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RESUMO

BONAGURA, G. Avaliagcdo das concentracdes séricas e lacteas de citocinas em
vacas naturalmente infectadas pelo virus da leucose enzodética dos bovinos.
[Evaluation of serum and whey concentrations of cytokines in cows naturally infected
by bovine leukosis virus]. 2012. 146 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2012.

Dentre os vérios fatores que podem influenciar a polarizagcdo das respostas
imunoldgicas nos animais destacam-se o tipo do agente agressor envolvido, as
células apresentadoras de antigenos atuantes no processo e 0 microambiente
formado pelas citocinas. Diferentes perfis de citocinas podem determinar o curso da
doenca, uma vez que distirbios no equilibrio da producdo e liberacdo destes
polipeptideos tém papel significativo no desencadeamento e agravamento de
diversas enfermidades. Virus podem interferir com as funcdes das citocinas em
varios niveis, influenciando na natureza da resposta imune do hospedeiro. Este
desequilibrio entre a producdo de citocinas do tipo Thl e Th2 é geralmente
considerado como uma das causas da cronificacdo das infeccées por retrovirus. O
VLB, assim como outros retrovirus, também possui esta capacidade de manipular a
resposta imune do hospedeiro a fim de direcionar os estagios alinfocitéticos (AL) e
de linfocitose persistente (LP). No entanto, seu efeito diretamente sobre as citocinas
no sangue e leite dos animais infectados ainda néo foi completamente elucidado.
Desta forma, o presente estudo objetivou a avaliacdo da resposta imune contra o
VLB em vacas naturalmente infectadas por meio da quantificacdo de um perfil
abrangente de citocinas presentes tanto no soro sanguineo como no lacteo
minimizados outros aspectos de estimulacdo que ndo fossem a presenca do proprio
virus in vivo. Para tanto foram coletadas amostras de sangue e leite de 11 animais
divididos em seus respectivos grupos experimentais (4, 3 e 4 animais para 0S grupos
negativo, AL e LP, respectivamente) e determinadas as concentracdes séricas e
lacteas de IL-1B, IL-4, IL-10, TNF-a e IFN-y. Para as comparacdes entre 0Ss grupos
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e quando estes apresentaram-
se significativos aplicou-se “pds-teste” para verificar onde tal diferenca ocorreu. O

nivel de significancia aplicado nos testes foi de 5 % (P<0,05), sempre considerando



hipéteses alternativas bicaudais. Verificou-se que nao houve diferenca nas
concentracbes das citocinas IL-1B, IL-4, IFN-y e TNF-a no sangue dos animais
pertencentes aos diferentes grupos experimentais. Quanto as concentracdes das
citocinas no soro lacteo dos bovinos testados nos diferentes grupos, os resultados
demonstraram comportamentos semelhantes aos habitualmente descritos na
literatura cientifica para o sangue periférico, sugerindo que a atuacdo do VLB sobre
a glandula maméaria promova interacdes analogas as observadas sistemicamente.
Os resultados obtidos apontam para um envolvimento do VLB sobre o perfil de

citocinas da glandula mamaria nos animais sororreagentes.

Palavras-chave: Bovinos. Citocinas. Glandula mamaria. Leucose enzodética dos

bovinos.



ABSTRACT

BONAGURA, G. Evaluation of serum and whey concentrations of cytokines in
cows naturally infected by bovine leukosis virus. [Avaliacdo das concentracoes
séricas e lacteas de citocinas em vacas naturalmente infectadas pelo virus da
leucose enzodtica dos bovinos]. 2012. 146 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2012.

