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RESUMO

SOUZA, F. N. Avaliacio do estresse oxidativo sob a resposta imune de bovinos
infectados pelo virus da leucose enzoética bovina. [Evaluation of oxidative stress on the
immune response of bovine leukemia virus-infected dairy cows]. 2010. 83 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Foi demonstrado o envolvimento das espécies reativas de oxigénio (ERO) na patogénese de
algumas retroviroses, levando muitas vezes a progressao e/ou persisténcia das mesmas. No
entanto, o papel das espécies reativas de oxigénio resultante da modulacdo do sistema
antioxidante, e seu envolvimento na infeccao de bovinos naturalmente infectados pelo VLEB,
até o presente trabalho, ndo tinha sido ainda investigado. Desta forma, o presente estudo
objetivou-se avaliar o envolvimento do estresse oxidativo na infeccdo pelo VLEB em bovinos
naturalmente infectados, associado ou nao ao estabelecimento da linfocitose persistente (LP).
Assim, a avalia¢ao do estresse oxidativo se deu pelo teor de malondialdeido, concentragao de
glutationa reduzida, atividade da glutationa peroxidase e da superoxido dismutase, e pela
atividade antioxidante total; e a resposta imune pela quantificacdo das subpopulagdes de
linfocitos, fungdo fagocitica e produgdo intracelular de peroxido de hidrogénio de leucdcitos
polimorfonucleares, morte celular e proliferacao linfocitaria, além da avaliagdo hematoldgica
e sorodiagnostico da leucose enzodtica bovina (LEB). Os resultados do presente estudo
apontaram para o envolvimento do estresse oxidativo na infeccdo pelo virus da leucose
enzoodtica bovina, dado pela menor concentracdo de glutationa peroxidase e a tendéncia a
menor atividade da superoxido dismutase eritrocitarias nos animais infectados pelo VLEB,
nao podendo, contudo, ser associado a fase da infeccdo. Ademais, os marcadores de estresse
oxidativo ndo apresentaram alterados nem sequer a atividade antioxidante total destes
animais. Além disso, o presente trabalho apontou para menor proliferagdo de linfocitos e
redugdo da apoptose de células CD5" nos animais infectados pelo VLEB manifestando LP,
corroborados pelo significante aumento da populagio de linfécitos B (CD21%), e dos
principais co-marcadores das células infectadas, no caso células CD5" e CD11b", nestes
animais. No entanto, ndo observou diferencas significativas na populacdo de linfocitos T
destes animais, nem sequer alteracdo da capacidade fagocitica e producao intracelular de
peroxido de hidrogénio pela populagdo de leucdcitos polimorfonucleares nos animais

infectados.



Palavras-chave: Estresse oxidativo. Glutationa peroxidase. Superéxido dismutase. Leucose

enzootica bovina. Bovinos.



ABSTRACT

SOUZA, F. N. Evaluation of oxidative stress on the immune response of bovine leukemia
virus-infected dairy cows. [Avaliacdo do estresse oxidativo sob a resposta imune de bovinos
infectados pelo virus da leucose enzootica bovina]. 2010. 83 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2010.

Abundant observations of multiple pathogenic interactions between reactive oxygen species
(ROS) and the pathogenesis of some retroviruses have drawn attention to role of ROS on
disease progression and/or persistence of infection. Therefore, the role of the oxidative stress
resulted from the modulation of the antioxidant system in dairy cows naturally infected with
BLV has not been studied yet. So, the present study tries to investigate the involvement of
oxidative stress in dairy cows naturally infected with BLV associated or not with the
persistent lymphocytosis (PL). Thus, the oxidative stress was evaluated by the
malondialdehyde, reduced glutathione content, and by the activity of glutathione peroxidase
and superoxide dismutase, and also total antioxidant activity. The immune response was also
evaluated by the quantification of Ilymphocyte subsets, lymphocyte proliferation,
polymorfonuclear leukocytes phagocytosis and intracellular hydrogen peroxide production,
and cell death. The results of the present work point out to an involvement of oxidative stress
in dairy cows naturally infected with BLV, given by a lower glutathione peroxidase activity
and also a tendency towards lower superoxide dismutase activity, but it can be not associated
with PL. Futhermore, the oxidative stress markers and also the total antioxidant status was not
altered in infected animals. The present study also showed a lower lymphocyte proliferarion
and apoptosis rates of CD5" cells, strengthen by a higher B cells (CD21") counts and also by a
significant augment of CD5" and CD11b" positive cells that are often co-expressed by the
infected cells. Although, no significant difference was observed in T cells counts. Moreover,
the phagocytosis rates and the intracellular hydrogen peroxide production by the

polymorphonuclear leukocytes are not altered in BLV infected dairy cows.



Key words: Oxidative stress. Glutathione peroxidase. Superoxide dismutase. Bovine

leukemia virus. Bovine.
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1 INTRODUCAO

O virus da leucose enzooética bovina (VLEB), um deltaretrovirus tipo C, € incriminado
como o agente etiolégico da enfermidade conhecida como leucose enzootica bovina (LEB),
tendo ainda significante homologia com o virus T linfotrépico de primatas (de humanos:
HTLV tipos 1, 2,3 e 4 — e de simios — 1,2,3 ¢ 5) (SAGATA et al., 1985; GILLET et al., 2007;
MATSUOKA; JEANG.; 2007; SWITZER et al., 2009). Atualmente, o VLEB apresenta alta
prevaléncia em varias regides do mundo, apesar de ter sido erradicado com sucesso de
algumas regidoes da Europa. O VLEB pode estabelecer a persisténcia da infeccdo na
subpopulagdo de linfocitos B, estando desta forma associado ao desenvolvimento de
linfocitose persistente (LP), caracterizado pelo aumento permanente no nimero de linfocitos

B, e linfossarcomas (GILLET et al., 2007).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PAPEL DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO NAS
INFECCOES RETROVIRAIS

Atualmente, o estresse oxidativo ¢ definido como a alteragdo na sinalizag¢do e controle
redox (JONES, 2006). Varias observagdes de multiplas interagdes entre as espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (ERON) e algumas infec¢des tém atraido a atencao do papel destas
interagdes na patogénese de varias enfermidades como doengas cardiovasculares, cancer,
diabetes, doencas auto-imunes, neurodegenerativas e infecciosas, ¢ até mesmo doencas
causadas por prions (ONODERA et al., 2006; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Neste contexto, o conhecimento dos mecanismos das células do hospedeiro que
controlam a expressdo viral ¢ bastante restrito. A infeccdo pelo VLEB ¢ caracterizada por
periodo de laténcia associado a expressdo viral menos significativa. Varios estudos
demonstram a importante participagdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) como
intermediarios de varias vias de sinalizacdo celular (THANNICKAL; FANBURG, 2000;
HANCOCK et al., 2001). E bem documentado o envolvimento das ERO na regulacio e
expressdo de genes (ALLEN; TRESINI, 2000), em particular, tem sido demonstrado que as
ERO facilitariam a expressdo de varios genes virais, incluindo como exemplo outras
retroviroses como o virus da imunodeficiéncia humana (VIH) e o HTLV-1, e doencas virais
que também ocasionam aumento na populacdo de linfécitos B como o virus do Epstein-Barr
(LEGRAND-POELS et al., 1990; LOS et al., 1998; AKAIKE, 2001; AQUARO et al., 2007;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; LASSOUED et al., 2008; PYO et al., 2008).

Este efeito das ERO parece ser pelo menos em parte, devido a ativacdo do fator
nuclear kB (NFkB). Tém sido também demonstrado o envolvimento do NFkB na mediagao
do ionoforo de calcio que aumenta a expressdo viral do VLEB (BONDZIO et al., 2001),
sendo reportado que o aumento do calcio intracelular ocasiona a formag¢do de ERO
(BRECHARD; TSHIRHART, 2008). Adicionalmente a isto, estudos que utilizaram
antioxidantes como a N-acetil-L-cisteina (NAC) indicam o envolvimento indireto das ERO na
regulacdo da expressdo do VLEB (BONDZIO et al., 2003). Corrobora a isso, achados que

demonstraram o envolvimento da glutationa na protecdo contra a apoptose na LEB,
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associados aos estudos que apontam a importancia da apoptose no desenvolvimento da
linfocitose persistente (ALCARAZ et al., 2004).

E bem documentada a participagio do estresse oxidativo em outras retroviroses. Deste
modo, alguns estudos demonstraram que H,O, pode levar a ativagdo da expressao do VIH-1
(LESGRAND-POELS et al., 1990; AQUARO et al., 2007; PYO et al., 2008). E também
reportado que H,O, induz a ativacao da cadeia repetitiva terminal do VIH que pode explicar o
explosivo aumento da replicagdo viral no estdgio intermediario da infeccdo, quando o estresse
oxidativo ocorre. A indugdo do estresse oxidativo pode promover subseqiientemente maior
geracdo de ERO, e eventualmente resultar na progressdo da doenga, ocasionando prejuizos ao
sistema imune (DROGE; HOLM, 1997; PYO et al., 2008).

Deve-se salientar ainda que Cho et al. (2008), demonstraram que animais Nrf2-/-
infectados pelo virus respiratorio sincicial humano (RSV) apresentaram resposta humoral
(Th2), enquanto os animais Nrf2+/+ infectados pelo RSV apresentaram resposta celular (Thl)
tipica. Isto € importante, pois a resposta Th1l pode contribuir para a eliminacao da infecgao,
enquanto a resposta Th2 pode mediar a replicacdo viral e a progressdo da doenga, sendo
sugerido que a propor¢do entre glutationa reduzida/glutationa oxidada pode determinar o
padrdo de resposta Thl e Th2 (CHO et al., 2008). Ademais, animais selénio-deficientes
infectados apresentam aumento dos niveis de 1L-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e reducdo dos niveis
de IL-2 e interferon-y (INF-y) comparados com os animais com niveis adequados de selénio,
o que sugere mudanga da resposta Th1 para Th2 (BECK, 2007).

E descrita a alteragio da Thl para Th2 em animais infectados pelo VLEB
manifestando LP, o que refor¢a a idéia da possibilidade do envolvimento das ERO com a
progressdo da enfermidade, e o desenvolvimento da LP (PYEON et al., 1996; YAKOBSON
et al., 2000).

Tém sido referida homologia entre certas proteinas virais e a glutationa peroxidase
(TAYLOR et al., 1997) como descrito para o HTLV-1. Tais proteinas apresentam papel
relevante na patogénese de enfermidades virais, como exemplo o HTLV-1 e o VIH-1, que
protege as células infectadas do processo apoptotico, associado a progressdo da doenga
(ZHAO et al., 2000; COHEN et al., 2004; CLARKE; TYLER, 2009). Sabe-se que o processo
apoptotico ¢ incriminado pelo desenvolvimento da linfocitose persistente em animais
infectados pelo VLEB (DEBACQ et al., 2003; GILLET et al., 2007; FLORINS et al., 2008;
BOUZAR et al., 2009).

Enfatiza-se ainda, que os linfocitos sdo circundados por fagocitos que liberam ERO, e

que fontes de ERO como a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH
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oxidase) e a 5’lipooxigenase estdo presentes nos linfocitos B (BONIZZI et al., 1999). Isto
apresenta extrema relevancia ao considerar que o VLEB apresenta tropismo pelas células B
(SCHWARTZ et al., 1994).

Neste contexto, sabe-se que a indugdo da ativagdo de fagdcitos pelo VIH esta
associada com o estresse oxidativo, nao apenas pelo fato da liberagao de ERO pelos fagocitos,
mas também pela liberagdo de citocinas pro-inflamatorias liberadas por estes como o fator de
necrose tumoral-a (FNT-a) e interleucina-1 (IL-1) (SCHWARZ, 1996). O FNT-a pode atuar
na mitocondria celular produzindo efeito pro-oxidante como a inibicdo do segundo sitio
respiratdrio mitocondrial, o sitio de produgdo de superoxido (SCHULZE-OSTHOFF et al.,
1992). O FNT-a também atua na liberagdo do NF-xB da proteina citoplastica inibidora IxB
(SCHRECK et al., 1991). Apos a liberagdo do NF-kB, ocorre a transloca¢do do NF-kB para o
nucleo onde o fator de transcri¢do liga ao acido desoxiribonucléico (ADN), induzindo a
transcri¢ao de varios genes relacionados 4 resposta celular e viral.

Por outro lado, pacientes infectados pelo VIH apresentam consideravel catabolismo de
cisteina em tecidos musculares que drenam grande quantidade de glutationa, que nao ¢
revertida com a terapia antiretroviral altamente efetiva (HAART) (BREITKREUTZ et al.,
2000). No entanto, a suplementagdo in vitro de glutationa ocasiona aumento da proliferagido
de linfécitos T e suprime a liberacdo do FNT-a em células mononucleares do sangue
periférico de pacientes infectados pelo VIH recebendo a HAART (MULLER et al., 2000).
Além disso, vérias fungdes imunologicas tém sido atribuidas a glutationa (DROGE et al.,

1994; DROGE; HOLM, 1997).

