificagcdo que as relaciona com proteinas que se expressam em diferentes
fase da maturagdo celular. Essas proteinas sdo chamadas de CD (Cluster of
differentiation). Segundo Naoum (2001), ja foram reconhecidos em laboratério mais
de 170 diferentes tipos de CD. Entretanto, principalmente em relacao aos linfocitos e
macrofagos, € possivel antever a importancia da determinacdo dos CDs para a
diferenciagao e especificagdo das subpopulagdes das principais células do sistema

imunoldgico.
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2.2 LINFOCITOS

Os linfécitos sdo células do sistema imune que conferem especificidade a
resposta imunolégica por serem portadoras de receptores especificos para os
determinantes, sendo, portanto, as células responsaveis pelo reconhecimento dos

antigenos estranhos e pela montagem das respostas imunes (TIZARD, 2002).

Os linfocitos s&o, em sua maioria, células pequenas de formato arredondado,
variando de sete a 15 ym de didmetro com uma borda fina de citoplasma, onde se
encontram poucas organelas citoplasmaticas. No nucleo excéntrico, localiza-se a
cromatina em estado condensado, que se cora intensamente e uniformemente com
hematoxilina (TIZARD, 2002). Esse aspecto € tipico de células inativas, visto que
nao exibem atividade funcional até encontrar um antigeno, assim como moléculas
co-estimuladoras induzidas pela imunidade inata, as quais fornecem os sinais
necessarios para ativagcao de sua proliferacdo e diferenciacdo de caracteristicas
funcionais especializadas (JANEWAY et al., 2007).

Os linfocitos sao oriundos da medula éssea, das células multipotentes onde
no processo de segregagao e distincdo celular tornam-se células precursoras
linféides, dando origem as subpopulag¢des de linfécitos que sdo encontradas no
sangue periférico como resultado de sua producgao, liberagcdo e recirculagcdo em
diferentes estagios de maturacédo e imunocompeténcia, podendo ser classificados
em primarios ou secundarios. Nos 6rgaos primarios, como a medula éssea e o timo
os linfocitos passam por processos de maturagao e diferenciacdo. Apos essas fases,
os linfécitos migram para o bago, onde poderdo exercer suas fungdes. Nos
mamiferos, os precursores dos linfécitos que ficam na medula 6ssea se diferenciam
em linfécitos B, enquanto os que migram da medula 6ssea para o timo se
diferenciam em linfécitos T (BALESTIERI, 2006; WIKSTROM, 2006; JANEWAY et
al., 2007). No sangue periférico, proporcionalmente, ha 70% de células T e 20% de
células B, e os 10% restante provavelmente se constitui de células nao
diferenciadas, contudo consideraveis variacbes tém sido reportadas entre as
espécies. Além disso, esses numeros de linfocitos T no sangue periférico e nos

tecidos linféides variam com a idade e com a saude individual. Vacas leucémicas e



vacas com linfocitose persistente exibem aumento de células B, que

mais de 97% dos linfécitos (BIRGEL, 1991).
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Figura 1- Maturagao dos linfécitos. Fonte: Abbas, 2006

A maturagdo dessas células esta correlacionada a varias mudangas
estruturais da mesma, como tamanho, intensidade basofilica do citoplasma,
diminuicdo do volume nuclear, conteudo do ADN (acido desoxirribonucléico),
condensagao da cromatina, propor¢céo de nucleo- citoplasma e capacidade de corar

as histonas (FELDMAN, 2006).

Funcionalmente sdo agrupados de acordo com seu envolvimento na resposta

imune sendo conhecidos como células imunomediadas com funcdes
imunorregulatérias os quais podem ser timo dependente, timo derivado, timo

processado, ou células T (FELDMAN, 2006).

Os linfocitos possuem receptores para antigenos especificos que reconhecem
e respondem as moléculas apresentadas e, eventualmente, sdo responsaveis pela
producdo de anticorpos e destruicdo de células anémalas. Normalmente, essas
respostas ocorrem no interior dos 6rgaos linféides, o que proporciona um ambiente
adequado para uma eficiente interacdo entre linfécitos, células apresentadoras de
antigenos e antigenos (TIZARD, 2002).

Os linfocitos B quando estimulados por um antigeno, se dividem e se
diferenciam em plasmdcitos, secretando altas concentracbes de anticorpos. A
ligacado dos anticorpos aos patégenos faz com que o mesmo seja neutralizado e, em

seguida, lisado por enzimas do sistema complemento ou por fagécitos (FURTADO,
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2006; JANEWAY et al., 2007). Os linfocitos B, plasmédcitos e os anticorpos sédo a
base da resposta imune humoral. Algumas células B se transformam em célula de
memoria, que permanece na circulagdo garantindo resposta rapida e eficaz contra
futuras exposi¢coes aquele antigeno (STEVENS, LOWE, 2001; TIZARD, 2002;
JANEWAY et al., 2007).

Os linfécitos T se classificam em dois tipos: linfocitos T auxiliares (T-helper) e
T citotdéxicos. Ambos participam da resposta imune com fungdes reguladoras e com
atividades efetoras ou citotoxicas, respectivamente (SUETAKE et al.,, 2006;
WIKSTRON, 2006).

A homeostase de linfécitos é resultado do balango critico entre a proliferagao
e a morte celular. A ruptura deste equilibrio pode levar a manifestacdo da LP
(DEBACQ et al., 2002). Assim, a modulagado do processo apoptético associado ou
nao ao aumento da proliferacao celular pode refletir no aumento dos linfécitos B
circulantes (CD21%), que geralmente co-expressam a molécula CD5 e a integrina
CD11b, nos animais infectados pelo VLEB manifestando LP (DEBACQ et al., 2003).
Tal modulagdo pode ser responsavel pela persisténcia da infeccdo eu pela
progressao da enfermidade, enquanto células infectadas que apresentam antigenos
virais s&o reconhecidas e eliminadas pelo hospedeiro (GILLET et al., 2007;
CLARKE; TYLER, 2009).

A apoptose € uma forma de morte celular, na qual as células iniciam um
programa de “suicidio” e alteracdes morfoldgicas caracteristicas sdo observadas nas
células morimbundas e mortas. Essas alteragdes incluem condensacdo da
cromatina, ruptura nucleolar, contracéo citoplasmatica e vesiculacdo da membrana
(ABBAS, 2006)

2.3 LINFOCITOS BOVINOS

A quantidade de linfocitos circulantes normais para bovinos é divergente na
literatura. Talvez essa divergéncia seja causada pela diferenga entre técnicas
empregadas e as variagdes fisioloégicas e ambientais, tais como, estresse, higidez,
horario da coleta, temperatura ambiente, altitude, qualidade nutricional, idade média
e, possivelmente, raca e sexo (JAIN, 1986; KRAMER, 2000).
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Novilhas apresentam maiores valores absolutos de linfocitos no sangue
periférico que os animais adultos, apresentando um decréscimo gradual com o
avancgo da idade (JAIN, 1993; WYATT et al., 1994; KULBERG et al., 2004; KAMPEN
et al., 2006).

Nos leucogramas de Bovinos adultos, a populagéo de células que predominam
sdo os linfocitos (JAIN, 1986). Jain (1986) e Kramer (2000) classificam os linfocitos

bovinos, avaliados em hemogramas, em:

e Linfocitos pequenos, com nucleo arredondado e fortemente corado, nos quais
a relagao nucleo: citoplasma (N: C) é de, 1:0. Kramer (2000) os considera
linfocitos “metabolicamente dormentes” ou, pelo menos, menos ativos;

e Linfocitos médios, com nucleo arredondado que pode encerrar pequenas
projecdes, de coloragdo menos intensa, contendo regides de cromatina
densamente corada e regides com paracromatina de coloragdo menos
intensa. Estas células apresentam pequena quantidade de citoplasma de
coloracgao palida;

e Linfécitos Grandes, com nucleo excéntrico de coloragdo menos intensa e uma
menor relagdo N: C. Seu citoplasma, de coloragao palida, geralmente envolve
todo o nucleo e apresentam, eventualmente, uns poucos vacuolos pequenos.
Algumas células podem conter nucleo em forma de rim, ou de feijdo, e sdo
denominadas de células de Rieder.

Jain (1986) observou o aparecimento de granulos azurofilicos, de tamanho,
numero e formas variaveis, no citoplasma de alguns linfocitos grandes. Segundo
Wellman (2000); Kramer (2000) e Harvey (2001) estas células sdo denominadas de
linfécitos grandes granulares, sendo que a presenga deste granulo identifica os
linfécitos grandes em bovinos. Segundo Jain (1986) e Kremer (2000), linfécitos
maiores sao denominados de células de transigdo, posto que podem ser
confundidos com mondcitos.

Segundo Harvey (2001), linfocitos reativos, caracteristicamente os linfécitos
grandes agranulares de Kramer (2000), s&o linfécitos proliferando em resposta a

estimulos antigénicos.
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2.4 ATIPIA LINFOCITARIA

As células atipicas foram descritas em 1898, por Turk, em pacientes com
infeccbes bacterianas. Posteriormente, varios autores também descreveram essas
células em condicdes variaveis, sendo que o termo células mononucleares atipicas
foi introduzido para descrever essas atipias, devido a natureza incerta das mesmas.
Assim, observou-se que linfocitos atipicos também estavam presentes em infecgdes

virais e infecgbes por protozoarios (BLOOD, 2008).

No caso de infec¢des virais os linfocitos atipicos s&o definidos como formas
intermediarias da ativagao de linfécitos em decorréncia de estimulos antigénicos
virais. Tais linfécitos apresentam variagdes nos detalhes morfolégicos e nas
caracteristicas dos marcadores de superficie, mostrando constituir uma mistura

heterogénea de tipos celulares (SIMON, 2003).