Among the many factors that can influence the polarization of immune responses in
animals include the type of the offending agent involved, the antigen-presenting cells
active in the process and the microenvironment formed by the cytokine. Different
profiles of cytokines may determine the course of the disease, since disturbances in
the balance of production and release of these polypeptides play a significant role in
triggering and worsening of many diseases. Viruses can interfere with the functions
of cytokines at various levels, influencing the nature of the host immune response.
This imbalance in cytokine production from Thl and Th2 is generally regarded as a
cause of chronic infections by retroviruses. The BLV, like other retroviruses, also
possess this ability to manipulate the host immune response in order to drive the
stages non-lymphocytotic and persistent lymphocytosis. However, its effect directly
on cytokines in blood and milk of infected animals has not been fully elucidated.
Thus, this study aimed at evaluating the immune response against the BLV in cows
naturally infected by quantifying a comprehensive profile of cytokines present in both
the serum and in whey minimized others aspects of stimulation that was not the
presence of the virus itself in vivo. For this purpose, samples of blood and milk of 11
animals divided into their respective experimental groups (4, 3 and 4 animals for
groups negative, PL- and PL+, respectively) and certain whey and serum
concentrations of IL-1B3, IL- 4, IL-10, TNF-a and IFN-y. For comparisons between
groups used the nonparametric Kruskal-Wallis test and when they showed up was
applied to significant "post test" to see where this difference occurred. The level of
significance in the tests was 5 % (P < 0.05), when considering two-tailed alternative
hypotheses. There was no difference in the concentrations of IL-1p3, IL-4, IFN-y and
TNF-a in the blood of animals belonging to the different experimental groups. The

concentrations of cytokines in the whey of cattle in different groups, the results



showed behaviors similar to those usually described in scientific literature to the
peripheral blood, suggesting that the action of BLV on the mammary gland promotes
interactions similar to those seen systemically. The results indicate an involvement of

BLV on the cytokine profile of the mammary gland in animals seropositive.

Keywords: Cattle. Cytokines. Mammary gland. Enzootic bovine leukosis.
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1 INTRODUCAO

Os sistemas de producdo pecuarios buscam constantemente o
aprimoramento de suas técnicas a fim de criar condi¢des para aumento da eficiéncia
produtiva e econdmica das criacdes. Neste contexto ha necessidade de maximizar o
conhecimento acerca dos animais envolvidos nestes processos, bem como, de
investir contra os problemas sanitarios que possam interferir nas metas tracadas
pelos produtores.

A presenca de enfermidades que possam afetar os bovinos, seja por meio de
sua acao direta sobre a qualidade de vida dos animais, imposicdo de perdas
econdbmicas e/ou definicAo de susceptibilidades, deve ser considerada como um
desafio a ser superado em busca de condi¢des 6timas de producéo.

A leucose enzodtica dos bovinos (LEB), doenca que se encaixa neste quadro,
é uma enfermidade de origem viral, infectocontagiosa, linfoproliferativa cronica, com
ampla distribuicAo geografica. Acomete de forma natural os bovinos e
experimentalmente os ovinos (FAUQUET et al., 2004; ASADPOUR; JAFARI, 2010).

Sua importancia econémica é decorrente de varios fatores. A essa afeccao
atribuem-se: perdas na exportacdo para mercados que requerem animais livres da
infeccdo; prejuizos na producédo de leite e seus padrdes de qualidade; redu¢des do
ganho de peso; aumento dos custos com o diagndéstico e tratamento das
complicacBes nos animais; descarte prematuro ou morte e condenacédo de carcacas
em frigorificos (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001; ERKISNE et al., 2012).

Com base em afirmacdes de que o virus da leucemia bovina (VLB), assim
como outros retrovirus, € capaz de interagir com o sistema imunoldgico do
hospedeiro promovendo importantes desequilibrios na producdo de citocinas, tanto
sistémicas quanto na glandula mamaria, e de que o microambiente criado por estas
pode influenciar no direcionamento e cronificagdo da enfermidade nos bovinos,
aventou-se a hipotese que motivou esta revisdo, bem como, as experimentactes
gue fazem parte deste estudo (CLERICI et al., 1996; USUI et al., 2007; ZAROS;
VIEIRA, 2008).