2.2 EFICACIA DA TERAPIA ANTIOXIDANTE SOB AS INFECCOES RETROVIRAIS

O estresse oxidativo pode modular o sistema immune, e portanto os micronutrientes
sdo essenciais para o adequado funcionamento do sistema imune, ja& que a capacidade
antioxidante ¢ influenciada pela ingestdo de certos micronutrientes necessarios para a
atividade de importantes enzimas antioxidantes (DRAIN et al., 2007).

Sabe-se que a deficiéncia de micronutrientes ¢ comumente observada em pacientes
infectados pelo VIH em estagios avangados da doenga, e ainda associado ao maior risco de

progressao da doenga e mortalidade (DRAIN et al., 2007). Nao ¢ surpresa que no inicio da
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epidemia do VIH, pesquisadores comegaram a notificar anormalidades no contetido de
micronutrientes (LANZILLOTTI; TANG, 2005).

A NAC ¢ convertida em metabolitos capazes de estimular a sintese de glutaiona.
Estudos demostraram que a suplementacdo inibe a replicagdo viral do VIH (ROEDERER et
al., 1990; KALEBIC et al., 1991) e do VLEB (BONDZIO et al., 2003). Pacientes que
receberam NAC apresentaram maior tempo de sobrevivéncia que o grupo controle
(TOWSEND et al., 2003). De fato, a NAC tem sido amplamente utilizada em pacientes
infectados nos Estados Unidos e Europa ocidental (DROGE et al., 2000).

A dieta com baixo conteudo de selénio tem sido correlacionada com aumento de 20
vezes no desenvolvimento da sindrome da deficiéncia humana (SIDA) em individuos
infectados pelo VIH (BAUM et al., 1997). Consistentemente, pacientes infectados pelo VIH
apresentam reducao do contetido de selénio (Se) (DWORKIN et al., 1988; DWORKIN et al.,
1994; LEI et al., 2007; STEPHENSEN et al., 2007) e da atividade glutationa peroxidade
(GSH-Px) (DWORKIN et al., 1988; DWORKIN et al., 1994; LEI et al., 2007). A
suplementagdo de Se tem sido associada ao aumento da atividade da GSH-Px (DELMAS-
BEAUVIEX et al, 1996) e da necessidade de hospitalizagdo (MULLER et al., 2000).
Ademais, o baixo conteido de Se em mulheres tem sido associado com o aumento de trés
vezes na eliminacdo do VIH pela mucosa genital, sugerindo aumento da transmissao sexual
(BAETEN et al., 2001). Balnsky ¢ Argirova (1981) demonstraram depressdo da atividade in
vitro da transcriptase reversa do VLEB pela suplementag@o com selenito de s6dio, importante
fonte de Se.

Tém sido propostos que mecanismos virais que sdo utilizados para evadir os
mecanismos de defesa do hospedeiro, como por exemplo, a inibicdo da apoptose de células
infectadas. Alguns virus utilizam proteinas antioxidantes especificas que eliminam
metabolitos das ERO, protegendo as células dos danos induzidos por peroxidos, como tem
sido proposto para o VIH (SHISLER et al., 1998; FADDEN, 1998; COHEN et al, 2004).

No entanto, dado os multiplos efeitos pro- e antioxidantes observados in vivo e in vitro
durante as infec¢des virais, assim como a habilidade dos antioxidantes de penetrar pelas
membranas celulares para o interior celular, surpreende que esfor¢os para incorporar
antioxidantes na terapia de varias infec¢des virais nem sempre representam sucesso
(SCHWARZ, 1996). Ademais, a interpretagdo da concentra¢do sérica de micronutrientes
torna-se complexa, ja que os elementos tracos e as vitaminas podem mudar de
compartimentos bioldgicos durante a infec¢do aguda (LANZILLOTTI; TANG, 2005). Além

disso, tém sido relatado que a administracdo de NAC com o intuito de aumentar o contetido
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de glutationa nem sempre confere beneficios clinicos tao evidentes (TREITINGER et al.,
2004; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), nem a administracdo de coquetéis de
antioxidantes. Enfatiza-se ainda que altas doses de vitamina E (a-tocoferol) podem ser contra
indicadas podendo agir como prd-oxidantes em certas circunstancias, e ainda afetar o
metabolismo de drogas antiretrovirais (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Alguns
estudos relataram que antioxidantes podem se tornar pro-oxidantes em algumas condi¢des
(JONES, 2006).

Pelo supra-descrito, fica clara a importancia do estresse oxidativo e suas diferentes
vias que tangeciam o sistema imune. Soma-se ao fato, que apesar de insuficientemente
descrita, a patogenia da leucose enzootica bovina provavelmente apresenta alteracdes
especificas em fungdes que também tendem ao estresse oxidativo, como ja descrito em
doengas similares. Assim, essa hipdtese merece ser investigada ndo apenas para a melhor
compreensdo da doenga, mas também por que isso pode representar variagdes na
susceptibilidade a outras doengas, ou mesmo apontar para a necessidade de estabelecimento

de protocolos antioxidantes especificos para estes individuos.
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3 OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo objetivou investigar possiveis alteragdes no sistema imune de bovinos
naturalmente infectados pelo virus da leucose enzodtica bovina e o envolvimento das espécies

reativas de oxigénio na patogénese do complexo da leucose enzootica bovina.

3.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se a infeccdo pelo VLEB em bovinos naturalmente infectados estd
associado com os marcadores biologicos de estressse oxidativo e com a protecao

pelo sistema antioxidante.

e Avaliar a fungdo fagocitica e a producao intracelular de peréxido de hidrogénio de

leucoécitos polimorfonucleares de bovinos naturalmente infectados pelo VLEB.

e Auvaliar a proliferagdo de linfocitos e o processo apoptotico de células CD5™ em

vacas holandesas em lactacao infectadas pelo VLEB.

e Investigar a frequéncia e a contagem absoluta de linfocitos B e das subpopulacdes
de linfocitos T por citometria de fluxo em bovinos infectados pelo VLEB com
distintos perfis leucocitarios conhecidos como alinfocitoticos (AL) e manifestando

LP.
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Capitulo 1. Atividade antioxidante e marcadores biologicos de estresse oxidativo em

bovinos naturalmente infectados pelo virus da leucose enzodtica bovina
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4 INTRODUCAO

O estresse oxidativo pode ser definido como o imbalanco entre a produg¢do de ERO ¢ a
capacidade do sistema antioxidante, que € responsavel por eliminar tais oxidantes evitando a
interacdo com os alvos celulares (BOUZAR et al., 2009). Varios estudos apontam para
multiplas interagdes entre as espécies reativas de oxigénio e algumas infec¢des demonstrando
papel importante das ERO na patogénese de varias enfermidades incluindo as doengas virais
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Consernente a isso, algumas evidéncias indicam que
as ERO podem influenciar a expressao do VLEB em linhagem de células B infectadas
(BONDZIO et al., 2001; BONDZIO et al., 2003) e na modulagdo do processo apoptdtico em
linfécitos B de ovinos experimentalmente infectados (BOUZAR et al., 2009). Ademais,
Alcaraz et al. (2004) demonstraram o envolvimento do sistema glutationa na inibi¢do da
apoptose em ovinos infectados pelo VLEB. Foi também relatado a inducao da expressao do
VLEB pela ativa¢do da proteina quinase C (PKC) pela incubagdo de células mononucleares
do sangue periférico de bovinos naturalmente infectados pelo VLEB manifestando linfocitose
persistente (JENSEN et al., 1992).

Neste contexto, o controle do processo oxidativo pelo sistema antioxidante pode se
apresentar como ferramenta de controle de varias enfermidades, entre elas a leucose enzodtica
bovina (LEB). Desta maneira, estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas para incorporar
antioxidantes no controle de infec¢des virais (SCHWARZ, 1996). Com isto em mente,
Balansky e Arginova (1981) demonstraram a inibicdo do acido ribonucléico-dependente e
atividade da ADN-polimerase do VLEB pela suplementacdo com selenito de sodio. Sabe-se
que o efeito bioldgico do selénio € principalmente devido 4 incorporacdo em selenoproteinas,
como a glutationa peroxidase e a tireoredoxina (TRX), enzimas que participam de importantes
sistemas de defesa antioxidantes (RAYMAN, 2000). No entanto, pouco se sabe do
envolvimento do estresse oxidativo na infec¢do pelo VLEB.

Neste escopo, o presente estudo buscou determinar se a infeccdo pelo VLEB em bovinos
naturalmente infectados esta associado com os marcadores bioldgicos de estressse oxidativo e

com a prote¢ao pelo sistema antioxidante.
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4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Animais e delineamento experimental

Foram coletadas amostras sangiiineas de 100 fémeas bovinas adultas da raga
holandesa, oriundas de rebanhos destinados a producao de leite localizado no Estado de Sao
Paulo. Dentre estes animais, foram selecionados 15 animais sem alteracoes clinicas evidentes,
subdivididos uniformemente conforme o resultado do sorodiagnostico e do leucograma em
trés grupos. Além disso, no objetivo de manter a homogenidade amostral, buscou-se a
inclusdo de animais na mesma fase da lactagdo e lote de alimentacdo, divididos
uniformemente nos seus devidos grupos. Um grupo foi composto de animais com
sorodiagndstico negativo, outro grupo continha animais com sorodiagnostico positivo e
alinfocitoticos, ambos sem alteracdes hematoldgicas conforme critérios estabelecidos para a
espécie (Quadros 1 e 2), e o terceiro grupo formado por animais com sorodiagndstico
positivo apresentando LP. A persisténcia da linfocitose dos animais utilizados, no presente
estudo, se deu ap6s periodo de 72 dias, sendo considerados animais apresentando LP aqueles
com contagem total de linfocitos superior a 10 x 10°/uL e contagem total de leucocitos

superior a 15 x 10°/uL conforme critérios estabelecidos por Brenner et al. (2007).

Leucdcitos | Hemacias | Plaquetas VGM Hemoglobina
(10*/pL) (10%pL) (10°/pL) (%) (g/dl)
Valores 5,6-12,7 50-72 210-710 23,1-31,7 8,3-11,9

Fonte: (DIVERS; PIKE, 2008).

Legenda: VGM: volume globular médio.

Quadro 1 - Valores do volume globular médio, contagem total de leucdcitos, hemacias, plaquetas, e
concentragdo de hemoglobina de bovinos, utilizados como referéncia no presente estudo — Séo
Paulo — 2009
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Leucocitos Neutrofilos Linfocitos Eosinofilos Monocitos Basofilos
103’/uL 1,1 -5,7 2,3-9,3 0-2,0 0-0,6 0-0,2
% 15-47 45 -175 0-20 2-7 0-2

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

Quadro 2 - Valores do leucograma de bovinos sadios, em niimero absoluto e contagem diferencial relativa,
utilizados como referéncia no presente estudo — Sdo Paulo - 2009

4.1.2 Analise hematologica

A analise hematologica foi realizada por meio da mensuragdo pelo aparelho ABX"
(Horiba ABX Diagnostics, Montpellier, Franga), onde se obteve a contagem total de
leucocitos por microlitro destes animais, que foi complementada pela contagem diferencial

em esfregagos sangiiineos.

4.1.3 Sorodiagnostico

O sorodiagnodstico foi realizado por kit comercial de imunodifusdo em agar gel
(IDGA) (Tecpar®, Curitiba, Brasil), e por kit comercial de ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(VRMD, Pullman, EUA, n°. cat. 284-5) através da detec¢ao da glicoproteina gp51 do virus da

LEB, conforme recomendagdes do fabricante.

4.1.4 Quantificacao de linfocitos B por citometria de fluxo

A quantificacdo das subpopulagdo de linfocitos B do sangue periférico foi realizada
utilizando anticorpo monoclonal mouse anti-bovine CD21 (AbD Serotec, Oxford, Inglaterra,
n°. cat. MCA1424PE) conjugado ao fluorocromo ficoeritrina (PE). Para tal, 100 pL de sangue
periférico foram utilizados. Inicialmente, procedeu-se a lise hipotonica das amostras do
sangue, ¢ logo apds as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 250g por 8 minutos.

Posteriormente, estas amostras foram ressuspendidas em 1 mL de solugdo salina tamponada
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(SST), e novamente submetidas & centrifugagdao. O botao celular resultante foi ressuspendido
em 100 uL de SST, e entdo incubado com 5 pL do anticorpo mouse anti-bovine CD21
(excetuando-se os tubos sem marcagdo) por 30 minutos a temperatura ambiente sob auséncia
de luminosidade. Mais uma vez, foi adicionado a cada tubo 1 mL de SST, e centrifugado a
250g por 8 minutos. Posteriormente, estas amostras foram ressuspendidas em 300 uL de SST
com 0,1 % de albumina sérica bovina, e entdo analisadas por citometria de fluxo
FACSCalibur™ (Becton Dickinson Immunocytometry System'", San Diego, EUA), onde
20.000 eventos correspondentes a subpopulacdo de linfécitos B foram adquiridos, como

demonstrado na figura 1.
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Figura 1 - A direita esta representada a populagio de células do sangue periférico sem nenhuma
marcagdo (FL2°), e a esquerda, esta representada a populagio de linfocitos B (CD217)
(FL2") do sangue total. Assim, para a quantificagdo de linfécitos B, 20.000 eventos foram
salvos dentro da subpopulagdo de interesse, no caso representado pela regido delimitada
na figura a esquerda — Sdo Paulo — 2009

A contagem total das diferentes subpopulacdes celulares se deu pela multiplicagdo da
porcentagem da subpopulagdo de células B avaliada na citometria de fluxo pela contagem

total de leucdcitos encontrada na avaliagdo hematologica.