Em algumas situagdes as atipias sédo facilmente identificadas como sendo de
células intermediarias entre o linfécito e o plasmacito, oportunidade na qual pode ser
denominado linfécito plasmocitdide ou plasmdcito linfocitéide. Em outras, a
morfologia é variavel caso a caso: o tamanho é aumentado, a forma pode mostrar
periferia angulosa com aspecto recortado ou poliédrico, citoplasma abundante
variando desde azul escuro até cinza palido, com condensacdo da basofilia na
periferia da célula e eventual microvacuolizagao; o nucleo de forma variada pode ter
localizagdo excéntrica, eventual imagem de nucléolo, lobulagdo, e cromatina fina e
delicada. Estudos anteriores indicavam serem estas células tanto do tipo B quanto T.
Os estudos mais recentes sugerem que estes linfocitos atipicos sao linfécitos T

ativados produzidos em resposta a linfécitos B (SIMON, 2003).

Dentre as enfermidades que causam alteracbes hematoldgicas em bovinos
podemos citar a leucose enzootica bovina, caracterizando-se por proliferacao
linfocitaria, determinando formacées tumorais por infiltracdo de células
mononucleares (linfocitos, pro-linfocitos e linfécitos atipicos), com quadro sintomatico
pleomodrfico e alteragbes hematoldgicas, evidenciadas por leucocitose e linfocitose

persistente, com aumento de formas linfocitarias atipicas (BIRGEL et al, 1982).
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A maioria das células envolvidas na LP sao linfécitos normais. Contudo,
formas atipicas e anormais foram descritas tempos atras e eram consideradas como
indicativo de condi¢cao pré-leucémica (DU TOIT et al.,, 1916; GOTZE et al. 1954,
URBANECK et al., 1969), porém, formas celulares idénticas foram observadas em
animais considerados normais, sem considerar a execuc¢ao de testes mais sensiveis
como o ELISA (Ensaio de imunoabsorg¢ao por ligagdo enzimatica) e a PCR (Reagéo
em cadeia de Polimerase) na identificacdo da LEB, e mais frequentemente em
animais afetados com varias formas da doenca nao tumoral (WEBER, 1963;
MARSHAK; ABT, 1968 apud PARODI, 1987, p.30).

Em relagao aos aspectos morfolégicos dos linfocitos, Garcia et al. (1990) notaram
que: sombras de Gumprecht, linfécitos com nucleos marcados, linfécitos com nucleo
picnotico, linfocitos com granulagdes azurdfilas e células de Tlurk ndo possuem
importancia decisiva no diagnostico de Leucose Enzodtica Bovina. Todavia, devem-
se ressaltar os resultados, encontrados para duas atipias que demonstraram
significancia no diagnostico hematoldgico desta infeccdo, ou seja, os linfocitos
monocitoides (Células de Riedel) e os linfécitos com nudcleo duplo (Células
Tetraploides), concluindo que os resultados obtidos demonstraram que a avaliagcéo
hematoldgica adequada continua sendo um recurso no diagnostico hematologico da
Leucose Enzodtica Bovina. Segundo Birgel (1982), linfécitos atipicos séao

diferenciados conforme uma classificagao:

e Sombras de Gumprecht caracterizados pelo aparecimento de fragmentos

nucleares esfacelados;
e Linfocitos monocitéides caracterizados por nucleos deformados e riniformes;
e Linfécitos com nucléolos de coloragao mais acentuada;

e Linfécitos com nucleo duplo, que sao células tetrapléides, sendo mais
freqUentes nos animais infectados pela LEB, em algumas ha divisdo e
separagao completa dos dois nucleos e em outras se observa delgada ponte

de cromatina ligando os dois nucleos;

e Linfécitos com nucleo picndtico, as vezes denominadas de linfocitdides de

menor didmetro com cromatina muito condensada e sem citoplasma evidente;
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e Células de Turk que apresentam nucleo condensado e citoplasma granuloso

abundante e de coloracio azul celeste;

e Linfocitos com granulagbes azurdfilas bizarras e grosseiras que sao mais
evidentes nos linfécitos grandes concentradas em certas porgdes do

citoplasma.

Segundo Cockerell e Reyes (2000), linfocitos atipicos podem ser encontrados
em leucogramas de animais apresentando LP, contudo, essas células também

podem ser observadas em animais sadios ou portadores da LEB.

Devido & alta incidéncia da LEB (TOIT, 1916; KNUTH, VOLKMANN, 1916)
diversos pesquisadores, da regiao leste da Europa, estudaram e avaliaram normas
que auxiliariam seu diagndstico precoce a fim de evitar sua disseminagdo nos

rebanhos leiteiros.

O diagndstico da LEB foi primeiramente estabelecido através de alteragdes
hematolégicas, baseado no numero absoluto de leucdcitos e relativo de linfécitos,
visto que era considerado que a leucocitose com linfocitose e presenca de linfocitos
atipicos permitiria o diagndstico precoce da enfermidade, levando-se em
consideragao a influéncia de fatores regionais, da idade e das condi¢cdes gerais de
saude (WITTMANN; SEILS, 1969; GARCIA et al., 1990; MELDRUM, 1993).

Knuth e Volkmann (1916), ao estudarem as alteragdes hematoldgicas
causadas pela doencga, constataram que tanto os animais portadores de
linfossarcomas, quanto os aparentemente sadios apresentavam alteragdo no sangue
com leucocitose e acentuada linfocitose, além do aparecimento de linfécitos atipicos
no sangue periférico do animal. Tal fato permitiu diagnéstico prévio da doenga

baseado em chaves leucométricas e em estudo de atipias linfocitarias.

Desta forma na Europa foram estabelecidas chaves leucométricas, que
facilitaram o diagndstico da doencga pelos clinicos, e assim possibilitaram o controle
da doenca em paises como a Alemanha e Dinamarca (GOTZE et al., 1954;
BENDIXEN, 1961; TOLLE, 1965).

A primeira chave Leucométrica para diagnéstico da LEB foi estudada por

Gotze et al., 1954; e apresentava dois padroes de comparacao, fundamentados no
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numero total de leucdcitos e numero relativos de linfécitos e trés possibilidades de
interpretacédo, permitindo detectar-se animais normais, suspeitos e positivos para

leucose bovina.

Winqvist (1958) realizou uma transformacdo na chave leucométrica,
substituindo o conceito duplo de avaliagdo pelo numero total de leucécitos e numero
relativo de linfocitos por um unico, baseado no numero absoluto de linfécitos por
unidade de sangue, nao se dando importancia a idade dos animais, considerando-se
normal os valores até 6.000 linfécitos/mm3; como suspeitos os resultados entre
6.000 e 12.000 linfécitos /mm3 e como positivos os valores com mais de 12.000
linfécitos/ mm3. Nestes casos, recomenda-se associar a avaliagdo morfolégica dos
linfécitos, ressaltando valor diagnéstico para as células imaturas e recomendando

exame de sangue, em microscopia de contraste de fase.

Bendixen, em 1959 e 1960, na Dinamarca, apresenta chave leucométrica
para diagnostico da LEB, estratificando os indices em cinco grupos etarios e
caracterizando os resultados em normais, duvidosos e com linfocitose. Neste caso
as modificagdes qualitativas dos linfécitos deveriam ser consideradas e se as células
patolégicas fossem detectadas em numero significativo, o animal seria classificado
no grupo dos animais com linfocitose, mesmo que se nao fosse observado

modificagdes quantitativas.

Ja Tolle em 1965, estabeleceu a chave leucométrica de Gottingen para o
diagnodstico da LEB, mantendo os mesmos principios: linfocitose absoluta e variagao
do numero absoluto de linfocitos em cinco faixas etarias e manteve trés
possibilidades de interpretacdo hematoldgica individual dos resultados: normal,

moderada e intensamente aumentada.

Apos muitos estudos sobre as chaves leucométricas para o diagnostico da
LEB, muitos autores dedicaram-se ao estudo comparativo de seus resultados e de

sua aplicabilidade no controle da doenca.

Porém as mesmas nao foram aplicadas em animais criados em condi¢des
climaticas subtropicais, como o Brasil, uma vez que, o quadro leucocitario sofre
influéncias raciais, alimentares e de forma de manejo realizado frequentemente no
nosso pais (BIRGEL et al., 1974).
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Segundo Birgel (1982), as chaves leucométricas perdem valor de diagndstico,
pois detectam apenas 61,5% dos casos positivos. Este problema foi questionado por
outros autores, pois muitas vezes nao foram encontradas diferencas significativas
entre o numero de linfécitos de animais sororeagentes e nao sororeagentes
(SCARCI, 1980; RIBEIRO, 1987).

Os primeiros trabalhos sobre hematologia da LEB foram estudados por Toit
(1916) e Knut & Volkmann (1916), onde descreveram o quadro diferencial dos
leucocitos do sangue de bovinos sadios e de animais pertencentes a rebanhos, onde
ocorria com frequéncia a forma clinica de Leucose, destacando o aparecimento no
sangue circulante de linfocitos atipicos, denominados de linfoidécitos e caracterizado

pelo aspecto imaturo dos nucleos, permitindo o diagndstico da doenca.

Segundo Knut & Volkmann (1916), o diagndstico da LEB deveria basear-se
em trés modificagbes hematoldgicas: leucocitose, linfocitose e aparecimento de
linfoiddcitos. Outros autores (PIENING, 1934; SCHOTTLER & SCHOTTLER, 1934;
THORMAHLEN, 1935), também confirmaram o que Toit (1916) e Knut & Volkmann
(1916) relataram. Ja em 1940, Peitzmeier contestou o diagndstico precoce da
enfermidade através do leucograma, pois também encontrou linfécitos imaturos ou
células atipicas em animais sadios. Segundo Niepage, (1953), o melhor para se
diagnodsticar a LEB era a avaliagdo morfolégica das células e ndo a quantificagéo

dos linfécitos.

Os achados hematoldgicos do linfoma bovino € compreendido como figuras
mitéticas, linfoblastos e células monunucleares com multiplos lobos nucleares
assimétricos, sao frequentemente observados em Leucemia com forma de linfomas.
Em aproximadamente 55% dos casos de linfoma o hemograma revela leve a
moderada leucocitose com aumento absoluto de linfocitos. Achados negativos no
sangue, ndo necessariamente excluem a possibilidade de linfoma, contudo alguns
linfécitos anormais podem algumas vezes ser encontrado em animais normais e
animais com LP (SHALM, 1986).

Atualmente a LEB pode ser diagnosticada por métodos soroldgicos e de
isolamento, como imunodifusdo em agar gel (IDGA) (BIRGEL, 1982) e ELISA (DE
GIUSEPPE et al., 2004; GONZALEZ et al., 1999; MOLLOY et al., 1990), para o
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sorodiagnostico, ou reacdo em cadeia de polimerase (PCR), para detecgéo direta do
genoma viral (NAIF et al., 1990; REICHERT; STEC, 1999).

As técnicas para pesquisa de anticorpos recomendadas pela Organizagéo
Mundial de Saude Animal (OIE) sdo a IDGA e o ELISA, que detectam anticorpos
contra a glicoproteina do envelope viral de peso molecular 51 quilodaltons,
denominada gp51 (OIE, 2003b).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar atipia linfocitaria em bovinos da raga Holandesa Preto e Branco

naturalmente infectados pelo virus da leucose enzodtica bovina.

3.2 Objetivos Especificos:

¢ Relacionar as atipias aos indices de apoptose e proliferacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS EMPREGADOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram coletadas amostras sanguineas de 200 fémeas adultas oriundas de
rebanhos destinados a producao de leite, localizados no Estado de Sao Paulo.
Dentre estes animais, foram selecionados 56 animais sem alteragdes clinicas
evidentes, subdivididos uniformemente conforme o resultado do sorodiagndstico e
do leucograma em trés grupos. Além disso, com objetivo de manter a homogenidade
amostral, buscou-se a inclusdo de animais na mesma fase da lactacdo e lote de
alimentagao, divididos uniformemente nos seus devidos grupos. Um grupo foi
composto por animais com sorodiagnéstico negativo, outro grupo continha animais
com sorodiagnoéstico positivo e alinfocitoticos, portanto, ambos sem alteragdes
hematolégicas conforme critérios estabelecidos para a espécie, e o terceiro grupo
formado por animais com sorodiagnostico positivo apresentando linfocitose
persistente. Foram considerados animais apresentando linfocitose aqueles com
contagem total de linfécitos superior a 10 x 10°%/uL e contagem total de leucécitos
superior a 15 x 10%/uL conforme critérios estabelecidos por Brenner et al. (2007), e a
persisténcia desta foi confirmada num intervalo de 72 dias, quando entdo puderam
ser analisados.

Destes animais, 25 foram considerados negativos, 12 AL, estes sem alteracao
na contagem total de leucdcitos conforme critérios estabelecidos por Divers e Peek
(2008), e 19 LP.

Dentro destes 56 animais, em 15 animais foram realizadas as quantificacées
de linfocitos B por citometria de fluxo, isolamento de células mononucleares do

sangue periférico, proliferagao de linfocitos e apoptose.

4.2 COLETA DE SANGUE

Foram coletadas de cada animal, por venopuncgéao jugular, utilizando-se sistema
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a vacuo, trés amostras de sangue. Uma amostra em tubo siliconizado sem
anticoagulante, com capacidade de 10 mL, e agulha para multiplas colheitas (25 mm
X 8 mm) do sistema Vacutainer® (Becton Dickinson™), que foram identificadas e
transportadas sob refrigeragédo até o laboratério. O soro assim obtido foi conservado
a temperatura de -20°C até a realizagdo do sorodiagnostico para LEB. A outra
amostra foi coletada, utilizando sistema a vacuo, amostra em tubo siliconizado com
EDTA tripotassico na proporgéo de 1,5 mg/mL de sangue (capacidade para 5 mL),
que também foi identificada e transportada até o laboratério. Tais amostras foram
utilizadas para a realizagdo de hemograma, esfregagcos sanguineos e identificagao

das atipias linfocitarias.

4.3 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo é utilizada para avaliagado quantitativa e qualitativa de
células em suspensdo. A transmissao ou a refracdo da luz pelas células sao
captadas por meio de detectores: Side Scatter (SSC) — sensivel a dispersao lateral
da luz, que fornece idéia de tamanho das células; Forward Scatter (FSC) — sensivel
a dispersao frontal da luz, que fornece parametros da granulosidade celular; e os
detectores de fluorescéncia FL1 (verde), FL2 (alaranjada), e FL3 (vermelha). A
fluorescéncia verde é mensurada a 530 + 30 nm (detector FL1), a fluorescéncia
laranja a 585 + 42 nm, e a fluorescéncia vermelha (FL3) acima de 670 nm.

Os resultados foram analisados pelo programa FlowJo®, versdo 7.1.3. (Tree
Star™, Inc., Ashland, EUA).

4.3.1 Isolamento de células mononucleares do sangue periférico

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram isoladas por
gradiente de densidade Ficoll-Paque™ Plus® (GEHeathcare, EUA, n°. cat. 17-1440-
03) (densidade 1, 077 g/cm®) em fluxo laminar. Foram utilizados, 10 mL de sangue

periférico e foram adicionadas a 10 mL de meio de cultura celular RPMI-1640°
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(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA, n°. cat. R7638) contendo 2 mM de L-glutamina
(GIBCO™ Invitrogen, Grand Island, EUA, n°. cat. 21051-024) e 5 x 10?2 mM de 2-
mercaptoetanol (Invitrogen, Grand Island, EUA, n°. cat. 21985-023). Esta solugao
celular resultante foi colocada sobre a fase de Ficoll, e submetida a centrifugacao
700g por 40 minutos a 18° C. ApOs a centrifugagdo, a camada de células
mononucleares, localizada na interfase entre a camada de Ficoll e constituintes do
plasma, foi coletada e transferida para tubo cénico de 15 mL, que foi completado
com RPMI-1640°, e submetido a centrifugacdo (250g por 8 minutos).
Posteriormente, procedeu-se a lise das hemacias utilizando 10 mL de solugdo de
cloreto de aménio (0,8 % de NH4CI, 0,1 mM EDTA). Logo apds, foi realizada nova
centrifugacéao (250g por 8 minutos), e o botdo celular resultante foi ressuspendido
em 4 mL de RPMI-1640°.

4.3.2 - Proliferacédo de linfocitos

A avaliagéo da proliferagéo celular se deu pela utilizagdo do CFSE-DA (5-(6-)
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) (5 mM/mL) (Invitrogen, Carlsbad,
EUA, n°. cat. C1157) como descrito Lyons e Parish (1994); Lyons (2000) e Hawkins
et al. (2007). Os ensaios de proliferacdo linfocitaria também foram induzidos por
concavalina-A tipo Il (10 pg/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA, n°. cat. C2631), por
lipopolisacarides (LPS) de Escherichia coli (cepa O127: B8) (25 pg/mL) (Sigma
Aldrich, St. Louis, EUA, n°. cat. L3129), e selenito de sddio (1, 10 e 50 mM/mL)
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA, n°. cat. 21448-5). A suplementagao de selenito de
sédio se deu por ser uma fonte de selénio amplamente utilizada.

Para as avaliagdes da proliferacdo dos linfécitos, o sangue periférico
inicialmente foi submetido a separagcdo de mononucleares por gradiente de
densidade Ficoll, como anteriormente descrito. As células foram, entdo, contadas
em cémara de Neubauer com azul de Trypan (EMD Chemicals Inc., Gibbstown,
EUA, cat. n° 368-12), permitindo a verificagdo de viabilidade dos linfécitos bem como
o ajuste do numero de células para 1x10” células/ mL.

Mediante a obtengdo e o ajuste do numero de linfécitos, adicionou-se as

amostras 1 pL do fluorocromo CSFE-DA, que foi incubado por 20 minutos em estufa
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a 37°C, 5% CO.. Posteriormente, centrifugou-se as amostras e ressuspendeu-as em
RPMI-1640® estéril contendo 10 % soro fetal bovino (Vitrocell, Campinas, Brasil),
2mM de L-glutamina, 5 x 10% mM de 2-mercapoetanol. Entdo, realizou-se o reajuste
celular para 2,2x10° células/ml com o objetivo de ter 2x10° células por poco de
cultura (90 ul). Ajustadas as suspensdes celulares, estas foram plaqueadas em
triplicata, juntamente com seus respectivos estimulos (10 ul), € mantidas em cultura
celular em estufa a 37 °C, 5% de CO; por trés dias, para posterior avaliagdo por
citometria de fluxo, onde 50.000 eventos foram adquiridos.