4.1.5 Concentrac¢io de hemoglobina

A determinacdo da concentragao de hemoglobina (Hb) do concentrado de hemaécias se
deu por espectrofotometria utilizando kit comercial (Labtest, Santa Luzia, Brasil, ref 43). Para
tal 20 uL do sobrenadante do concentrado de hemadcias diluido na propor¢do 1:1 foram
adicionados a 05 mL de reagente de Drabkin’s, e realizada a leitura em espectrofotométro a

540 nm.
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4.1.6 Atividade da glutationa peroxidase

A determinacdo da atividade da GSH-Px eritrocitaria foi realizada por kit comercial
(RANSEL® Laboratories, Randox, Crumlin, UK, cat n® RS505, SC692), como descrito por
Paglia e Valentine (1967).

Para a determinacdo desta enzima, o concentrado de hemécias foi previamente armazenado a -
80 °C, sendo analisada em periodo méximo de 21 dias. O resultado da concentragdo de GSH-

Px foi expresso em unidades de enzima por grama de hemoglobina.

4.1.7 Atividade da superoxido dismutase

A determina¢do da atividade da superdxido dismutase eritrocitaria (SOD) foi realizada
por kit comercial (RANSEL® Laboratories, Randox, Crumlin, UK, cat n°® NX2332), como
descrito por Woolliams et al. (1983).

Para a determinagdo desta enzima, o concentrado de hemacias foi previamente
armazenado a -80 °C, sendo analisada em periodo maximo de 21 dias. O resultado da

concentragdo de SOD foi expresso em unidades de enzima por grama de hemoglobina.

4.1.8 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total sérica foi mensurada segundo critérios esrabelecidos por
Miller et al. (1993), utilizando kit comercial (RANSEL® Laboratories, Randox, Crumlin, UK,
cat n° RS505, SC692). Para tal determinagdo, as amostras de soro foram previamente

congeladas a -80 °C, sendo analisadas no periodo maximo de seis meses.
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4.1.9 Indice de peroxidacio lipidica avaliado pelo teor de malondialdeido

O indice de peroxidacao lipidica foi determinado pelo método do é4cido tiobarbiturico
conforme estabelecido por Esterbauer e Cheeseman (1990). O referido método se baseia na
reacdo do malondialdeido com o &cido tiobarbitirico, em meio aquecido, quando este ¢
submetido ao posterior resfriamento e mensurado em absorbancia com comprimento de onda
de 532 nm.

Primeiramente, pipetou-se 500 puL de soro sangiiineo ou solu¢des padrio, nas
concentragoes de 1, 4 e 6 uM para determinagdo da curva de concentragdo. Posteriormente,
adicionou-se 1 mL de 4cido tricloroacético a 10 %. Estas amostras foram entdo submetidas a
centrifugac¢do por 15 minutos a 1800g.

Apds a centrifugacdo, 750 pL de 4cido tiobarbiturico a 1 % dissolvido em solugdo de
hidréxido de sodio a 0,05 M foram adicionadas a 750 uL das amostras, que foram entao
incubadas por 10 minutos em agua fervente (100 °C), e imediatamente apds resfriados em
banho de gelo. A leitura das amostras foi realizada por espectrofotometria em comprimento

de onda de 532 nm.

4.1.10 Determinacao da glutationa reduzida

A atividade da glutationa reduzida foi determinada por método colorimétrico, descrito por
Beutler et al. (1963). Para tal 200 puL de sangue periférico ou solugdes padrao, nas concentragdes
de 20, 50 e 100 mg/dL para determinagdo da curva de concentragdo, foram adicionadas a 1,8 mL
de 4gua deionizada. Em seguida, foram acrescentados 3,0 mL de solucdo precipitante (1,67 g de
acido metafosforico glacial, 0,20 g de EDTA, 30,0 g de NaCl, em 100 mL de dgua deionizada).
Apds 5 minutos, foram centrifugadas as amostras por 05 minutos a 1800g.

Posteriormente, 200 puL. do sobrenadante foram adicionados a 0,8 mL de solugdo fosfato
(42,6 g de NaHPO, em 1.000 mL de 4gua deionizada). Finalmente, foi acrescentado 100 pL de
acido ditionitrobenzoéico (1,0 g de citrato de sodio, 40,0 mg de acido ionitrobenzoico, em 100 mL
de 4gua deionizada). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro digital, marca Micronal®

- modelo B34211, em comprimento de onda de 412 nm.
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4.1.11 Analise estatistica

A distribuicdo de Gaussian foi confirmada pelo teste de Kolmogorov e Smirnov.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia para verificar as diferencas
entre os grupos. Caso houvesse diferenca significativa, procedeu-se o teste de Turkey-Kramer
para comparagdes multiplas entre as médias. A correlacio de Pearson foi utilizada para
determinar a associagdo entre a contagem total de células B e a atividade da GSH-Px e SOD.
A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0 software
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Foram consideradas significantes as

analises que apresentaram P < 0,05.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Analise hematoldgica e sorodiagnostico da LEB

Os resultados do hemograma completo do rebanho estdo apresentados nas tabelas 1, 2
e 3. Os resultados da sorologia demonstraram 25,00 % de animais reagentes ao
sorodiagndstico por imunodufusdo em dagar gel, e 87,00 % dos animais reagentes ao

sorodiagnodstico por ELISA.

Tabela 1 - Valores do volume globular médio, contagem total de leucocitos, hemacias, plaquetas, e concentragdo
de hemoglobina, dos 100 bovinos triados para o presente estudo — Sdo Paulo - 2009

Leucocitos  Hemacias Plaquetas VGM Hemoglobina
(10°/pL) (10%/uL) (10°/uL) (%) (g/dL)
Mediana 12,55 5,72 318,50 24,55 8,5
Minimo- 7,60 — 3,96 — 69 — 16,60 — 6,20 —
Maximo 33,50 7,13 677 30,90 10,60
CV(%) 37,78 11,32 36,73 12,42 10,69

CV: Coeficiente de Variagdo
VGM: volume globular médio
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Tabela 2 - Valores do leucograma, em numero absoluto, dos 100 animais triados para o presente estudo —

Sao Paulo - 2009

Neutrofilos Linfocitos Eosinéfilos Monocitos Basofilos
(10°/uL) (10%/uL) (10%/uL) (10°/uL) (10°/uL)
Mediana 3,723 8,007 0,584 0,430 0
Minimo- 0,42 -14,70 1,97 -2647 0-2,63 0,08 — 1,76 0-0,08
Maximo
CV (%) 47,22 54,47 80,55 65,67 10,10

CV: Coeficiente de Variagdo

Tabela 3 - Valores da contagem diferencial relativa de leucdcitos dos 100 bovinos triados para o presente estudo

— Séo Paulo - 2009

Neutrofilos Linfocitos Eosinofilos Monocitos  Basofilos %
% % % %
Mediana 27,50 61,50 5,00 3,00 0
Minimo- 04 — 65 24 - 93 00—-24 01-10 0-82
Maximo
CV (%) 41,85 22,41 84,41 60,56 10,17

CV: Coeficiente de Variagdo

Os dados hematologicos dos 15 animais utilizados no presente estudo divididos

uniformemente entre os diferentes grupos estdo apresentados nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4 - Valores de contagem total de leucécitos, de neutréfilos, linfocitos, eosinoéfilos € monodceitos dos 15
bovinos utilizados no presente estudo subdivididos nos seus respectivos grupos — Sdo Paulo — 2009

Leucdcitos Neutrofilos Linfocitos Eosinofilos Monocitos
(10°/uL) (10%/uL) (10°/uL) (10%/uL) (10°/uL)
LP 19,7 (17,5 - 4368 (3088 — 14381 (11700 788 (357 — 273 (175 -
35,7)° 5712)° —29274)" 1400)° 714)*
CV (%) 31,75 21,42 39,04 50,59 62,86
AL 10,80 (9,6 — 2940 (2304 - 6496 (5782 — 756 (696 — 294 (108 —
12,0)° 4095)* 7236)° 960)° 464)
CV (%) 9,16 24,69 8,39 14,10 46,43
Negativo 10,8 (9,6 — 2208 (1690— 6600 (5700 — 960 (108 — 228 (96 — 605)"
11,7)° 4680)* 8532)° 1482)*
CV (%) 9,21 46,21 17,89 63,04 84,00

Letras diferentes entre linhas indicam P > 0,05

CV: coeficiente de variagdo

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

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

LP: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzodtica bovina manifestando linfocitose persistente
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Tabela 5 - Contagem diferencial relativa dos 15 bovinos utilizados no presente estudo subdivididos nos seus
respectivos grupos — Sdo Paulo — 2009

% Neutrofilos Linfocitos Eosinoéfilos Monocitos

LP 16 (16 - 25)* 77 (66 — 82)° 04 (01 — 08)° 01 (01 — 02)°
CV (%) 21,70 8,61 68,09 39,29

AL 30 (24 - 35)° 59 (56 — 67)° 07 (06 — 10)* 03 (01 — 04)*
CV (%) 16,99 8,16 22,57 74,54
Negativo 23 (14 - 39)* 66 (50 — 78)™ 10 (01 -13)° 02 (01 — 05)*
CV (%) 41,86 18,06 61,83 43,85

Letras diferentes entre linhas indicam P > 0,05. * P = 0,06.

CV: coeficiente de variagao

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

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

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

4.2.2 Quantifica¢ao de linfécitos B e sua correlacio com GSH-Px e SOD

A porcentagem de linfocitos B no sangue periférico foi de 20,82% % (+ 3,65), 23,40°"
% (£ 8,25) e 41,82b % (+ 6,30) (*P < 0,01, **P <0,001) no grupo de animais negativos, AL
e LP, respectivamente. A correlagdo entre a atividade da GSH-Px e a porcentagem de células
B foider=- 0,107 (P = 0,704), e entre a atividade da SOD e a porcentagem de linfocitos B
foider=-0,286 (P =0,302).

4.2.3 Atividade da GSH-Px e SOD

As concentragdes eritrocitarias da GSH-Px ¢ SOD dos animais nao infectados e
infectados estdo apresentadas na tabela 6, e subdivididos nos seus respectivos grupos

apresentados na tabela 7.

Tabela 6 - Concentragdo (média + desvio-padrdo) eritrocitaria de GSH-Px e SOD dos 15 animais utilizados
no presente estudo divididos em infectados e ndo infectados pelo virus da leucose enzoodtica
bovina — S&o Paulo — 2009

Negativo Positivos P
GSH-Px (U/g Hb) 351,29 + 35,15% 290,78 + 52,61° 0,038
SOD (U/g Hb) 2463,72 +466,25° 2020,58 +412,23° 0,082

Letras distintas entre linhas indicam P < 0,05.

GSH-Px: glutationa peroxidase eritrocitaria

SOD: superoxido dismutase eritrocitaria

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

P: valor de significancia



38

Tabela 7 - Concentracdo (média + desvio-padrio) eritrocitaria de GSH-Px e SOD dos 15 animais utilizados no
presente estudo subdivididos nos seus respectivos grupos — Sdo Paulo — 2009

Negativo AL LP P
GSH-Px 351,29 + 277,24 + 304,33 + 0,087
(U/g Hb) 35,15° 63,88" 41,08"
SOD 2463,72 + 1883,35 £ 2157,80 + 0,144
(U/g Hb) 466,25° 462,54" 348,34"

Letras distintas entre linhas indicam P < 0,05.

GSH-Px: glutationa peroxidase eritrocitaria

SOD: superoxido dismutase eritrocitaria

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

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

LP: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzo6tica bovina manifestando linfocitose persistente
P: valor de significancia

4.2.4 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total dos animais ndo infectados e infectados, assim como

subdivididos nos seus respectivos grupos apresentados na tabela 8.

Tabela 8 - Quantificacdo da capacidade antioxidante total das amostras séricas dos 15 animais utilizados no
presente estudo subdivididos nos seus respectivos grupos — Sdo Paulo — 2009

AAT Negativos AL LP Postivos
(umol/L) 0,814 +0,071° 0,793 +0,116* 0,837 +0,077* 0,815+ 0,097°
P 0,704%** 0,704** 0,689*

AAT: atividade antioxidante total

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

Positivos: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzooética bovina

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

LP: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzootica bovina manifestando linfocitose persistente
P: valor de significancia. *entre os animais considerados positivos e negativos; ** entre os animais negativos, AL e LP.