O calculo da proliferacdo deu-se pela analise da populagdo correspondente
aos linfécitos, e suas respectivas subpopulagdes (linfocitos B e T), no software
FlowJo, o qual calcula a progressao geométrica de decaimento do fluorocromo
CFSE das células. Considera-se que cada célula plaqueada continha 100% do
CFSE fornecido, ao realizar mitose, 50% de fluorocromo resta em cada célula-filha.
Estas, a divisdo, fornecem 25% a cada célula-filha, das quais as filhas por sua vez
passam a ter 12,5% do fluorocromo, e assim sucessivamente (LYONS; PARISH,
1994; LYONS, 2000; HAWKINS et al., 2007), como ilustrado na figura 2.
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Figura 2 - O histograma a esquerda ilustra a proliferacdo de um animal com alta
resposta mitogénica, ou seja, indice de divisdo celular igual a 0,98 e 68 %
dos linfocitos responsivos, e a direita outro animal com baixa resposta
mitogénica, com indice de proliferacao igual a 0,04 e apenas 2,68 % das
células responsivas, onde pode se observar um deslocamento para a

esquerda dado pelo decaimento do fluorocromo CFSE (FL1") — S&o Paulo
-2010
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4.3.3 Apoptose

A expressao da fosfatilserina (FS) na superficie celular € um dos marcadores
precoces do processo apoptético. A porcentagem de células CD5" sofrendo
apoptose foi realizada utilizando a anexina V-FITC (APOPTEST™-FITC, Dako
Cytomation, Finlandia, cat. Number K2350) e analisados por citometria de fluxo,
como descrito por Vermes et al. (1995) com algumas modificagdes. Para tal, 100 uL
de sangue venoso heparinizado foram utilizados. Inicialmente, os eritrocitos foram
lisados, e submetidos a centrifugagéo, e entdo ressuspendidos em 1 yL de tampao
de ligacdo (10 mM Hepes/ 150mM NaCl/ 1mM MgCl,, 1,8 mM CaCly).
Posteriormente, submeteram-se as amostras a nova centrifugagao, e ressuspendeu-
as em 100 pL de tampao de ligagcdo com anexina V-FITC, e finalmente incubou a
suspensdo celular por 20 minutos a temperatura ambiente sob auséncia de

luminosidade.

4.3.4 Identificacdo de células CD5"

A quantificacdo da populagdo de linfocitos CD5" do sangue total foi realizada
utilizando anticorpo monoclonal primario: mouse lgG2a anti-bovine CDS (VRMD,
Pullman, EUA, n°. cat. B29A), e anticorpo monoclonal secundario goat anti-mouse
IgG2a conjugado ao fluorocromo ficoeritrina (PE) (Invitrogen, Carlsbad, EUA, n°. cat.
M32204).

Para tal, as amostras apds a realizacdo do ensaio para determinacdo do
processo apoptotico foram entdo submetidas a centrifugagéo a 250g por 8 minutos.
O botao celular resultante foi ressuspendido em 100 yL de tampéao de ligagao, e
entdo incubado com 1 pL do anticorpo primario por 30 minutos a temperatura
ambiente sob auséncia de luminosidade. Mais uma vez, foi adicionado a cada tubo 1
mL de tampédo de ligagdo, e submetido a centrifugagdo a 250g por 8 minutos.
Posteriormente, estas amostras foram ressuspendidas em 100 yL de tampé&o de
ligacdo, e incubadas com 1 puL do anticorpo secundario por 30 minutos a

temperatura ambiente sob auséncia de luminosidade. Logo ap6és, adicionou-se 1 mL
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de tampado de ligagdo, e submeteu-se a centrifugacdo. As amostras foram
ressuspendidas em 300 uL de tampéo de ligagdo, e entdo analisadas por citometria
de fluxo FACSCalibur™ (Becton Dickinson Immunocytometry System™, San Diego,
EUA), onde 20.000 eventos referente a populagdo de linfocitos CD5" foram

adquiridos.

4.4 ANALISE HEMATOLOGICA

4.4.1 Leucograma

O numero total de leucécitos por microlitro foi mensurado através de
contagem automatica (ABC Vet® - ABX™).

A contagem diferencial foi realizada através de esfregagos sanguineos
corados pelo corante de Rosenfeld, como citado por Birgel (1982). Tal método
consiste em cobrir o esfregaco com 1mL de corante durante 3 minutos, apos isso
junta-se com 1 mL de agua destilada durante 13 minutos, lavando o esfregaco em
seguida com agua destilada. Apds seca-se a lamina e observou-se o esfregago em
objetiva de imersao, onde foram contados 100 leucécitos, que serao diferenciados
em neutrofilos, bastonetes, neutréfilos segmentados, eosindfilos, basofilos, linfocitos
e monacitos. Deu especial atengdo a morfologia linfocitaria classificando tais células
como tipicas ou atipicas.

Consideraram-se linfécitos atipicos aqueles que apresentarem algumas das
seguintes altera¢cdes morfologicas (BIRGEL, 1982):

-Linfécitos monocitdides: caracterizados por nucleos deformados e riniformes;
-Sombras de Grumprecht: caracterizados por fragmentos nucleares esfacelados;

- Linfécitos com nucleo marcado: identificados pelas condensagdes no nucleo com
coloragao mais acentuada;

-Linfécitos com nucleo duplo;

-Linfocitos com nucleo picndtico: caracterizado por células de menor tamanho com
cromatina bem condensada e sem citoplasma evidente;

-Linfécito com granulagdes citoplasmaticas azurrofilicas bizarras e grosseiras;
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- Células de Turk: identificadas pelo nucleo condensado e citoplasma granuloso e
abundante com coloragcao azul celeste.
Foram considerados como referéncia para as contagens leucocitarias dos

animais, os dados obtidos por Kramer (2000) e Divers e Peek (2008).

L eucdcitos Neutr 6filos Linfécitos Eosindfilos | Mondcitos Basofilos

107uL 1,1-57 2,3-9,3 0-20 0-0,6 0-0,2

% 15-47 45-75 0-20 2-7 0-2

Fonte: (KRAMER et al., 2000; DIVERS; PEEK, 2008).

Quadro 1 - Valores do leucograma de bovinos sadios, em numero absoluto e contagem
diferencial relativa, utilizados como referéncia no presente estudo — Sdo Paulo - 2010

4.5 SORODIAGNOSTICO

O sorodiagndstico foi realizado por kit comercial de IDGA (Tecpar®, Curitiba,
Brasil), e por kit comercial de ELISA (VRMD, Pullman, EUA, n°. cat. 284-5) através
da deteccdo da glicoproteina gp51 do virus da LEB, conforme recomendagdes do

fabricante.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo de Gaussian foi verificada pelo teste de Kolmogorov e Smirnov.
Os dados que apresentaram distribuicdo paramétrica foram submetidos a analise de
variancia para verificar as diferengas entre os grupos. Caso houvesse diferencga
significativa, procedeu-se o teste de Tukey-Kramer para comparagbes multiplas
entre as médias. Neste caso, as meédias (+ desvio-padrdo) foram apresentadas. Os
dados que apresentaram distribuicdo nao paramétrica foram submetidos ao teste de
Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Neste caso, os dados foram

apresentados em valores medianos. A analise estatistica foi realizada utilizando o
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programa GraphPad Prisma 5.0 software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA). Foram consideradas significantes as analises que apresentaram P < 0,05. As
correlagdes entre as diferentes contagens se deram pela correlagdo de Pearson
utilizando o programa MINITAB 16 (Minitab Inc., USA).
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5 RESULTADOS

Para a triagem dos animais utilizados, foram coletadas amostras sanguineas
de 200 fémeas bovinas da raca Holandesa Preta e Branca, provenientes do Estado
de Sao Paulo, e que atendessem aos critérios de inclusdo amostral propostos no
material e métodos. Destas amostras foram selecionadas 56 de acordo com os

valores de referéncia de Divers e Pike (2008).

Das 56 amostras de sangue coletadas, 25 foram consideradas negativas no
IDGA e no ELISA e 31 foram consideradas positivas tanto no IDGA quanto no
ELISA. Entre essas 31 amostras, 12 foram classificadas como alinfociticas e 19
como linfocitose persistente de acordo com o hemograma. Estes dados estédo

representados na Figura 3.
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Figura 3 - Resultado do sorodiagnéstico para diagndstico da leucose
enzodtica bovina em 56 vacas holandesas preta e branca - Sado
Paulo — 2010

5.1 ANALISE HEMATOLOGICA

5.1.1 Leucocitos

Os valores médios da contagem total de leucdcitos foram de 10, 364 x 10/ pL
(+ 1, 355) 2, 10, 117 x 10%/ pL (+ 1, 408) 2, 27, 968 x 10%/ L (+ 6, 793)°, nos animais
negativos, AL e LP (P < 0, 0001), respectivamente, como demonstrado na Tabela 1

e Figura 4.



Tabela 1 - Valores médios e desvio padrdo da contagem de leucdcitos sanguineos
totais de 56 vacas holandesas preta e branca nos diferentes grupos — Sao

Paulo — 2010
Leucdcitos (10% uL)
Negativo AL LP
Média 10, 364 (+ 1355)° 10,117 (+ 1,408)° 27, 968 (+ 6, 793)°
Letras diferentes entre linhas indicam P = 0, 0001. Negativos: animais nao

sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzodtica bovina. AL: animais
sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzodtica bovina. LP: animais
sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzoética bovina manifestando
linfocitose persistente.
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Negativo AL LP

Figura 4- Valores médios e desvio padrdo da contagem total
de leucécitos das 56 vacas holandesas preta e
branca — S&do Paulo — 2010

5.1.2 Contagem diferencial de leucocitos

45
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As contagens relativas das diferentes populagdes leucocitarias estdo
apresentadas na Tabela 2, assim como a distribuicdo dos dados nas figuras 5 e 6.
Salienta-se que, nos animais analisados no presente estudo ndo encontrou as
populagdes de linfdcitos atipicos conhecidos como linfécito picnotico e linfocito
plasmocitéide.

Tabela 2- Valores da média e desvio padrao da contagem relativa de leucécitos das 56 vacas
holandesas preta e branca utilizadas no presente estudo — Sao Paulo — 2010

Porcentagem das Negativos AL LP

Populagbes dos

diferentes

Leucécitos/Grupos

Neutréfilos 30,00 (+9,57)" " 23,58 (+5,42)" 13,35 (« 6,17)°
Eosindfilos 4,0(0,0-19,00  4,5(1,0-12,00  3,0(0,0-7,0)
Mondcitos 2,0 (0,0- 4,0)® 2,5(1,0-5,0) 1,0 (0,0 — 4,0)*
Baséfilos 0,0 (0,0- 1,0) 0,0 (0,0- 1,0) 0,0 (0,0 — 1 0).
Linfécitos 62,56 (+ 2,16)? 68,25 (+1,79) 82,45 (+1,71)°""
LA 1,0 (0,0- 9,0) 1,0 (0,0- 8,0)® 4,0 (0,0 - 10,0)°™
SG 1,0 (0,0 -3,0)? 1,0 (0,0- 5,0)%® 2,0 (0,0 -5,0°"
LM 0,0 (0,0-3,0)? 0,0 (0,0- 3,0)%° 0,5 (0,0 - 6,0)”
LP 0,0 0,0 0,0

PLASM 0,0 0,0 0,0

ND 0,0 (0,0-7,0" 0,0 (0,0- 1,0)* 1,0 (0,0- 3,0)°

Letras diferentes entre colunas indicam P < 0,05.

Negativos: animais ndo sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzoética bovina

AL: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzodtica bovina

LP: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzodtica bovina manifestando
linfocitose persistente

LA: porcentagem de linfécitos atipicos. SG: porcentagem de linfécitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfécitos monocitsides. LP: porcentagem de linfécitos picnéticos.
PLASM: porcentagem de linfocitos plasmocitéides. ND: porcentagem de linfécitos com nucleo duplo.
P = 0,0001

***: P < 0,001

**: P <0,01

*: P <0,05
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Figura 5- Valores da contagem relativa de neutrdfilos,
eosindfilos, mondcitos e linfécitos das 56 vacas
holandesas preta e branca, nos grupos negativos, AL
E LP — Séao Paulo - 2010
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Figura 6- Valores da contagem relativa (%) de linfocitos atipicos,
sombra de Glmprecht, linfécito monocitéide e nucleo
duplo das 56 vacas holandesas preta e branca, nos
grupos negativos, AL E LP — Sao Paulo -
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Os valores das contagens absolutas das diferentes populagdes leucocitarias
(linfécitos — Figura 9) e dos linfécitos atipicos: sombra de Gumprecht (Figura: 10),
linfécito monocitdide (Figura: 11), linfécito picnético, linfocito plasmocitdide e linfécito
nlcleo duplo (Figura: 12) pode-se observar na Tabela 3, assim como a distribuicao
dos dados nas figuras 7 e 8.

Tabela 3- Valores da contagem absoluta de leucécitos das 56 vacas holandesas pretas e
brancas, utilizadas no presente estudo — Sdo Paulo — 2010

Leucécitos/Grupos Negativos AL LP

Neutréfilos 3.115 (+1.075)® 2.392 (+684)? 3.687 (+1.287)%
Eosindfilos 348 (0,0- 1.634) 0,0 (86- 1.185) 920,7(0,0- 1.735)
Mondcitos 180 (0,0- 488) 245 (0,0- 540) 325 (0,0- 1.164)
Basdfilos 0,0 (0,0- 98) 0,0 (0,0- 116) 0,0 (0,0- 220)
Linfécitos 6.478 (+ 1.343)° 6.884 (£1.010)°  23.119 (+6.916)""
LA 97 (0,0- 972)*" 108,5 (0,0- 768)* " 1.312 (0,0- 2.455)°
SG 90 (0,0- 345)7"" 107,5 (0,0- 480)° 656 (0,0- 1.6452}b
LM 0,0 (0,0-345)? 0,0 (0,0- 291)* 0,0 (0,0- 1.320)°"
LP 0,0 0,0 0,0

PLASM 0,0 0,0 0,0

ND 0,0 (0,0-756)*"" 0,0 (0,0-116)* 220 (0,0-920,7)°

Letras diferentes entre colunas indicam P < 0,05.

Negativos: animais ndo sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzoética bovina

AL: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzoética bovina

LP: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzoédtica bovina manifestando
linfocitose persistente.

LA: porcentagem de linfécitos atipicos. SG: porcentagem de linfécitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfécitos monocitdides. LP: porcentagem de linfécitos picnéticos.
PLASM: porcentagem de linfécitos plasmocitdides. ND: porcentagem de linfécitos com niicleo duplo.
****: P =0, 0001

***: P <0, 001
**: P <0,01
*:P<0,05
;
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Figura 7 - Valores absolutos da contagem de neutrdfilos, eosindfilos,

mondcitos e linfécitos das 56 vacas holandesas preta e branca,
nos grupos negativo, AL e LP — Sao Paulo- 2010
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Figura 8 - Valores absolutos da contagem de linfécitos atipicos, sombra de

Gumprecht, linfécito monocitéide e nicleo duplo das 56 vacas
holandesas preta e branca, nos grupos negativos, AL e LP —
Séo Paulo — 2010

49



Os valores medianos da relagdo entre a porcentagem de linfécitos
atipicos e a porcentagem de linfocitos totais nos animais negativos, AL e LP
foram de 3,33% % (0,0 — 21,18), 3,28% % (0,0 — 20,51), 10° % (0,0 — 23,81) (P
=0, 002).
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Figura 9 - Fotomicrografia do linfécito de bovino. Coloragéo
de Rosenfeld. Microscopia Optica de Imerséo
aumento de 100x

Figura 10 - Fotomicrografia do linfocito atipico do tipo sombra
de Gumprescht. Coloragdo de Rosenfeld.
Microscopia 6ptica de Imersdo aumento de 100X
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Figura 11 - Fotomicrografia do linfocito atipico do tipo
monocitéide. Coloragdo de Rosenfeld. Microscopia
Optica de Imersdo aumento de 100 x.

Figura 12 - Fotomicrografia do linfocito atipico do tipo nucleo
duplo. Coloragdo de Rosenfeld. Microscopia 6ptica
de Imersdo aumento de 100 X.



53

5.2 Apoptose de células CD5"

A porcentagem de linfocitos CD5" do sangue periférico sofrendo apoptose
(CD5"/annexin V-FITC") foi de 0,56° % (+ 0,34) nos animais negativos, 0,60% % (+
0,35) nos animais AL e 0,11° % nos animais LP (+ 0,08) (P < 0, 031), como pode ser

observado na Figura 13.

Negativo AL LP

Figura 13 - Valores médios da porcentagem de células CD5" do sangue periférico
sofrendo apoptose (Anexina V-FITC") das 15 vacas holandesas preta e
branca positivas para LEB nos diferentes grupos — Sao Paulo - 2010
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5.3 Correlacdes entre a apoptose de células CD5" e as porcentagens das

populacdes linfocitarias avaliadas no presente estudo

A correlagéo entre a apoptose de células CD5" (CD5"/annexin V-FITC") e a
porcentagem das populagdes linfocitarias entre os 15 animais, estdo representadas
na Tabela 4:

Tabela 4 - Correlagdes entre a porcentagem de linfocitos CD5" do sangue periférico e a
apoptose (CD5"/annexin V-FITC") e as porcentagens das populagdes linfocitarias
das 15 vacas holandesa preta e branca, utilizadas no presente estudo — Sdo Paulo

-2010

Linfocitos Totais e Linfécitos indice de correlacéo(r) P
Atipicos

Linfécitos 0, 280 P=0,31
LA 0,412 P=0,13
SG -0,078 P=0,78
LM -0,124 P= 0,66
ND 0, 525 P=0, 044

LA: porcentagem de linfocitos atipicos. SG: porcentagem de linfécitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfécitos monocitéides. LP: porcentagem de linfécitos
picnéticos. PLASM: porcentagem de linfocitos plasmocitéides. ND: porcentagem de linfécitos
com nucleo duplo.

r = coeficiente de correlagao

P = valor de significancia

As correlagdes nos 15 animais entre a porcentagem de apoptose das células
CD5" (CD5"/annexin V-FITC") e a porcentagem de linfocitos, linfocitos atipicos,

sombras de Gumprecht, Ilinfécito monocitdide e linfécito nuacleo duplo
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foramder =0, 280 (P=0,31),r=0,412(P=0,13),r=-0,078 (P=0,78),r=-0, 124
(P=10,66), r=0, 525 (P = 0, 044), respectivamente.

Na Tabela 5, observa-se a correlagdo entra a apoptose das células CD5"
(CD5%/annexin V-FITC") e as porcentagens das populagdes linfocitarias, nos 10

animais considerados positivos para Leucose Enzodética Bovina.