4.2.5 Concentracao de Malondialdeido e Glutationa reduzida

As concentragdes de malondialdeido e de glutationa reduzida dos animais nao
infectados e infectados estdo apresentadas na tabela 9, assim como subdivididos nos seus

respectivos grupos apresentados na tabela 10.
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Tabela 09 - Concentrac¢do (média + desvio-padrdo) de malondialdeido (nmol/L) e glutationa reduzida (umol/L)
dos 15 animais utilizados no presente estudo divididos em infectados e ndo infectados pelo virus da
leucose enzodtica bovina — Sdo Paulo — 2009

Negativos Positivos P
MDA (nmol/L) 0,366 +0,202° 0,341 + 0,243 0,844
GSH (pmol/L) 26,63 +3,76" 28,49 +5,74* 0,528

Letras distintas entre linhas indicam P < 0,05.

MDA: malondialdeido

GSH: glutationa reduzida

Negativos: animais ndo sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzodtica bovina
Positivos: animais sororreagentes ao antigeno gpS1 do virus da leucose enzodtica bovina

Tabela 10 - Concentragdo (média + desvio-padrdo) de malondialdeido (nmol/L) e glutationa reduzida (umol/L)
dos 15 animais utilizados no presente estudo subdivididos nos seus respectivos grupos — Sdo Paulo

—2009
Negativos AL LP P
MDA 0,366 +0,202° 0,325 +0,224* 0,357 +0,286" 0,954
(nmol/L)
GSH 26,63 +3,76" 29,78 + 5,95 27,19 +5,93* 0,617
(umol/L)

Letras distintas entre linhas indicam P < 0,05.

MDA: malondialdeido

GSH: glutationa reduzida

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

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

LP: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzo6tica bovina manifestando linfocitose persistente
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4.3 DISCUSSAO

A GSH-Px e a SOD sdo duas enzimas que contribuem para a manutencdo da homeostase
oxidativa intracelular. A superdxido dismutase catalisa a conversdo de anions superdxido a
peroxido de hidrogénio e dgua, enquanto a glutationa peroxidase metaboliza o perdxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Considerando a menor atividade da GSH-Px e a tendéncia a menor atividade da SOD,
o presente trabalho refor¢a a idéia do envolvimento do estresse oxidativo na infec¢do pelo
VLEB em bovinos naturalmente infectados. Tal fato corroborou com achados relatados por
outros pesquisadores em linhagens de células B e ovinos experimentalmente infectados que
demonstraram o envolvimento do estresse oxidativo na patogénese do VLEB (BONDZIO et
al., 2001; BONDZIO et al., 2003; ALCARAZ et al., 2004; BOUZAR et al., 2009).

Similarmente, alguns estudos apontaram para a redugdo do contetido de selénio e da
atividade da GSH-Px (DWORKIN et al., 1988; DWORKIN et al., 1994; BAUM et al., 1997;
LEI et al., 2007; KHALILI et al., 2008), e do conteudo de zinco (Zn) (KHALILI et al., 2008)
e também da atividade da superdxido dismutase no plasma e em células mononucleares em
pacientes infectados pelo VIH (TREITINGER et al., 2000). Além disso, a infec¢do pelo virus
do Epstein-Barr em humanos, que também infecta celulas B e persiste por toda a vida do
paciente, foi associada com a diminui¢ao da atividade da superoxido dismutase (LASSOUED
et al., 2008).

Foi referido efeito citoprotetor do zinco que pode inibir as principais vias que levam a
apoptose, assim como os efeitos diretos ao zinco na regulacao da apoptose, especialmente nas
familias enzimaticas das caspases. Estes mecanismos sdo intimamente relacionados com o
declinio do Zn intracelular que pode resultar na ativagdo das caspases. Neste contexto, estudos
demonstraram que o Zn estd co-localizado com o precursor da caspase-3, na mitocondria e
microtubulos, sugerindo que o Zn apresenta funcdo critica no controle da apoptose
(TRUONG-TRAN et al., 2001).

Inesperadamante, a reducdo das enzimas antioxidantes avaliadas no presente estudo
ndo pode ser correlacionada ao aumento de linfocitos B resultante da manifestagdo de LP em
animais infectados pelo VLEB, nem sequer menor atividade destas enzimas nos animais

manifestando LP comparados aos animais AL.
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Neste contexto, algumas retroviroses codificam selenoproteinas, como a glutationa
peroxidase. A existéncia destas selenoproteinas, como ocorre com VIH, pode explicar a
tendéncia do aumento da expressdo destas selenoproteinas nas células infectadas, que podem
competir por estes oligoelementos sugerindo possivel seqiiestro deste microelemento pelo
préprio virus. Ademais, a inibigdo do efeito das ERO pelas selenoproteinas virais pode
explicar a inibicdo do processo apoptotico das células infectadas. Assim, a GSH-Px
codificada pelo virus pode apresentar efeito citoprotetor e funcdo patofisiologica relevante na
infeccdo pelo VLEB, como ja descrito para o VIH (ZHAO et al., 2000; COHEN et al., 2004).
Curiosamente, o isolamento do VIH de pacientes em que a infec¢cdo nao progride geralmente
codifica o gene da GSH-Px, enquanto que em individuos em que a infec¢ao evolue com
manifestacdo da SIDA, geralmente apresentam mutantes da GSH-Px ndo funcionais (COHEN
et al., 2004). Deste modo, a possibilidade que o VLEB codificar tais proteinas antioxidantes
deve ser considerada e investigada.

Alcaraz et al. (2004) demonstraram que aumento das concentragdes intracelulares de
glutationa reduzida (GSH) foram implicados na protecdo indireta contra a apoptose, associado
ao aumento da sobrevivéncia de linfocitos B em ovinos infectados pelo VLEB. Entretanto, a
inibi¢do do processo apoptdtico ndo foi correlacionada com a atividade da GSH-Px e da
glutathiona reductase (GR), sugerindo que outras vias como a deplecdo da glutationa
transferase, modulam a concentracdo de glutationa.

Bouzar et al. (2009) demonstraram que células B isoladas de ovinos infectados pelo
VLEB apresentaram menor producdo de ERO comparado com animais ndo infectados. Foi
também relatado que o aumento da expressdao da TRX em células mononucleares do sangue
periférico nos ovinos infectados. Entretanto, deve ser enfatizado que a dindmica celular
envolvida na patogénese do VLEB em bovinos (hospedeiros naturais) apresenta diferencas
marcantes com os ovinos (FLORINS et al., 2007; GILLET et al., 2007).

Contudo, ndo se observou diferencas nos marcadores bioldgicos de estresse oxidativo,
no caso dado pela concentracdo de malondialdeido e do conteudo de glutationa reduzida.
Sugere-se, que apesar da menor atividade da GSH-Px e da SOD, e a inesperada inalteracdo da
atividade antioxidante total, a atividade antioxidante possa ser compensada por outros
sistemas antioxidantes. Seria possivel que a compensacao da deficiéncia de glutationa
peroxidase e outros antioxidantes estejam associados ao aumento sérico da catalase, atividade
que esta correlacionada com a eliminacdo do perdxido de hidrogénio, ou outros sistemas

antioxidantes, como ocorre com o VIH (LEFF et al., 1992).
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Até onde se tem conhecimento, o presente trabalho foi pioneiro na investigacdo da
protecao antioxidante, no caso a atividade da GSH-Px, da SOD e da atividade antioxidante
total em bovinos naturalmente infectados pelo VLEB. O conceito de alvos terapéuticos que
controlam a expressao viral ou genes que regulam importantes atividades celulares como o
sistema antioxidante pode representar ferramenta promissora no tratamento e controle da LEB
e doengas similares como a leucemia de células T em humanos, doengas que ndo apresentam

nenhum tratamento satisfatdrio até o presente momento (ACHACHI et al., 2005).
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Capitulo 2. Avaliacdo functional de leucdcitos polimorfonucleares de bovinos

naturalmente infectados pelo virus da leucose enzoética bovina
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5 INTRODUCAO

O virus da leucose enzodtica bovina (VLEB) pertence ao género deltaretrovirus
compartilhando arranjo genético e estrutural aos virus linfotropicos de células T de primatas
(virus linfotropicos de células T de humanos — HTLV tipos 1, 2 , 3 e 4 — e os virus
linfotrépicos de células T de simios STLV tipos 1, 2, 3 e 5) (GILLET et al., 2007). (0]
VLEB apresenta tropismo pelos linfocitos B, podendo infectar outras populacdes celulares
como celulas T citotoxicas, monodcitos e granuldcitos (SCHWARTZ et al., 1994).

Virias viroses, analogas a certos microorganismos, especialmente patogenos
intracelulares, podem afetar a regulacdo das funcdes celulares de leucocitos
polimorfonucleares. Este fendmeno predispde a diferentes coinfecgdes ou superinfecgdes ou
aumentam sua severidade (PUGLIESE et al., 2005). Concernente a isso, alguns autores tém
associado o VLEB a coinfec¢des com alguns microrganismos (FITZGERALD et al., 2009;
VANLEEUWEN et al., 2009). Ademais, tem sido sugerido um potencial imunossupressivo da
leucose enzodtica bovina, com possivel desencadeamento de outras doencas oportunistas
(TRAINEN et al., 1996).

Recentemente, foi demonstrado que a capacidade fagocitica (AZEDO et al., 2008) e a
produgdo intracelular de peroxido de hidrogénio (AZEDO, 2007) de leucdcitos provenientes
de animais infectados pelo VLEB manifestando LP estavam reduzidas comparadas com
animais infectados pelo VLEB alinfocitéticos e animais considerados negativos, no caso, nao
sororreagentes a IDGA.

Deste modo, o presente estudo busca elucidar a fungdo fagocitica e a producao
intracelular de perdxido de hidrogénio de leucécitos polimorfonucleares de bovinos

naturalmente infectados pelo VLEB manifestando ou nao LP.

5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Animais e delineamento experimental

Foram coletadas amostras sangiiineas de 100 fémeas bovinas adultas da raga

holandesa, oriundas de rebanhos destinados a produgdo de leite localizado no Estado de Sao
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Paulo. Dentre estes animais, foram selecionados 15 animais subdivididos uniformemente
conforme o resultado do sorodiagnostico € do leucograma, em animais com sorodiagnostico
negativo, com sorodiagnostico positivo alinfocitdticos, e animais com sorodiagndstico
positivo apresentando LP. Todos os animais incluidos no presente ndo apresentavam
alteracdes clinicas evidentes, ou alteragdes hematoldgicas nos grupos de animais considerados
negativos ¢ AL. A persisténcia da linfocitose dos animais utilizados, no presente estudo, se
deu apos periodo de 72 dias, sendo considerados animais apresentando LP aqueles com
contagem total de linfécitos superior a 10 x 10*/uL e contagem total de leucocitos superior a

15 x 10°/uL conforme critérios estabelecidos por Brenner et al. (2007).

5.1.2 Analise hematoldgica

A analise hematologica foi realizada por meio da mensuragdo pelo aparelho ABX"
(Horiba ABX Diagnostics, Montpellier, Franga), onde se obteve a contagem total de
leucocitos por microlitro destes animais, que foi complementada pela contagem diferencial

em esfregagos sangiiineos.

5.1.3 Sorodiagnostico

O sorodiagnostico foi realizado por kit comercial de imunodifusdo em agar gel
(Tecpar®, Curitiba, Brasil), e por kit comercial de ELISA (VRMD, Pullman, EUA, n°. cat.
284-5) através da deteccao da glicoproteina gp51 do virus da LEB, conforme recomendagdes

do fabricante.

5.1.4 Conjugacio de Staphylococcus aureus e Escherichia coli ao iodeto de propidio

Para a realizagdo do ensaio de fagocitose, foi necessaria a conjugacdo de Escherichia

coli (098:H28) e Saphylococcus aureus (ATCC 25923) a iodeto de propidio (Sigma Aldrich,
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St. Louis, EUA, n°. cat. P4170). Tal procedimento foi realizado conforme critérios
estabelecidos por Hasui et al. (1989), com algumas modificagoes.

Resumidamente, amostra de cada cepa bacteriana foi cultivada em caldo cérebro-
coragdo (BD, Franklin Lakes, EUA, n°. cat. 237500), e posteriormente semeada em placas de
petri contendo agar cérebro-coragio (BD DIFCO™, Franklin Lakes, EUA, n°. cat. 241830), e
entdo incubada a 37 °C por 18 horas. Apds o crescimento bacteriano, as colonias foram
retiradas e transferidas para tubos conicos de 15 mL contendo solu¢do salina isotonica estéril,
sendo entdo centrifugados a 1100 g por 10 minutos, e incubadas em banho-maria a 60 °C por
30 minutos. Apos este periodo, desprezou-se o sobrenadante, ressuspendo em solucdo salina
isotonica estéril. Repetiu-se este processo por mais duas vezes.

Posteriormente, mensurou-se a absorbancia por espectrofotometria (comprimento de
onda de 620 nm) do infranadante, ajustando a concentragdo 08 da escala de Mac Farland.
Realizou-se posteriormente a conjugacao ao iodeto de propidio, onde 25 uL de iodeto de
propidio a 5% foram adicionados a cada 1 mL do infranadante, e entdo incubado por 30
minutos sob auséncia de luminosidade.

Logo apds, ressuspendeu-se em 10 mL de solugdo salina estéril, e centrifugou-se a
1100g por 10 minutos, repetindo este processo por mais duas vezes. Finalmente, resuspendeu-
se o infranadante em SST glicosada (5mM de glicose, 0,1 % gelatina) na proporcao 1:10, ou
seja 09 mL de SST glicosada para cada 1 mL de infranadante. Estas amostras foram
aliquotadas e estocadas a -80 °C. Uma aliquota de cada cepa bacteriana foi submetida a
citometria de fluxo para verificagdo da conjugacao ao iodeto de propidio.

A verificagdo da conjugagdo do iodeto de propideo 4 bactérias S. aureus e E. coli se
deu por citometria de fluxo (Figura 2). A interiozacdo dos patogenos dos fagocitos foi

confirmada por microscopia confocal (Figura 3).
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Figura 2 - Demonstragdo da intensidade de fluorescéncia das bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli ndo conjugadas ao iodeto de propidio (4 esquerda) e conjugadas ao
iodeto de propidio (4 direita) verificadas pelo citometria de fluxo — Sdo Paulo — 2009

 ——
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Figura 3 - Confirmagdo da interiozagdo dos patogenos (em vermelho) Staphylococcus
aureus (a direita) e Escherichia coli (4 esquerda) conjugados ao iodeto de

propidio no interior dos fagocitos por microscopia confocal — Sdo Paulo —
2009

5.1.5 Avaliacdo da funcio fagocitica e da producio intracelular de perdéxido de
hidrogénio

Os ensaios para a avaliagdo da fagocitose de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
conjugadas com iodeto de propidio e producao intracelular de peroxido de hidrogénio (H,0,)

da populagdo de células polimorfonucleares foi realizado conforme proposto por Hasui et al.

(1989) com algumas modificacdes.
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Em sintese, a avaliagdo da producao intracelular de H,O; e a fagocitose se deram pela
utilizacao de 100 uL de sangue de cada animal que foi incubado a 37° C por 30 minutos com
0,3 uM de 2",7" diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA, n°. cat. D6883) (producao intracelular de peroxido de hidrogénio) e pelas particulas de
S aureus e E. coli conjugadas a iodeto de propidio (fagocitose). Em paralelo, foi realizado o
mesmo ensaio, onde foi avaliada a producao intracelular de H,O, sob os seguintes estimulos:
Saphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (098:H28) conjugadas a iodeto, e
lipopolissacarideos de Escherichia coli (cepa O55:b5) (Sigma Aldrich, St, Louis, EUA, n°.
cat. L-3129) na concentragdo final de 0,1 mg/mL.

Apo6s o periodo de incubacao, 2 mL de solugdo gelada de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) (3 mM) foi adicionado a cada tubo, e centrifugado a 250 g por 8 minutos.
Logo apds, procedeu-se a lise hipotdnica dos eritrocitos, sendo novamente os tubos
submetidos a centrifugagdo. Finalmente, desprezou-se o sobrenadante ¢ adicionou-se 300 pL
de SST a suspensao celular.

As amostras foram, entdo, analisadas por citometria de fluxo, onde 20.000 eventos
referentes a populacdo de polimorfonucleares foram adquiridos. A populacdo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) foram identificadas pela suas caracteristicas de tamanho e
granulosidade (WEINGARTEN et al., 1993; KAMPEN et al., 2004) dada pela citometria de

fluxo, e demonstrado na figura 4.
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Figura 4 - Dot plots demonstrando o tamanho (forward scatter
[FSC-H]) e granulosidade celular (side scatter [SSC-
H]) das células do sangue periférico de bovinos,
onde estd delimitada a populagdo de células
polimorfonucleares — Sdo Paulo — 2009
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5.1.6 Analise estatistica

A distribuicdo de Gaussian foi confirmada pelo teste de Kolmogorov e Smirnov.
Posteriormente, os dados foram submetidos a andlisese de varidncia para verificar as
diferencas entre os grupos. Caso houvesse diferenca significativa, procedeu-se o teste de
Turkey-Kramer para comparacdes multiplas entre as médias. A andlise estatistica foi realizada
utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0 software (GraphPad Software, Inc., San Diego,

CA, USA). Foram consideradas significantes as analises que apresentaram P < 0,05.

5.2 RESULTADOS

5.2.1 Analise hematologica e sorodiagnostico da LEB

Os resultados da sorologia demonstraram 25,00 % de animais reagentes ao
sorodiagndstico por IDGA, e 87,00 % dos animais reagentes ao sorodiagnostico por ELISA.
Os dados hematolégicos dos 15 animais utilizados no presente estudo divididos

uniformemente entre os diferentes grupos estdo apresentados nas tabelas 4 e 5.

5.2.2 Func¢éao fagocitica e producio intracelular de peroxido de hidrogénio

A fagocitose de Staphylococcus aureus ¢ Escherichia coli, assim como a produgdo
intracelular de peroxido de hidrogénio dos leucocitos polimorfonucleares sob diferentes
estimulos nos distintos grupos estdo apresentados nas tabelas 11 e 12. Verificou-se a resposta
fagocitica de Staphylococcus aureus e Escherichia coli das células polimorfonucleares dos 15
animais, e ainda a resposta da producdo intracelular de perdxido de hidrogénio dos PMN

destes animais frente a diferentes estimulos como demonstrado nas tabelas 13 e 14.
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Tabela 11 - Valores (média + desvio-padrdo) da porcentagem de granuldcitos que realizaram fagocitose
(células responsivas), e intensidade de fagocitose, em valores arbitrarios — Sdo Paulo — 2009

Fagocitose Negativos AL LP
Staphylococcus % de Células 59,12 + 48,16 + 59,83 +
aureus Responsivas 12,30° 12,50% 6,47
Intensidade de 61,55 + 41,22 + 58,77 +
Fagocitose 17,47 15,02° 18,36°
Escherichia coli % de Células 30, 13 + 24,02 + 32,70 +
Responsivas 18,59° 6,71% 7.45°
Intensidade de 21,60 + 17,86 + 21,53 +
Fagocitose 11,42° 11,11% 9.19%

Letras distintas entre linhas indicam P > 0,05.

Negativos: animais ndo sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzodtica bovina
AL: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzooética bovina alinfocitoticos
LP: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzodtica bovina manifestando linfocitose persistente

Tabela 12 - Valores (média + desvio-padrdo) da intensidade fluorescéncia dada pelo DCF, em valores
arbitrarios, e da porcentagem de granuldcitos que produziram perdxido de hidrogénio sob os
diferentes estimulos nos distintos grupos — Sdo Paulo — 2009

Mensuracao da Negativo AL LP
Producao de
Peroxido de
Hidrogénio
Sem Estimulo Intensidade de 711,57 630,63 665,60
Fluorescéncia +385,12° +290,12 + 189,257
Porcentagem de 84,13 + 75,99 89,10
Células 13,51° +20,31° +9,53*
Responsivas
Fagocitose de Intensidade de 1692,11 1084,20 + 112595 +
Staphylococcus Fluorescéncia +1566,60° 395,69 283,217
aureus Porcentagem de 84,75 88,66 87,73
Células +15,40° + 10,58 +10,41°
Responsivas
Fagocitose de Intensidade de 1412,54 1037,36 1100,27
Escherichia coli Fluorescéncia +746,21% + 541,59 + 281,28
Porcentagem de 92,71 90,62 92,54
Células +5,08" + 13,237 +7,21%
Responsivas
LPS Intensidade de 1112,79 902,32 1175,01
Fluorescéncia +191,06° +266,49° +198,45°
Porcentagem de 99,14 98,19 99,61
Células +0,32° + 1,83 +0,19*
Responsivas

Letras distintas entre colunas indicam P > 0,05.
LPS: lipopolisacaride de Escherichia coli 0127:B8
DCF: 2,7 diclorofluoresceina

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

AL: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzooética bovina alinfocitoticos
LP: animais sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da leucose enzodtica bovina manifestando linfocitose persistente
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Tabela 13 - Valores (média + desvio-padrao) da porcentagem de leucdcitos polimorfonucleares dos 15 animais
que realizaram fagocitose (células responsivas), assim como a intensidade de fagocitose, em
valores arbitrarios — Sdo Paulo — 2009

Fagocitose Staphylococcus aureus Escherichia cali
% de Células Responsivas 55,04 +11,92* 28,95 + 11,90°
Intensidade de Fagocitose 53,84 + 18,30 20,33 + 10,00b

Letras distintas entre colunas indicam P > 0,0001.

Tabela 14 - Valores (média + desvio-padrdo) da intensidade fluorescéncia dada pelo DCF, em valores
arbitrarios, e da porcentagem de leucdcitos polimorfonucleares que produziram perdxido de hidrogénio sob
os diferentes estimulos dos 15 animais utilizados no presente estudo — Sdo Paulo — 2009

Mensurac¢ao da Sem Fagocitose de Fagocitose de LPS
Producio de Estimulo Staphylococcus Escherichia
Peroxido de aureus coli
Hidrogénio
Intensidade de 669,26 1300,75 1183,39 1063,38
Fluorescéncia  +278,99° +922,63" +542,53""  +237.82"
Porcentagem de 83,08 87,04 91,95 98,80
Células +15,08° + 11,56 +8,56""" +1,32%
Responsivas

Letras diferentes entre colunas indicam P > 0,05.* P > 0,05. ** P> 0,01. *** P> 0,001

LPS: lipopolisacaride de Escherichia coli 0127:B8

DCF: 2,7 diclorofluoresceina

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

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

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

5.3 DISCUSSAO

Os leucdcitos polimorfonucleares sdo as principais células envolvidas na resposta
imune inata contra patogenos invasores pelo processo conhecido como fagocitose. Durante a
fagocitose, os PMN produzem ERO, incluindo superoxidos, peroxido de hidrogénio e acido
hipocloroso, altamente efetivas no combate aos patogenos (KOBAYASHI et al., 2003).

Embora, a resposta imune adaptativa tenha sido extensivamante estudada na infeccao
pelo VLEB, poucos sdo os estudos que avaliaram a resposta imune inata. O primeiro relato
que avaliou a funcdo de PMN ¢ atribuido a Walker et al. (1987) em ovinos experimentalmente
infectados. Neste estudo, a infec¢ao pelo VLEB nao alterava a funcdo dos PMN dada pela
aderéncia, migracdo, quimiotaxia, fagocitose e capacidade microbicida. Salienta-se que os
ovinos ndo sdo hospedeiros naturais do VLEB, sendo que a infeccdo nestes animais ¢ mais

aguda ao comparar com os bovinos (DEBACQ et al., 2003).
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Posteriormente, foi identificado que o VLEB infectava também os PMN
(SCHWARTZ et al., 1994) e alguns autores observaram reducao da funcdo fagocitica e a
producdo intracelular de perdxido de hidrogénio de leucocitos provenientes de animais
naturalmente infectados manifestando LP (AZEDO, 2007; AZEDO et al., 2008).

O presente estudo nao encontrou nenhuma diferenga na capacidade fagocitica e na
producado intracelular de peroxido de hidrogénio de PMN de bovinos naturalmente infectados
pelo VLEB com ou sem manifestacio de LP. Deste modo, sugere-se que a diminuicdo da
capacidade fagocitica e na produgdo intracelular de perdxido de hidrogénio observada nos
animais manifestando LP (AZEDO, 2007; AZEDO et al., 2008) pode advir da menor
porcentagem de PMN devido ao expressivo aumento de linfocitos B nos animais infectados
manifestando LP.

Adicionalmente a isso, Kaczmarczyk et al. (2005) ao investigar a capacidade
microbicida pela reducdo do nitroazul de tetrazolio de fagdcitos em bovinos naturalmente
infectados pelo VLEB também ndo encontrou diferengas significativas entre os animais
infectados e sadios, embora os animais infectados ndo foram discriminados pela manifestagao

da LP.
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Capitulo 3. Proliferacio e apoptose de linfocitos de bovinos naturalmente infectados pelo

virus da leucose enzootica bovina
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6 INTRODUCAO

O virus da leucose enzoodtica bovina (VLEB) ¢ um dos mais prevalentes patdgenos em
véarios paises, principalmente em rebanhos leiteiros. E um deltaretrovirus oncogénico
associado ao desenvolvimento de LP e linfossarcomas em bovinos. A LP ¢ caracterizada por
elevacao cronica do nimero de linfocitos circulantes, no caso linfocitos B, sendo encontrada
em aproximadamente 20 a 30 % dos animais infectados (GILLET et al., 2007). Tumores nos
orgdos linféides sdo encontrados em cerca de 0,1 a 10 % dos animais infectados, enquanto a
maioria dos animais infectados permanecem assintomaticos ou alinfocitéticos (AL) (GILLET
et al., 2007).