Tabela 5 - Correlagdes entre a porcentagem de linfécitos CD5" do sangue periférico sofrendo
apoptose (CD5'/annexin V-FITC") e as porcentagens das populagdes linfocitarias
das 10 vacas holandesa preta e branca, infectadas pelo virus da leucose enzodtica
bovina, utilizadas no presente estudo — Sdo Paulo — 2010

Linfocitos totais e linfécitos Indice de correlacéo (r) P
atipicos

Linfécitos 0, 585 P=0,076
LA 0, 444 P=0,20
SG -0,076 P=0,84
LM -0, 276 P=0,44
ND 0, 584 P=0,076

LA: porcentagem de linfocitos atipicos. SG: porcentagem de linfécitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfocitos monocitéides. LP: porcentagem de linfécitos
picnéticos. PLASM: porcentagem de linfocitos plasmocitéides. ND: porcentagem de linfécitos
com nucleo duplo.
r = coeficiente de correlagao
P = valor de significancia

As correlagdes entre a porcentagem de apoptose das células CD5"
(CD5%/annexin V-FITC") e a porcentagem das populagdes linfocitarias: linfocitos,
linfocitos atipicos, sombras de GUmprecht, linfécito monocitdide e linfocito nucleo
duplo nos 10 animais positivos para LEB foram de r = 0, 585 (P= 0, 076), r = 0, 444
(P = 0,20), r= - 0, 076 (P= 0,84), r = - 0, 276 (P= 0,44), r = 0, 584 (P = 0, 076),

respectivamente.
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5.4 Correlacdo da contagem total de linfécitos e a porcentagem de células CD5

sofrendo apoptose

Tabela 6 - Correlagbes entre a porcentagem de linfécitos CD5" do sangue periférico sofrendo
apoptose (CD5'/annexin V-FITC") e a contagem total linfocitos das 15 vacas holandesa
preta e branca, utilizadas no presente estudo — Sao Paulo — 2010

Linfocitos totais e linfécitos Indice de correlacéo (r) P
atipicos

Linfocitos -0, 489 P =0, 064
LA 0,120 P=0,67
SG -0, 256 P=0,36
LM -0, 258 P=0,35
ND 0, 402 P=0,14

LA: porcentagem de linfocitos atipicos. SG: porcentagem de linfécitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfécitos monocitdides. LP: porcentagem de linfécitos picnoticos.
PLASM: porcentagem de linfécitos plasmocitdides. ND: porcentagem de linfécitos com nucleo duplo.

r = coeficiente de correlacao

P = valor de significancia

+

As correlagbes entre a porcentagem de apoptose das células CD5
(CD5"/annexin V-FITC') e as contagens totais de linfdcitos, linfocitos atipicos,
sombra de Gumprecht. Linfécito monocitéide e linfocito nucleo duplo nas 15 vacas,
foramder=-0,489 (P=0,064),r=0, 120 (P =0,67), r=-0, 256 (P = 0,36), r=- 0,
258 (P =0,35),r=0, 402 (P = 0,14), respectivamente.
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5.5 Correlacéo entre a contagem total de células e a porcentagem de apoptose
dos animais infectados

Tabela 7 - As correlagdes entre a porcentagem de linfocitos CD5" do sangue periférico sofrendo
apoptose (CD5/annexin V-FITC") e a contagem total linfécitos das 10 vacas holandesa
preta e branca, infectadas pela leucose enzodética bovina utilizadas no presente estudo —
Sao Paulo — 2010

Linfocitos totais e linfécitos Indice de correlacéo (r) P
atipicos

Linfocitos -0, 511 P=0,13
LA 0,013 P=0,97
SG -0, 260 P=047
LM -0, 302 P=0,40
ND 0, 369 P=0,29

LA: porcentagem de linfocitos atipicos. SG: porcentagem de linfécitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfécitos monocitdides. LP: porcentagem de linfécitos picnéticos.
PLASM: porcentagem de linfocitos plasmocitdides. ND: porcentagem de linfécitos com nucleo duplo.

r = coeficiente de correlagao

P = valor de significancia

As correlagdes entre a porcentagem de apoptose das células CD5"
(CD5"/annexin V-FITC") e contagem total de células: linfécitos, linfécitos atipicos,
sombra de Gumprecht. Linfocito monocitéide e linfécito nucleo duplo nas 10 vacas
consideradas positivas para LEB, foram de r = - 0, 511(P= 0,13), r = 0, 013 (P =
0,97), r = - 0, 260 (P= 0,47), r = - 0, 302 (P= 0,40), r = 0, 369 (P = 0,29),

respectivamente.
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5.6 Proliferagdo de Linfocitos

O indice da proliferacgéo linfocitaria foi de zero, 1532 (+ 0, 029), zero, 143? (+
0, 014) e zero 083b (+ 0, 014) (P = 0, 001) nos animais negativos, AL e LP,

respectivamente

5.7 Correlagcdes entre o indice de proliferacdo linfocitaria e as porcentagens
das populacdes linfocitarias avaliadas no presente estudo

As correlagbes entre o indice de proliferagao celular e as porcentagens das

populacgdes linfocitarias dos 15 animais estao apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Correlagcbes entre o indice de proliferagdo celular e as porcentagens das populagdes
linfocitarias das 15 vacas holandesa preta e branca, utilizadas no presente estudo — Séo

Paulo — 2010
Linfocitos totais e linfécitos Indice de correlacéo P
atipicos
Linfocitos -0,22 P=0,43
LA -0,171 P =0,54
SG - 0, 051 P=0,86
LM - 0,47 P=0,078
ND -0, 052 P=0,85

LA: porcentagem de linfocitos atipicos. SG: porcentagem de linfécitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfécitos monocitdides. LP: porcentagem de linfécitos picnéticos.
PLASM: porcentagem de linfocitos plasmocitdides. ND: porcentagem de linfécitos com nucleo duplo.

r = coeficiente de correlagao

P = valor de significancia
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As correlagdes entre o indice de proliferagao linfocitaria e as porcentagens de
linfocitos, linfocitos atipicos, sombra de GUumprecht, linfécito monocitoide e linfocito
nucleo duplo dos 15 animais foram de r=-0,22 (P =0,43),r=-0, 171 (P =0,54), r=
-0,051 (P=0,86), r=-0,47 (P =0, 078), r=-0, 052 (P = 0,85), respectivamente.

Do mesmo modo, as correlagdes entre o indice de proliferagao celular e a
contagem total das populagdes linfocitarias dos 15 animais considerados infectados

pelo virus da Leucose Enzodtica Bovina estdo apresentados na Tabela 9

Tabela 9 - Correlagdes entre o indice de proliferagdo celular e a contagem total das populagdes
linfocitarias dos 15 animais considerados positivos para o virus da Leucose Enzodtica
bovina utilizados no presente estudo — Sao Paulo — 2010

Linfocitos totais e linfécitos Indice de correlacéo (r) P
atipicos

Linfocitos -0,83 P =0, 0001
LA -0, 004 P=0,10
SG -0, 318 P=0,25
LM -0, 522 P =0, 046
ND -0, 122 P=0,7

LA: porcentagem de linfocitos atipicos. SG: porcentagem de linfécitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfécitos monocitdides. LP: porcentagem de linfécitos picnéticos.
PLASM: porcentagem de linfécitos plasmocitdides. ND: porcentagem de linfécitos com nucleo duplo.

r = coeficiente de correlagao

P = valor de significancia

As correlagcbes entre o indice de proliferacao linfocitaria dos 15 animais e a
contagem total das células: linfécitos, linfécitos atipicos, sombra de Gumprecht,
linfécito monocitdide e linfocito nucleo duplo foram der =- 0,83 (P =0, 0001), r = - 0,
004 (P =0,10),r=-0,318 (P=0,25),r=-0,522 (P =0, 046), r=-0, 122 (P =

0,67), respectivamente.
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Do mesmo modo, as correlagdes entre o indice de proliferacdo celular e as
porcentagens das populagdes linfocitarias dos 10 animais considerados infectados

pelo virus da Leucose Enzoodtica Bovina estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10- Correlagdes entre o indice de proliferagdo celular e as porcentagens das populagdes
linfocitarias dos 10 animais considerados positivos para o virus da Leucose Enzodtica

bovina utilizados no presente estudo — Sdo Paulo — 2010

Linfocitos totais e linfécitos Indice de correlacéo (r) P
atipicos

Linfécitos 0, 094 P=0,80
LA - 0,090 P=0,80
SG 0, 063 P=0,86
LM -0, 503 P=0,14
ND 0, 085 P=0,82

LA: porcentagem de linfocitos atipicos. SG: porcentagem de linfécitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfécitos monocitdides. LP: porcentagem de linfécitos picnoticos.
PLASM: porcentagem de linfécitos plasmocitdides. ND: porcentagem de linfécitos com nucleo duplo.

r = coeficiente de correlagao

P = valor de significancia

As correlagbes entre o indice de proliferagao linfocitaria dos 10 animais
positivos para LEB e as porcentagens de linfocitos, linfécitos atipicos, sombra de
GUmprecht, linfocito monocitéide e linfocito nucleo duplo, foram de r = 0, 094 (P =
0,80),r=-0,090 (P =0,80),r=0, 063 (P=0,86),r=-0, 503 (P=0,14),r =0, 085

(P = 0,82), respectivamente.

Tabela 11- Correlagdes entre a proliferagao de cada populagao celular com o indice de divisao celular
da proliferagéo de linfécitos nos 10 animais infectados pelo VLEB — Sdo Paulo — 2010

Linfocitos totais e linfécitos Indice de correlacio (r) P
atipicos

Linfécitos -0, 826 P =0, 001
LA - 0,424 P=0,22
SG -0, 282 P=0,43
LM -0, 522 P=0,12
ND - 0,019 P =0,96

LA: porcentagem de linfocitos atipicos. SG: porcentagem de linfocitos apresentando sombras
nucleares. LM: porcentagem de linfocitos monocitoides. LP: porcentagem de linfocitos picnéticos.
PLASM: porcentagem de linfécitos plasmocitdides. ND: porcentagem de linfécitos com nucleo duplo.

r = coeficiente de correlagao

P = valor de significancia
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As correlagdes entre o indice de proliferacéo linfocitaria nos animais positivos
para LEB e a contagem total de linfocitos, linfocitos atipicos, sombra de Gumprecht,
linfécito monocitdide e linfécito nucleo duplo dos 10 animais, foram de r = - 0, 826 (P
=0,003), r=-0,424 (P=0,22),r=-0,282 (P=0,43),r=-0,522 (P=0,12), r = -
0, 019 (P = 0,96), respectivamente.
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6 DISCUSSAO

As atipias linfocitarias foram utilizadas no inicio do século passado como meio
diagndstico para LEB (TOIT, 1916; DU TOIT et al., 1916; GOTZE et al., 1954;
URBANECK et al., 1969; GARCIA, 1989; BIRGEL JUNIOR, 1991; OLIVEIRA, 2009)
e cairiam em desuso com o surgimento e a facilidade de empregar diversas provas
sorodiagnosticas, 0 que parecia obsoleto € atualmente empregado no estudo e no
estadiamento de algumas doengas humanas (SIMON, 2003; e se torna convidativo
reavaliar esses achados em buiatria, até por que representa uma prova com custo
operacional reduzido e envolve uma doenga de evolugdo cronica cuja célula mais
acometida é o linfocito B (SCHWARTZ et al., 1979; KETTMANN et al., 1979).

Desta forma, o presente trabalho reavaliou algumas observacdes
classicamente descritas, acrescidas de discretos aperfeicoamentos como a
estratificacdo dos grupos também usando ELISA, que possui maior sensibilidade,
sendo mais recomendada para o diagndéstico, controle e erradicagdo desta
enfermidade (MOLNAR, 1999), que nos trabalhos anteriores eram
predominantemente limitados ao emprego de IDGA (MILLER e VAN DER MAATEN,
1976; BIRGEL et al, 1981; BIRGEL et al., 1983) e confirmou as referéncias pretéritas
tanto quanto a distribuicdo dos grupos Ferrer et al.(1977), Parodi (1987), Garcia
(1996), Gillet et al. (2007).

A maioria dos estudos anteriores, ndo empregavam uma estratificacdo
amostral semelhante a do presente estudo (negativo, AL e LP), sendo os animais
classificados como negativos e positivos para leucose enzoodtica bovina, portanto
nesses estudos, as atipias foram relacionadas somente aos animais negativos e

positivos. No presente trabalho as atipias predominaram nos animais dos grupos
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com linfocitose persistente, dados que corroboram com por Birgel (1982 b), Garcia
(1989), Cockerell; Reyes (2000).

Sintetizando essa face do estudo, das 56 vacas subdivididas nos trés grupos
experimentais, 40% dos animais infectados pra LEB apresentaram-se com LP,
corroborando com os autores supracitados Ferrer et al.(1977), Parodi (1987), Garcia
(1996), Gillet et al. (2007). Essa etapa, apesar da aparentemente nao trazer
novidades, mostrou-se muito interessante por referir que o comportamento, a
distribuicdo da doenca e respectivos estadiamentos, preserva suas caracteristicas
apesar da expectativa de modificagcdo de antigenicidade que o virus poderia ter

sofrido nesses anos, em diferentes partes do mundo.

Na avaliacdo do numero total de leucécitos o grupo LP apresentou maior
numero quando comparado aos outros grupos, isso se deve ao fato de que na LEB,
observa-se leucocitose por linfocitose, principalmente de células B, corroborando
com os achados de Garcia (1989), Birgel Junior (1991) e Azedo (2007).

Em relagdo a contagem diferencial dos leucécitos os valores absolutos de
neutréfilos apresentaram diferenga apenas entre os grupos AL e LP, apresentando o
grupo LP um maior numero dessas células, corroborando com Azedo (2007).Entre
os trés grupos, os achados foram os mesmos que Niepage (1953), que observou
desvio a esquerda nessa afecgdo,como referido por Buonaccorsi et al. (1984) e
Azedo (2007). Em contraposi¢cao, Birgel Junior (1991) observou que o numero
absoluto de neutréfilos nos animais infectados pelo VLEB n&o foram
significativamente menores do que os observados nos bovinos sadios,
demonstrando ser esse virus um fator determinante de neutropenia. Ja Garcia
(1989) nédo encontrou nenhuma diferenca entre as médias do numero absoluto dos
leucdcitos polimorfonucleares granuldcitos (neutréfilos, eosindfilos e basdfilos) ou
dos mondcitos, obtidos do sangue dos animais reagentes ou ndo reagentes ao
VLEB. Talvez essas contradi¢des dos valores absolutos dos neutroéfilos se déem ao
fato dos neutrofilos serem escassamente estudados nesta enfermidade, né&o

havendo parametros, portanto, para tal avaliagcéo.
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Nos valores relativos dos neutréfilos houve diferenga entre o grupo negativo e
animais LP e animais AL e LP. Ja entre o grupo negativo e os animais AL ndo foram
observadas diferengas. Sendo que o grupo negativo apresentou maior numero de
neutréfilos circulantes, esse achado é concordante com Azedo (2007) e esta
diferenga pode advir do aumento expressivo de linfocitos B dos animais infectados
manifestando LP. Ressalta-se que a triagem dos animais empregados nesse estudo
envolveu critérios de homogeinizagdo da populagdo que compds 0s grupos € o
exame fisico dos mesmos, minimizando a possibilidade do animal estar associando
outra alteracédo fisica, até mesmo porque os valores se encontram dentro dos

intervalos de referéncia propostos para a espécie.

Os valores relativos e absolutos dos eosindfilos ndo demonstraram diferenca
entre os grupos experimentais, tais dados sdo semelhantes aos encontrados por
Garcia (1989) e Birgel Junior (1991). Informacdo essa plenamente justificavel, uma
vez que dentre as fungcbes mais relevantes dessa célula estdo a destruicdo dos
parasitas, modulacido da reacao de hipersensibilidade e funcéo pro-inflamatdria, que

nao se aplicaria ao presente fendbmeno (Schalm, 1957).

Os valores relativos dos mondcitos avaliados no presente trabalho
demonstraram diferenca entre os animais AL e LP, sendo que o0s animais
alinfociticos apresentaram maior contagem de mondcitos que os animais que
apresentavam linfocitose persistente, embora esse aumento aparente ndo possas
ser associado a uma monocitose, pois os valores desta célula ainda permanecem

dentro dos valores de referéncia (Divers e Peek, 2008).

As contagens relativas e absolutas dos linfocitos demonstraram significancia
estatistica nos grupos negativo e positivo de animais LP, e animais AL e LP. Sendo
observado maior numero de linfécitos nos animais LP, observacdo essa
extremamente redundante uma vez que o aumento do numero de linfécitos € a
propria linfocitose, nesse caso um critério de inclusdo amostral e composicdo do
grupo. Esse dado foi o mesmo encontrado por Garcia (1989), Birgel Junior (1992) e
Azedo (2007) e corrobora na classificacdo dos animais LP. Embora, Birgel, em

1982b, relatou a existéncia de animais infectados pelo VLEB que apresentavam
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numero de leucocitos e de linfécitos normais ou diminuidos representando uma fase
inicial da virose, representada por leucopenia por linfopenia. Ainda, o presente autor
refere que animais positivos pelo diagndstico por IDAG portadores de leucocitose
apresentaram linfocitose relativa e absoluta com evidente aumento de linfocitos

atipicos.

Quanto as atipias observadas neste estudo, estas se limitaram a: sombras
nucleares, linfécitos monocitéides e linfécitos com nucleo duplo. Esses achados
foram semelhantes aos observados os observados por Garcia (1989), que ressaltou
a importancia dessas atipias no diagnodstico da LEB. O citado autor também
encontrou que a sombra de Gumprescht, linfécito picndtico e linfocito plasmocitoide,
mas considerou que esses Ultimos ndao seriam importantes no referido diagnéstico,
pois também encontrou essas atipias em animais negativos para o virus da leucose

enzoodtica bovina.

Embora essas primeiras avaliagbes tenham sido necessarias, mas
previsiveis, a correlacdo das atipias, as avaliacbes de proliferacdo e apoptose

representam o epicentro do presente estudo.

Considerando que uma correlagédo entre variaveis pode sugerir uma relagao
de causa e efeito entre elas, o presente estudo buscou correlacionar as diferentes
atipias aos indices de apoptose e proliferacdo sem a pretensédo de estabelecer uma

relacdo causal.

Observou-se uma menor proliferagao de linfécitos nos animais infectados pelo
VLEB manifestando LP, associado a uma menor apoptose de células CD5+, dados
que corroboram com Debacq et al. (2003), Florins et al. (2007) e Florins et al. (2008),
que referiram menor proliferagao de linfécitos associado a redugao da morte celular
nos animais infectados pelo VLEB manifestando LP. Isto pode acontecer pelo fato
de que a proliferagdo pode ocorrer em outros sitios como linfonodos, placas de
Peyer ou medula éssea. Debacq et al. (2004) sugeriu que a maior proliferagao
linfocitaria em bovinos infectados pelo VLEB pode se restringir apenas aos estagios

iniciais da infeccdo, e posteriormente a LP persiste pela modulagdo do processo
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apoptético pelo virus como descrito por Schwartz-Cornil et al. (1997); Cantor et al.
(2001), Florins et al. (2007) e Gillet et al. (2007).