A homeostase de linfocitos é resultado do balango critico entre a proliferacdo e a
morte celular. A ruptura deste equilibrio pode levar a manifestagdo da LP (DEBACQ et al.,
2002). Assim, a modulagdo do processo apoptdtico associado ou nao ao aumento da
proliferagio celular pode refletir no aumento dos linfocitos B circulantes (CD217), que
geralmente co-expressam a molécula CDS5 e a integrina CD11b, nos animais infectados pelo
VLEB manifestando LP (DEBACQ et al., 2003). Tal modulagdo pode ser responsavel pela
persisténcia da infec¢do e/ou pela progressao da enfermidade, enquanto células infectadas que
apresentam antigenos virais sdo reconhecidas e eliminadas pelo hospedeiro (GILLET et al.,
2007; CLARKE; TYLER, 2009).

O presente estudo buscou avaliar a proliferacdo de linfocitos e a apoptose de células

CDS5" em vacas holandesas em lactacio infectadas pelo VLEB manifestando ou ndo LP.

6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Animais e delineamento experimental

Foram coletadas amostras sangiiineas de 100 fémeas bovinas adultas da raga
holandesa, oriundas de rebanhos destinados a producao de leite localizado no Estado de Sao
Paulo. Dentre estes animais, foram selecionados 15 animais subdivididos uniformemente

conforme o resultado do sorodiagnoéstico e do leucograma, em animais com sorodiagnodstico
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negativo, com sorodiagnostico positivo alinfocitoticos, grupos nos quais foram selecionados
animais sem alteracdes hematologicas conforme critérios estabelecidos para a espécie
(Quadro 1 e 2) e sem alteragdes clinicas evidentes, e animais com sorodiagndstico positivo
apresentando LP. A persisténcia da linfocitose dos animais utilizados, no presente estudo, se
deu ap6s periodo de 72 dias, sendo considerados animais apresentando LP aqueles com
contagem total de linfocitos superior a 10 x 10*/uL e contagem total de leucdcitos superior a

15 x 10*/uL conforme critérios estabelecidos por Brenner et al. (2007).

6.1.2 Analise hematologica

A andlise hematoldgica foi realizada por meio da mensuracio pelo aparelho ABX®™
(Horiba ABX Diagnostics, Montpellier, Franga), onde se obteve a contagem total de
leucocitos por microlitro destes animais, que foi complementada pela contagem diferencial

em esfregagos sangiiineos.

6.1.3 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 deteccao da

glicoproteina gp51 do virus da LEB, conforme recomendagdes do fabricante.

6.1.4 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/em’) em fluxo laminar. Resumidamente, 10 mL de sangue periférico foram
adicionadas a 10 mL de meio de cultura celular RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA, n°. cat. R7638) contendo 2 mM de L-glutamina (GIBCO™ Invitrogen, Grand Island,
EUA, n°. cat. 21051-024) ¢ 5 x 10? mM de 2-mercaptoetanol (Invitrogen, Grand Island,
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EUA, n°. cat. 21985-023). Esta solugdo celular resultante foi entdo cuidadosamente colocada
sobre a fase de Ficoll, e submetida a centrifugacdao 700g por 40 minutos a 18° C. Apos a
centrifugacdo, a camada de células mononucleares, localizada na interfase entre a camada de
Ficoll e constituintes do plasma, foi coletada e transferida para tubo conico 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
amonio (0,8 % de NH4Cl, 0,1 mM EDTA). Logo apos, foi realizada nova centrifugacio (250g

por 8 minutos), ¢ o botdo celular resultante ressuspendido em 4 mL de RPMI-1640".

6.1.5 Proliferacao de linfocitos

A avaliagao da proliferagdo celular se deu pela utilizagdgo 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 proliferacao linfocitdria também foram induzidos por concavalina-A tipo III (10
ug/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 sédio (1, 10 e 50 mM/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA, n°. cat.
21448-5). A suplementagao de selenito de sodio se deu por ser uma fonte de selénio
amplamente utilizada.

Para as avaliagdes da proliferacdo dos linfocitos, o sangue periférico inicialmente foi
submetido a separacdo de mononucleares por gradiente de densidade Ficoll, como
anteriormente descrito. As células foram, entdo, contadas em camara de Neubauer com azul
de Trypan (EMD Chemicals Inc., Gibbstown, EUA, cat. n° 368-12), permitindo a verificacao
de viabilidade dos linfocitos bem como o ajuste do namero de células para 1x107 células/ mL.

Mediante a obtencdo e o ajuste do nimero de linfocitos, adicionou-se as amostras 1 pL
do fluorocromo CSFE-DA, que foi incubado por 20 minutos em estufa a 37° C, 5% CO..
Posteriormente, centrifugou-se as amostras ¢ 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 pl), e
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mantidas em cultura celular em estufa a 37 °C, 5% de CO, por trés dias, para posterior

avaliacdo por citometria de fluxo, onde 50.000 eventos foram adquiridos.
O calculo da proliferagdo deu-se pela analise da populagdo correspondente aos

linfocitos, e suas respectivas subpopulagoes (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 divisao, fornecem 25% a cada cé¢lula-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

5.
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Figura 5 - O histograma a esquerda ilustra a proliferagdo 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 proliferacdo 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") — Sio Paulo — 2009

6.1.6 Apoptose

A expressao da fosfatilserina (FS) na superficie celular ¢ um dos marcadores precoces
do processo apoptotico. A porcentagem de células CD5" sofrendo apoptose foi realizada
utilizando a anexina V-FITC (APOPTEST™-FITC, Dako Cytomation, Finlindia, cat.

Number K2350) e analisados por citometria de fluxo, como descrito por Vermes et al. (1995)

com algumas modificagoes.
Para tal, 100 pL de sangue venosos heparinizado foram utilizados. Inicialmente, os

eritrocitos foram lisados, e submetidos a centrifugagdo, e entdo ressuspendidos em 1,000 pL
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de tampao de ligacdo (10 mM Hepes/ 150mM NaCl/ 1mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,).
Posteriormente, submeteu-se as amostras a nova centrifugagado, e ressuspendeu-as em 100 pL.
de tampao de ligacdo com anexina V-FITC, e finalmente incubou a suspensdo celular por 20

minutos a temperatura ambiente sob auséncia de luminosidade.

6.1.7 Identificaciio de células CD5"

A quantificagio da populacio de linfocitos CD5™ do sangue total foi realizada
utilizando anticorpo monoclonal primario: mouse IgG2a anti-bovine CD5 (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 apos a realizagdo do ensaio para determinacdo do processo
apoptotico foram entdo submetidas & centrifugacdo a 250g por 8 minutos. O botdo celular
resultante foi ressuspendido em 100 uL de tampao de ligagdo, e entdo incubado com 1 uL do
anticorpo primdario por 30 minutos a temperatura ambiente sob auséncia de luminosidade.
Mais uma vez, foi adicionado a cada tubo 1 mL de tampdo de ligagdo, e submetido a
centrifugagdo a 250g por 8 minutos. Posteriormente, estas amostras foram ressuspendidas em
100 uL de tampao de ligagdo, e incubadas com 1 pL. do anticorpo secundario por 30 minutos
a temperatura ambiente sob auséncia de luminosidade. Logo apoés, adicionou-se 1 mL de
tampao de ligagdo, e submeteu-se a centrifugacdo. As amostras foram ressuspendidas em 300
uL de tampdo de ligagio, e entdo analisadas por citometria de fluxo FACSCalibur™ (Becton
Dickinson Immunocytometry System'™, San Diego, EUA), onde 20.000 eventos referente a

populacio de linfocitos CD5" foram adquiridos.

6.1.8 Analise estatistica

A distribui¢do de Gaussian foi confirmada pelo teste de Kolmogorov e Smirnov.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia para verificar as diferengas
entre os grupos. Caso houvesse diferenga significativa, procedeu-se o teste de Turkey-Kramer

para comparacdes multiplas entre as médias. A andlise 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.

6.2 RESULTADOS

6.2.1 Analise hematologica e sorodiagnostico da LEB

Os resultados da sorologia demonstraram 25,00 % de animais reagentes ao
sorodiagnéstico por imunodufusdo em 4gar gel, e 87,00 % dos animais reagentes ao
sorodiagnéstico por ELISA. Os dados hematoldgicos dos 15 animais utilizados no presente
estudo divididos uniformemente entre os diferentes grupos estdo apresentados nas tabelas 04 ¢

05.

6.2.2 Proliferacao de linfocitos

A proliferagdo basal de linfocitos dos 15 animais e sob os diferentes mitogenos e/ou
estimulos estd apresentada na tabela 15, assim como divididos nos seus respectivos grupos

apresentados na tabela 16.

Tabela 15 - Média (+ desvio padrdo) da proliferacdo de linfocitos dado pelo ¢ ndice de proliferagdo celular e
pela porcentagem de linfocitos responsivoscom e sem estimulos — Sdo Paulo — 2009

Proliferacao Basal Con-A LPS
Indice de Divisio 0,127 +0,038* 0,251 +0,102° 0,136 +0.027*
% linfécitos responsivos 12,09 +3,61° 22,30 + 7,82° 12,54 + 2.81%

Letras distintas entre linhas indicam P < 0,001.
LPS: lipopolissacride de Escherichia coli 0127:B8 (25 pg/mL)
Con-A: concavalina-A type III (10 pg/mL)
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Meédia (+ desvio padrao) da proliferacdo de linfocitos dado pelo ¢ ndice de proliferacao celular
e pela porcentagem de linfocitos responsivos nos distintos grupos— Sdo Paulo — 2009

Proliferacao Grupo Basal Con-A LPS
Indice de Divisdo BLV 0,153 0,300 0,137
+0,029° +0,141° +0,023%
BLV'/PL’ 0,143 0,26 0,160
+0,014° + 0,006 +0,018°
BLV'/PL"* 0,083 0,193 + 0,110
+0,014° 0,081° +0,009°
P 0,001 0,29 0,01
% linfocitos BLV" 14,63 +2,55° 25,62 +935% 12.65+2,06™
responsivos
BLV'/PL” 13,69 + 1,09° 24,12 +0,53* 15,19 + 1,46°
BLV'/PL" 7,93 +1,55° 17,16 +7,69° 9,78 + 1,09°
P 0,001 0,116 0,01

Letras distintas entre linhas indicam P < 0,05.

LPS: lipopolissacride de Escherichia coli 0127:B8 (25 pg/mL)

Con-A: concavalina-A type III (10 pg/mL)

BLV': animais negativos pela imunodifusdo em agar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) sem alteracao hematologica

BLV'/PL: animais positivos pela imunodifusdo em 4gar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) sem alteragio hematologica
BLV'/PL": animais negativos pela imunodifusio em 4gar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimético (ELISA) manifestando linfocitose
persistente (LP).

P: valor de significancia

6.2.3 Apoptose de células CD5"

A porcentagem de linfécitos CDS5" do sangue periférico sofrendo apoptose
(CD5"*/annexin V-FITC") foi de 0,56" % (+ 0,34), 0,60* % (+ 0,35) ¢ 0.11° % (+ 0,08) (P <
0,031) nos grupos negativos, AL e LP, respectivamnete. Do mesmo modo, como esperado, a
viabilidade de células CD5" lymphocytes (CD5'/annexin V-FITC") foi significantemente
maior no grupo LP (99,89 % + 0,08) (P < 0,031) comparado com o grupo negativo (99,44 %
+0,34) e AL (99,40 % + 0,35).
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6.3 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou menor proliferacdo de linfocitos nos animais
infectados pelo VLEB manifestando LP associado & redugdo da apoptose de células CD5". De
fato Debacq et al. (2003), Florins et al. (2007) e Florins et al. (2008) relataram menor
expansdo clonal de linfécitos associado a redu¢do da morte celular nos animais infectados
pelo VLEB manifestando LP. Curiosamente, Debacq et al. (2002) ao avaliarem a proliferagao
de linfocitos em ovelhas encontraram maior proliferagdo de linfocitos nos animais infectados
pelo VLEB. Tal fato, enfatiza a importancia da condicdo e modelo experimental envolvido.
Ademais, Amills et al. (2002) também encontraram reducdo da expressdo de interleucina- 2
(IL-2), que ¢ a principal citocina envolvida com a proliferacdo linfocitaria nestes animais.

Entretanto, foi proposto que a proliferagdao de linfocitos pode ocorrer em outros sitios
(linfonodos, placas de payer ou medula 6ssea). Subsequentemente, Debacq et al. (2006)
confirmaram este fato em ovelhas. Apesar das ovelhas apresentarem como modelo para o
estudo da manifestacdo da LP na infec¢do pelo VLEB, esta espécie ndo ¢ hospedeira natural
do virus visto que a transmissdo ndo ocorre entre ovinos € bovinos. Adicionalmente a isto, a
patogénese da infeccdo pelo VLEB apresenta mais aguda em ovinos, resultado do menor
periodo de laténcia anterior ao desenvolvimento da LP. Além disso, quase todos os ovinos
infectados sucumbem decorrentes da infeccdo pelo VLEB, o que ocorre em apenas cerca de 5
% dos bovinos. Uma das principais diferencas se refere 4 carga viral, onde a maioria dos
bovinos que permanecem clinicamante saudaveis apresenta apenas 1 % ou menos dos
leucocitos infectados, onde a carga viral permanace relativamente constante por longos
periodos. Em ovinos, o numero de células infectadas aumenta gradualmente até o inicio da
leucemia. Deste modo, estas observagoes ilustram a diferenca da indugdo da patogénese pelo
VLEB nestas espécies (FLORINS et al., 2007).

Debacq et al. (2004) também demonstraram que o pico da proliferacdo de linfocitos
ocorre logo anterior a soroconversdo e a alta carga viral em ovinos. Desta forma, pode-se
sugerir que a maior proliferacao linfocitaria em bovinos infectados pelo VLEB pode restringir
apenas aos estagios iniciais da infec¢do, e posteriormente a LP persiste pela modulagcdo do
processo apoptotico pelo virus como descrito por Schwartz-Cornil et al. (1997); Cantor et al.
(2001), Florins et al. (2007) e Gillet et al. (2007).

Cantor et al. (2001) encontraram em bovinos infectados reducdo do processo

apoptdtico em animais infectados manifestando LP, sugerindo que embora a magnitude desta
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reducdo seja relativamente pequena in Vvitro, os efeitos biologicos poderiam ser maiores.
Takahashi et al. (2004) relataram que células B infectadas que ndo expressavam o VLEB
eram menos propensas a sofrer apoptose €x-Vivo.

Sabe-se que a persisténcia da infec¢do ocorre possivelmente associada a diferenca 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 ¢ de extrema
importincia visto que logo apds a infeccdo, a atividade da resposta humoral e citotoxica sdo
capazes de abolir a replicagdo viral, permitindo apenas a expansdo clonal das células
portadoras do provirus, o que poderia justificaria a maior proliferacdo de linfocitos se
restringir apenas aos estaagios iniciais da infecgao.

Por outro lado, a supressdo viral in vitro por anticorpos anti-VLEB e por inibidores da
PKC reduzem a proliferagdo celular (STONE et al, 2000). A expressdo de proteinas virais &
detectada em 5 a 15 % das CMSP de animais com LP sendo a maioria destas células
correlacionadas com a inibi¢cao do processo apoptotico, corroborados pelo fato que a expansao
clonal ocorre em apenas 3 % dos linfocitos que expressam o virus (STONE et. al., 2000).

Desta forma, pode-se sugerir que o desenvolvimento da LP pode ser devido & redugao
do processo apoptotico pelas células B, e a maior proliferagdo linfocitaria pode se restringir

apenas ao estagio inicial do desenvolvimento da LP.
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Capitulo 4. Quantificacao da populacao de células B e das subpopulacdes de linfocitos T

em bovinos infectados pelo virus da leucose enzodtica bovina
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7 INTRODUCAO

O VLEB ¢ um retrovirus do tipo C, que é geneticamente e estruturalmente similar aos
virus linfotropico de células T de primatas 1-5 (ex. HTLV-1 a 4 e STLV-1-2-3- e -5)
(GILLET et al., 2007). A maioria dos bovinos infectados ndo apresentam sinais clinicos
evidentes, e sdo referidos como alinfocitéticos (AL). No entanto, aproximadamente 30 % dos
animais naturalmente infectados desenvolvem LP com aumento expressivo da populagdo de
linfocitos B, a maioria deles abriga o provirus. Além disso, menos de 5 % dos animais
infectados desenvolvem linfossarcoma (SCHWARTZ et al., 1994; GILLET et al., 2007).

E bem conhecido que a LP ¢ caracterizada pelo aumento no niimero de linfocitos B
que sdo alvo do virus. As células infectadas geralmente co-expressam a molécula de CDS5.
Outro marcador, a integrina CD11b define melhor a populagdo celular infectada (GILLET et
al., 2007). Entretanto, ao considerar as populagdes de células T nenhum consenso foi
encontrado. Por exemplo, Gatei et al. (1989) relataram que animais infectados manifestando
LP apresentavam reducio da contagem total ¢ da percentagem de células T CD4" e células T
CDS8". Ademais, Wu et al. (1999) verificaram que animais infectados com o VLEB com
linfossarcoma também apresentavam reducdo da porcentagem da subpopulagdo de linfocitos
T. Porém, Williams et al. (1988) encontraram aumento da contagem absoluta de linfocitos T
em animais infectados pelo VLEB. Taylor et al. (1992) ndo descreveram diferenga
significante nas subpopulacdes de linfocitos T circulantes em animais infectados
manifestando LP.

Enfatiza-se, no entanto, que estes trabalhos discriminaram os grupos de animais
infectados pelo VLEB, e os considerou sororreagentes negativos apenas pela IDGA. Sabe-se
que apesar da alta sensibilidade deste teste, 0 mesmo apresenta baixa especificidade ao
comparar com os ensaios imunoenzimaticos (ELISA), ja que os animais com baixa titulagao
de anticorpos anti-VLEB geralmente se limitam a ser sororreagentes positivos no ELISA
(CAMARGO et al., 2005).

O presente estudo buscou investigar a frequéncia e a contagem absoluta de linfocitos
B e das subpopulagdes de linfocitos T por citometria de fluxo em bovinos infectados pelo

VLEB com distintos perfis leucocitarios conhecidos como AL e manifestando LP.
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7.1 MATERIAIS E METODOS

7.1.1 Animais empregados

Foram coletadas amostras sangiiineas de 100 fémeas bovinas adultas da raga
holandesa, oriundas de rebanhos destinados a produgdo de leite localizado no Estado de Sao
Paulo. Dentre estes animais, foram selecionados 15 animais subdivididos uniformemente
conforme o resultado do sorodiagnoéstico e do leucograma, em animais com sorodiagnodstico
negativo, com sorodiagnéstico positivo alinfocitdticos, e animais com sorodiagndstico
positivo apresentando LP. Todos os animais incluidos no presente ndo apresentavam
alteracdes clinicas evidentes, ou alteragdes hematoldgicas nos grupos de animais considerados
negativos e AL. A persisténcia da linfocitose dos animais utilizados, no presente estudo, se
deu ap6s periodo de 72 dias, sendo considerados animais apresentando LP aqueles com
contagem total de linfocitos superior a 10 x 10*/uL e contagem total de leucdcitos superior a

15 x 10*/uL conforme critérios estabelecidos por Brenner et al. (2007).

7.1.2 Analise hematologica

A andlise hematoldgica foi realizada por meio da mensuracio pelo aparelho ABX®™
(Horiba ABX Diagnostics, Montpellier, Franga), onde se obteve a contagem total de
leucocitos por microlitro destes animais, que foi complementada pela contagem diferencial

em esfregagos sangiiineos.

7.1.3 Sorodiagnostico

O sorodiagnoéstico foi realizado por kit comercial de imunodifusdo em agar gel
(Tecpar”, Curitiba, Brasil), e por kit comercial de ELISA (VRMD, Pullman, EUA, n°. cat.
284-5) através da deteccao da glicoproteina gp51 do virus da LEB, conforme recomendagdes

do fabricante.
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7.1.4 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/em’) em fluxo laminar. Resumidamente, 10 mL de sangue periférico foram
adicionadas a 10 mL de meio de cultura celular RPMI-1640® (Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA, n°. cat. R7638) contendo 2 mM de L-glutamina (GIBCO™ Invitrogen, Grand Island,
EUA, n°. cat. 21051-024) ¢ 5 x 10° mM de 2-mercaptoetanol (Invitrogen, Grand Island,
EUA, n°. cat. 21985-023). Esta solugdo celular resultante foi entdo cuidadosamente colocada
sobre a fase de Ficoll, e submetida a centrifuga¢dao 700g por 40 minutos a 18° C. Apoés a
centrifugacdo, a camada de células mononucleares, localizada na interfase entre a camada de
Ficoll e constituintes do plasma, foi coletada e transferida para tubo conico de 15 mL, que foi
completado com RPMI-1640%, e submetido a centrifugacdo (250g por 8 minutos).
Posteriormente, procedeu-se a lise das heméacias utilizando 10 mL de solucdo de cloreto de
amonio (0,8 % de NH4Cl, 0,1 mM EDTA). Logo apos, foi realizada nova centrifugacao (250g

por 8 minutos), ¢ o botdo celular resultante ressuspendido em 4 mL de RPMI-1640".

7.1.5 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma técnica utilizada para avaliacdo quantitativa e
qualitativa de células em suspensdo. A transmissdo ou a refra¢do da luz pelas células sdo
captadas por meio de detectores: Sde Scatter (SSC) — sensivel a dispersédo lateral da luz, que
fornece idéia de tamanho das células; Forward Scatter (FSC) — sensivel a dispersdo frontal da
luz, que fornece pardmetros da granulosidade celular; e os detectores de fluorescéncia FL1
(verde), FL2 (alaranjada), e FL3 (vermelha). A fluorescéncia verde ¢ mensurada a 530 + 30
nm (detector FL1), a fluorescéncia laranja a 585 + 42 nm, e a fluorescéncia vermelha (FL2)
acima de 670 nm.

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

Inc., Ashland, EUA).
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7.1.6 Quantificaciao das subpopulacdes de linfocitos

A quantificacdo das subpopulacdes de linfocitos do sangue total foi realizada
utilizando anticorpos monoclonais primarios: mouse IgG1l anti-bovine CD3 (Linfocitos T)
(VRMD, Pullman, EUA, n°. cat. MM1A), mouse IgG2a anti-bovine CD4 (Linfocitos T CD4")
(VRMD, Pullman, EUA, n°. cat. IL-A11), mouse IgM anti-bovine CD8a (Linfocitos T
CDS8")(VRMD, Pullman, EUA, n°. cat. BAQ111A), mouse IgG2a anti-bovine CD5 (VRMD,
Pullman, EUA, n°. cat. B29A), mouse IgG1 anti-bovine CD11b (VRMD, Pullman, EUA, n°.
cat. MM12A), ¢ anticorpos monoclonais secundarios goat anti-mouse IgG1 conjugado ao
fluorocromo ficoeritrina-Cy5 (PE-Cy5) (Invitrogen, Carlsbad, EUA, n°. cat. M32018), goat
anti-mouse IgM conjugado ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Invitrogen,
Carlsbad, EUA, n°. cat. M31501), e goat anti-mouse IgG2a conjugado ao fluorocromo
ficoeritrina (PE) (Invitrogen, Carlsbad, EUA, n°. cat. M32204). Foi ainda utilizado o
anticorpo mouse anti-bovine CD21 (AbD Serotec, Oxford, Inglaterra, n°. cat. MCA1424PE)
(Linfécitos B) conjugado ao fluorocromo PE. A quantificagdo das subpopulacdes de linfocitos
T (CD3") CD4" ¢ CD8", e de linfocitos B (CD21) do CMSP também foi realizada.

Para tal, 100 pL de sangue periférico foram adicionados a quatro tubos, a saber: a)
sem marcagao, b) CD3, CD4, CDS; ¢) CD5, CD11b; d) CD21.

Inicialmente, procedeu-se a lise hipotonica das amostras do sangue periférico, e logo
apods submeteu-se a centrifugacdo a 250g por 8 minutos. Posteriormente, estas amostras foram
ressuspendidas em 1 mL de solugdo salina tamponada (SST), e novamente submetidas a
centrifugacdo. O botdo celular resultante foi ressuspendido em 100 pL de SST, e entdo
incubado com 1 pL dos seus respectivos anticorpos primarios ou 5 pL. do anticorpo mouse
anti-bovine CD21 (excetuando-se os tubos sem marcacdo) por 30 minutos a temperatura
ambiente sob auséncia de luminosidade. Mais uma vez, foi adicionado a cada tubo 1 mL de
SST, e submetido a centrifugacdo a 250g por 8 minutos. Posteriormente, estas amostras foram
ressuspendidas em 100 puL de SST, e incubadas com 1 pL dos seus respectivos anticorpos
secundarios (tubos b e c¢), por 30 minutos a temperatura ambiente sob auséncia de
luminosidade, excetuando-se neste caso os tubos sem marcag¢dao e o tubo d (CD21). Logo
apos, adicionou-se 1 mL de solucdo salina tamponada (SST), e submeteu-se a centrifugagao.
As amostras foram ressuspendidas em 300 uL de SST, e entdo analisadas por citometria de

fluxo FACSCalibur™ (Becton Dickinson Immunocytometry System'", San Diego, EUA),
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onde 20.000 eventos foram adquiridos das respectivas subpopulagdes de interesse, como

demonstrado na figura 6.

330-H
FL1-H

Figura 6 - A esquerda, esti representada a porcentagem de linfocitos T (CD3") do sangue total. A
direita esta representada a distribui¢do das células segundo os pardmetros de granulosidade
(SSC) com a marcagio do anticorpo anti-CD3, distribuida em escala logaritmica de 10° a
10*. A regido R1 (gate) foi utilizada para delimitar a populagdo de interesse, no caso a de
linfécitos T (CD3"). Assim, para a quantificagio de linfécitos T, 20.000 eventos foram
salvos dentro da subpopulagdo de interesse, no caso representado pela regido R1. Apos a
delimitac@o da populagdo de linfocitos T, determinou a porcentagem de células T auxiliares
(CD3*/CD4") e T citotoxicos (CD3*/CD8"), como demonstrado a direita. Desta forma, no
quadrante superior esquerdo encontram-se as células T citotoxicas (FL1"), no quadrante
inferior direito (FL2") a subpopulagdo de células T auxiliares. O quadrante superior direito
indica as células T CD4"/CD8". Ja no quadrante inferior esquerdo tem-se as células T CD4
/CD§’ - Sdo Paulo —2009

A contagem total das diferentes subpopulacdes celulares se deu pela multiplicagdo da
porcentagem de cada subpopulagdo avaliada na citometria de fluxo pela contagem total de

leucdcitos encontrada na avaliagdo hematologica.