Em estudo recente Azedo (2010), avaliado a reposta imunitaria de animais
naturalmente infectados, empregou uma estratificagdo amostral semelhante a do
presente estudo (negativo, alinfocitoticos e com linfocitose persistente), ja proposta
em trabalho anterior desse mesmo autor Azedo (2007). Essa divisdo dos positivos,
apesar de néo incluir a forma tumoral que clinicamente apresenta a forma de maior
gravidade, busca compreender melhor o estadiamento da doenga e identificar
disfungdes ja descritas predominantemente nos animais com linfocitose persistente
(AZEDO et al., 2008), agora sob a ética das atipias e da proliferagdo e apoptose de

células CD5™

Cantor et al. (2001) encontraram em bovinos infectados reducédo do processo
apoptético em animais infectados manifestando LP, sugerindo que embora a
reducdo seja relativamente pequena in vitro, os efeitos bioldgicos poderiam ser
maiores. Takahashi et al. (2004) relataram que células B infectadas que nao

expressavam o VLEB eram menos propensas a sofrer apoptose ex-vivo.

A persisténcia da infecgao ocorre possivelmente associada a diferenga da
expressao de antigenos virais nas células infectadas que resulta na eliminagao das
células que os expressam (FLORINS et al., 2007; GILLET et al., 2007). Este fato é
de extrema importancia visto que logo apés a infecgdo, a atividade da resposta
humoral e citotdxica sdo capazes de abolir a replicagéo viral, permitindo apenas a
expansdo clonal das células portadoras do provirus, o que justificaria a maior
proliferagcdo de linfécitos se restringir apenas aos estagios iniciais da infecgao.
Podendo sugerir que desenvolvimento da LP deve-se a redugao da apoptose pelas
células B, e a maior proliferacao linfocitaria pode se restringir apenas ao estagio

inicial do desenvolvimento da LP.

Azedo (2010), no estudo ja citado, referiu que as concentragbes séricas de
citocinas de perfil Th 1 (I-12 e INF-y ) foi maior em amostras sanguineas de animais

alinfocitéticos, enquanto as concentragdes séricas de citocinas de perfil Th 2 (IL-10 e
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INF-a) foram maiores em amostras sanguineas de animais infectados manifestando
linfocitose persistente. Nessa investigagao também foi observado um menor indice
de apoptose no grupo LP, embora tenha sido avaliado o percentual de leucdcitos
sofrendo apoptose enquanto nesse estudo, o indice de apoptose baseou-se nas
células CD5".

Embora a dinamica celular ainda necessite ser mais bem elucidada em
bovinos manifestando a infecgdo, o aumento do numero de linfécitos circulantes

poderia ser gerado por alteragdes no potencial apoptético das células infectadas.

Cabe salientar, que neste estudo foram utilizadas técnicas de marcagao de
DNA, que também proporcionam o estabelecimento do indice de mortalidade celular.
No entanto, esse valor ndo corresponde a morte de toda populagdo, mas apenas de
células marcadas, com isso, Asquith et al. (2006b) advertem que o resultado néo é
representativo da média da taxa de morte, mas apenas representa o

desaparecimento de células que se dividiam, durante o periodo de marcagao.

Sabe-se que os virus desenvolvem estratégias para neutralizar a resposta
apoptotica das células do hospedeiro e acredita-se que a modulagdo da apoptose,
associada ou ndo ao aumento da taxa de proliferacao celular, possa ser componente
fundamental na persisténcia viral e na progressao para linfocitose induzida pelo

retrovirus.

Uma importante via protetora intracelular contra o peréxido de hidrogénio é a
da glutationa. E também citado que mudangas na producéo de glutationa reduzida
(GSH) / oxidada (GSSH) estdo associadas com importantes eventos redox que
iniciam a resposta proliferativa ou apoptética, sendo que a reducdo da GSSH foi
correlacionada com o processo apoptético. A GSH, por exemplo, € transportada
para o meio extracelular nos processos apoptéticos celulares e a inibicdo deste

processo pode dificultar ou retardar o processo apoptético (GHIBELI et al., 1998).

Em ovinos infectados experimentalmente, manifestando LP, n&o foi

observada alteragcdo nos processos de morte celular, Debacq et al., (2002). Ja
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Bouzar et al.,, (2009) observaram que linfocitos B obtidos de ovinos infectados
apresentaram menores indices de apoptose in vitro . Esses autores observaram
evidéncias demonstrando que baixas concentragcdes de espécies reativas de
oxigénio (EROs) tém papel chave na diminuicdo dos indices de apoptose, induzida
pelo VLB.

Inicialmente as correlagdes foram estabelecidas em todos os animais, ou

seja, desconsiderando a infecgao.

Na analise dos valores relativos da correlagdo entre a apoptose de células
CD5" (CD5"/annexin V-FITC") e a porcentagem das populagdes linfocitarias entre os
15 animais, observou-se que a apoptose tem uma dependéncia muito fraca com os
linfocitos, linfécitos atipicos e com a atipia denominada nucleo duplo, sendo que s6
teve significancia nos casos dos linfocitos nucleo duplo, o que ja nao foi encontrado
nas demais populagdes celulares, como: linfécitos e linfécitos atipicos. Em relagao
(valores absolutos) a contagem total de linfécitos e a porcentagem de células CD5+
(CD5"/annexin V-FITC"), sofrendo apoptose nos 15 animais, também houve
correlagdo com dependéncia muito baixa entre a apoptose e os linfocitos atipicos e

linfécitos com nucleo duplo.

Considerando apenas os animais infectados, nos valores relativos, houve
correlacdo com dependéncia muito fraca entre a apoptose de células CD5+
(CD5%/annexin V-FITC") e a porcentagem de linfécitos, linfécitos atipicos e nucleo
duplo.Nos valores absolutos, a contagem de linfécitos totais nas 10 vacas
infectadas pelo VLEB e a porcentagem de células CD5+ (CD5'/annexin V-FITC")
sofrendo apoptose foi observado o mesmo: dependéncia muito baixa entre a
apoptose e os linfécitos atipicos e da apoptose com os linfécitos nucleo duplo e as

demais populagdes celulares com uma correlagao inversamente proporcional.

Os mecanismos pelos quais ocorre a expansao celular ainda sdo obscuros.
Enfatiza-se que o prévirus do VLB integra o genoma das células infectadas de forma
aleatéria, e portanto ndo transforma as células por mutagénese insercional
(KETTMANN et al., 1983; GREGOIRE et al., 1984). Contudo, uma interferéncia na
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reposta apoptotica de células infectadas, associada ou ndo a um aumento na taxa
de proliferacdo celular podem contribuir tanto para a determinacéo da LP, quanto
para a persisténcia viral (DEBACQ et al., 2001). Na homeodindmica dos linfécitos,
que ocorre em animais infectados pelo VLB, pode resultar de uma perturbacao do
complexo equilibrio entre diferentes fatores, incluindo a proliferacdo celular,
diferenciagao, morte e/ou recirculagao entre o sangue periférico e os 6rgaos linféides

secundarios.

Florins et al. (2008) afirmaram que a proliferacdo de linfécitos € aumentada
em ovinos e diminuida em bovinos, em manifestagcdes semelhantes da enfermidade,
revelando diferencas na dinamica celular entre as duas espécies hospedeiras do
VLB.

Entretanto em um trabalho de Azedo (2009) demonstrou que bovinos
naturalmente infectados pelo VLEB manifestando LP apresentam menor
porcentagem de linfocitos sofrendo processo de apoptose, fato que deve contribuir
para o estabelecimento da LP, porém indices de proliferacdo de linfécitos variam em
funcdo do periodo em que ocorreu o estimulo antigénico, podendo justificar a

divergéncia de dados verificados por outros autores.

Na analise dos valores relativos da correlagdo da proliferagdo celular e a
porcentagem das populagdes linfocitarias entre os 15 animais, observou-se que a
proliferacdo tem uma correlagdo inversamente proporcional com os linfécitos,
linfocitos atipicos, sombras de Gumprescht, linfocitos monocitéides, e linfécitos com
nucleo duplo. O mesmo ocorreu no caso dos valores absolutos da contagem total
das células destes 15 animais, todas as populagcbes celulares mostraram uma
correlacao inversamente proporcional com a proliferagao, sendo que foi observado
significancia entre a proliferacdo e os linfocitos e a proliferagdo e os linfocitos

monocitoides.

No caso das 10 vacas infectadas pelo VLEB nenhuma das células estudadas

apresentou correlagao positiva e sim uma correlagdo com uma dependéncia muito
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baixa entre a proliferacdo e a porcentagem de linfécitos, porcentagem de linfocitos

do tipo sombra de GUmprescht, porcentagens de linfécitos com nucleo duplo.

Nos valores absolutos da contagem total das células, as correlagbes entre a
proliferacdo de cada populagdo celular com o indice de divisao celular da
proliferacdo de linfécitos nos 10 animais infectados pelo VLEB, observou-se que
todas as células estudadas apresentaram uma correlagdo inversamente

proporcional.
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7 CONCLUSOES

No presente estudo conclui-se que:

As atipias linfocitarias ndo sao exclusivas de animais naturalmente infectados
pela leucose enzodtica bovina, embora predominam a predominancia destes
nos animais manifestando linfocitose persistente.

As atipias linfocitarias mais comumente encontradas foram: sombra de
Gumprescht, linfécitos monocitéides e linfécitos com nucleo duplo, embora
possuam relagdes diversas quanto a proliferacdo e a apoptose.

A linfocitose persistente ndo pode ser associada a proliferacdo que por sua
vez foi inversamente proporcional a atipia classificada como linfécito
monocitoide.

A manifestagdo da LP esta relacionada a redug¢ao do processo apoptotico dos
linfocitos B e a atipia classificada como nucleo duplo foi a que melhor se
associou ao fenbmeno.
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