7.1 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, foi verificada a normalidade ¢ a homocedasticidade dos dados. Para a
analise de variancia foi utilizada a analise de varidncia ndo paramétrica e o teste de Turkey.
Todos os processamentos foram realizados utilizando-se do programa GraphPad Prisma 5.0”

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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7.2 RESULTADOS

7.2.1 Analise hematoldgica e sorodiagnostico da LEB

Os resultados da sorologia demonstraram 25,00 % de animais reagentes ao
sorodiagnostico por IDGA, e 87,00 % dos animais reagentes ao sorodiagnostico por ELISA.
Os dados hematologicos dos 15 animais utilizados no presente estudo divididos

uniformemente entre os diferentes grupos estdo apresentados nas tabelas 4 e 5.

7.2.2 Fenotipagem de linfocitos do sangue periférico

A fenotipagem da populagdo de B e de linfocitos T, assim como das subpopulacgdes de
linfécitos T auxiliares e citotoxicos, e da populacio de linfécitos CD5", e da subunidade da
Bo-integrina CD11b" nos leucécitos do sangue periférico e das células mononucleares do

sangue periférico (CMSP) nos diferentes grupos estao apresentados nas tabelas 18, 19 e 20.

Tabela 18 - Porcentagem de células B (CD21"), linfécitos T (CD3"), linfécitos T auxiliares (CD3"/CD4"),
linfocitos T citotoxicos (CD37/CD8") e de células CD5" e CD11b", e a proporgdo de células T/
células B e de linfécitos T auxiliares’ T citotoxicos identificadas por anticorpos monoclonais
pela citometria de fluxo no sangue periférico dos animais considerados negativos para LEB
(BLV"), positivos alinfocitoticos (BLV/PL") e positivos manifestando linfocitose persistente
(BLV'/PL") — Sdo Paulo — 2009

% BLV BLV'/PL" BLV'/PL"
CD21" 20,82 + 3,65%%* 23,40 + 8,25%* 41,82 + 6,30
CD3" 26,35 + 4,219%* 24,69 + 4,78 15,27 +3,53°
CD3'/CD21? 1,27 +0,12° 1,14 + 0,35 0,37 +0,08""
CD3'/CD4" 8,50 +2,29° 8,48 +2,65" 3,95+ 1,36
CD3'/CD8" 9,04 + 3,80 11,10 + 3,70° 6,47 + 2,26
CD3"/CD4"/ CD8" 0,41 +0,10° 0,46 + 0,20 0,41 +0,22°
CD4'/CD8" 1,07 + 0,43° 0,86 + 0,31° 0,70 + 0,40
CD5'/CD11b 28,85 +5,79° 26,98 + 4,67° 29,89 + 10,63°
CD5'/CD11b" 22,50 +9,57° 26,01 + 6,15 37,56 + 9,88
CD11b"/ CD5 37,84 +3,38" 36,74 +2,16° 26,10 + 5,79

Valores médios + desvio padrao

Letras diferentes entre as linhas indicam P < 0,05. * P> 0.05. ** P> 0.01. *** P> 0.001.

BLYV': animais negativos pela imunodifusdo em agar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) sem alteragdo hematologica
BLV'/PL: animais positivos pela imunodifusdo em 4gar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) sem alteragdo hematolégica
BLV'/PL": animais negativos pela imunodifusdo em agar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) manifestando linfocitose
persistente (LP).

CD3"/CD21": proporgao entre células T/ células B

CD3"/CD4"/CD8": células T que co-expressam CD4" e CDS§".

CD4"/CD8": propor¢io entre células T CD4"/ células T CD8"
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Tabela 19 - Valores absolutos (10°/uL) de células B (CD21%), linfocitos T (CD3"), linfocitos T auxiliares
(CD3%/CD4"), linfécitos T citotdxicos (CD3"/CDS™) e de células CD5" ¢ CD11b" identificadas
por anticorpos monoclonais pela citometria de fluxo no sangue periférico dos animais
considerados negativos para LEB (BLV’), positivos alinfocitticos (BLV'/PLY) e positivos

manifestando linfocitose persistente (BLV'/PL") — Sdo Paulo — 2009

% BLV" BLV'/PL" BLV'/PL"
CcDp21" 2,30+ 0,27 2,47 +0,82° 10,31 +4,77°*
CD3" 2,92 +2.26" 2,62 +0,44° 3,68 + 1,58
CD3"/CD4" 0,95 +0,28° 0,91 +0,32° 0,87 + 0,14
CD3'/CD8" 0,99 + 0,36 1,17+ 0,31° 1,65+ 1,10°
CD3"/CD4"/ CD8" 0,05 + 0,02° 0,05 + 0,02° 0,10 + 0,05
CD5'/CD11b 3,35+ 0,79 2,90 + 0,63 8,95 +3,67
CD5'/CD11b" 2,51 + 1,06 2,75 +0,51° 8,95 +3,67°"
CD11b'/ CD5 424 + 0,62 3,93 + 0,45 6,10 + 1,63

Valores médios + desvio padrdo

Letras diferentes entre as linhas indicam P < 0,05. * P> 0.05. ** P> 0.01. *** P> 0.001.

BLV': animais negativos pela imunodifusdo em agar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) sem alteragdo hematologica
BLV'/PL: animais positivos pela imunodifusdo em agar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) sem alteragdo hematologica

BLV'/PL": animais negativos pela imunodifusdo em agar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) manifestando linfocitose
persistente (LP).

CD3"/CD4"/CD8": células T que co-expressam CD4" e CDS§".

Tabela 20 - Porcentagem de células B (CD21+), linfécitos T (CD3+), linfocitos T auxiliares (CD3+/CD4+)
e linfocitos T citotoxicos (CD3+/CD8+) e a proporgdo de células T/ células B e de linfocitos T
auxiliares/ T citotoxicos identificadas por anticorpos monoclonais pela citometria de fluxo das
células mononucleares do sangue periférico dos animais considerados negativos para LEB
(BLV-), positivos alinfocitoticos (BLV+/PL-) e positivos manifestando linfocitose persistente
(BLV+/PL+) — Sdo Paulo — 2009

% BLV" BLV'/PL" BLV'/PL"
CD21" 31,68 + 6,09 42,02 +10,84" 59,18 + 6,96°
CD3* 35,57 + 5,08 25,62 +2,01°°CY 16,67 +4,71°
CcD3'/CcD21? 1,15+ 025" 0,65 + 0,239 0,29 +0,12°
CD3"/CD4" 12,79 + 1,74*" 9,89 + 1,54" 5,75+2,67°
CD3*/CDS8" 9,65 + 2,50 7,97 + 1,46 431+1,19°
CD3'/CD4"/ CD8" 1,44 + 0,69 1,57 + 0,40 1,09 +0,81°
CD4"/ CDS8" 1,43 + 0,50 1,28 + 0,36° 1,21 + 0,45

Valores médios + desvio padrao

Letras diferentes entre as linhas indicam P < 0,05. * P> 0.05. ** P> 0.01 entre os animais BLV ¢ BLV/PL ". *** P > 0.001.

BLYV': animais negativos pela imunodifusdo em agar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) sem alteragdo hematologica
BLV'/PL: animais positivos pela imunodifusdo em 4gar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) sem alteragio hematolégica

BLV'/PL": animais negativos pela imunodifusdo em agar gel (IDGA) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) manifestando linfocitose
persistente (LP).

.CD3"/CD21": proporgio entre células T/ células B
CD3"/CD4/CD8": células T que co-expressam CD4" e CDS§".
CD4"/CD8": propor¢io entre células T CD4"/ células T CD8"



71

7.3 DISCUSSAO

E bem documentado que animais infectados pelo VLEB manifestando LP apresentam
aumento da populagdo de linfocitos B (GILLET et al., 2007). Desta forma, o presente estudo
concordou o envolvimento das células B (CD21") no desenvolvimento da LP. Além disso,
marcadores de células infectadas como a expressio de CD5" e CDI1lb"  geralmente
apresentam-se aumentados como pode ser observado no presente estudo. Isto se deve a
modulagdo do processo apoptdtico pelo VLEB e seu tropismo pelas células B, em especial
aquelas que co-expressam os marcadores CD5 e CD11b. Embora, saiba-se que o VLEB pode
infectar celulas CD5 e CD11b’, assim como células T citotoxicas (CD3/CD8"), mondcitos e
granulocitos (SCHWARTZ et al., 1994; FLORINS et al., 2007).

Assim, devido ao significante aumento da populacao de linfécitos B, a porcentagem de
outras populagdes celulares como as células T dimimui como demonstrado no presente
estudo, em especial a populagdo de linfocitos T auxilares, populacdo que ndo ¢ infectada pelo
VLEB. Deste modo, a proporc¢ao entre celulas B e T pode ser utilizada como indicador do
desenvolvimento da LP.

O valor absoluto das subpopulagdes de linfocitos T, no caso linfocitos T citotoxicos e
T auxiliares, ndo foi alterada no presente estudo. Similarmente, Taylor et al. (1992) nao
observaram alteragdes das subpopulagdes de linfocitos T em bovinos infectados pelo VLEB
manifestando LP.

Entretanto, alguns autores apontam para o aumento da populagdo de linfocitos T nos
animais infectados pelo VLEB (GATEI et al., 1989; WU et al., 1999), enquanto outros
relataram reducdo desta populacao celular (WILLIAMS et al., 1988). No presente estudo, um
discreto aumento, ndo significante do numero absoluto de linfocitos T CD8" foi encontrado.
Embora, o mesmo ndo pode ser predito para a populagio de linfocitos T CD4". Sabe-se que
células T CD8" podem abrigar o VLEB, embora o mesmo nao ocorra na populagio de células
T CD4". Desta maneira, pode-se inferir que este discreto aumento da populacdo de células T
CDS8" deve-se provavelmente a modulagio do processo apoptético nas células infectadas. Este
fato torna-se mais evidente nos animais infectados manifestando LP, ja que estes apresentam
alta carga viral que nem sempre ¢ observada nos animais AL (JULIARENA et al., 2007).

Desta forma, o presente trabalho apontou para aumento da populacio de linfocitos B,
com concomitante reducao da porcentagem da populagdo de células T, em especial da

subpopulacdo de linfocitos T auxiliares. Isto pode ser reflexo da modulacdo do processo
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apoptdtico que esta correlacionado com auséncia eou redugdo da expressdo viral nas células
infectadas resultando na evasdo da resposta humoral e citotéxica do hospedeiro levando a
persisténcia da infec¢do e/ou progressao da doenga (GILLET et al., 2007).

Salienta-se ainda que ao considerar a reducdo da transmissdo da LEB, visto a
dificuldade para a sua erradicacdo, a eliminagdo de animais com maior risco de transmissao
desta enferminade deve ser considerada, fato importante ao considerar os animais
manifestando LP que apresentam aumento da populacdo de linfécitos B e concomitante
abrigam maior porcentagem de células infectadas (maior nimero de copias provirais por
micrograma de ADN de CMSP), e consequentemente apresentam maior risco de transmissao

desta doenca (JULIARENA et al., 2007).
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8 CONCLUSOES

A infeccdo pelo VLEB pode ser associada ao decréscimo da atividade das enzimas
GSH-Px e SOD. Entretanto, as atividades da GSH-Px e SOD ndo podem ser
associadas ao aumento de linfocitos B resultante da manifestacdo da linfocitose
persistente em vacas leiteiras. No entanto, os marcadores de estresse oxidativo e a

atividade antioxidante total ndo apresentaram alterados devido 4 infec¢do pelo VLEB.

O desenvolvimento da LP deve-se 4 reducdo do processo apoptotico dos linfocitos B, e
a maior proliferacdo linfocitdria pode se limitar apenas ao estagio inicial do

desenvolvimento da LP.

A fungdo fagocitica e a producdo intracelular de peroxido de hidrogénio de PMN nao
apresentou alterada nos bovinos naturalmente infectados pelo VLEB manifestando ou

nao LP.

O presente estudo apontou para significante aumento da populagdo de linfocitos B e
concomitante aumento de células CD5" e CDI1b". Ademais, pode-se observar
inversao da populacao da propor¢ao de celulas T /células B nos animais infectados
manifestando LP, que se deve principalmente ao significante aumento da populagdo
das células B, e a reducdo da porcentagem de linfocitos T, em especial a de linfocitos
T auxiliares. No entanto, a infeccdo pelo VLEB ndo pode ser associada com alteragao

da contagem das subpopulacdes de células T.
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