Desta forma, objetivou-se avaliar a resposta imune contra o VLB em vacas

naturalmente infectadas por meio da quantificacdo de um perfil abrangente de
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citocinas presentes tanto no soro sanguineo como no soro lacteo, minimizados
outros aspectos de estimulacao induzida do sistema imunologico que nao fosse a
presenca do préprio virus in vivo.

A estrutura de fundamentacgéo e exposicédo dos resultados definida para este

estudo encontra-se representada na figura 1.

Figura 1 — Delineamento para a avaliagdo do perfil de citocinas em vacas naturalmente infectadas
pelo VLB — S&o Paulo — 2012
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CITOCINAS: ASPECTOS CONCEITUAIS E FUNCIONAIS

A palavra citocinas tem sua origem etimologica no grego “cito” traduzido a
lingua portuguesa pela palavra célula e “kinin” que suporta, em portugués, o sentido
de horménios e/ou movimentos (TAYAL; KALRA, 2008). Associando-se a etimologia
ao conceito podemos definir citocinas como um grande e heterogéneo grupo de
proteinas sollveis de baixo peso molecular, semelhantes a horménios, que atuam
na comunicagdo intercelular durante os processos de hematopoese, estresse,
inflamacéo, crescimento e diferenciacdo celular, em varios sistemas fisiolégicos e
patolégicos, e na mediacdo e regulacdo de muitos aspectos da imunidade inata e
adaptativa (ROTHWELL; LUHESHI; TOULMOND, 1996; ALLUWAIMI, 2004; TAYAL,
KALRA, 2008; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).

Este grande e crescente grupo de polipeptideos compreende as interleucinas
(citocinas que regulam as interacdes entre os linfécitos e outros leucdcitos), as
quimiocinas (familia de pequenas proteinas que exercem um papel importante na
inflamacdo e agem primariamente como fatores quimiotaxicos ou como ativadores
de leucdcitos), os fatores de necrose tumoral (produzidos por macréfagos e células
T, promovem morte celular programada em algumas células tumorais, embora nao
seja esta sua funcdo primaria, e estdo normalmente envolvidas na regulacdo das
respostas imunes e inflamacao), interferons (sintetizados em resposta a infecgoes
virais, estimulacdo imune ou varios estimuladores quimicos, inibem a replicacdo viral
por interferirem com o RNA e a sintese proteica viral), os fatores estimulantes de
colonias e os fatores de crescimento (grupo de citocinas que estimulam o
crescimento de muitas células e sdo, consequentemente, muito importantes para
assegurar o suprimento de células de defesa) (ROTHWELL; LUHESHI, 1994;
TIZARD, 2009).

Citocinas séo produzidas e secretadas por diversas ceélulas do sistema imune,
bem como, por uma grande variedade de outras células que ndo séo consideradas

propriamente representantes classicos deste sistema. Neste contexto encontram-se
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os fibroblastos, células endoteliais e células epiteliais entre outras. Ressalta-se,
porém, que apesar destas proteinas serem produzidas por varios tipos celulares, os
produtores predominantes sao os linfocitos e macrofagos (GORCZYNSKI;
STANLEY, 2001; COHEN; BIGAZZI; YOSIGAHIDA, 2004; TAYAL; KALRA, 2008).

Os linfécitos sdo subdivididos em dois principais grandes grupos: Linfocitos T
e B. Os linfocitos T podem ser classificados em linfocitos yd, cujo papel nos bovinos
frente a patdgenos ainda é pouco conhecido, mas parece estar envolvido na
citotoxicidade contra as infecgdes virais (CICCARESE; LANAVE; SACCONE, 1997,
LUNDBERG; SPLITTER, 2000), e em linfécitos T a, nos quais estdo inclusos os
linfocitos T helper (CD4+) (fendtipo mais prevalente no sangue periférico) e os
linfécitos T citotdxicos (CD8+) (ASSAI et al., 1998).

Os linfocitos T CD4+ participam da resposta imune pelo reconhecimento do
antigeno e subsequente diferenciacdo em suas subpopulacdes efetoras T helper 1
(Thl) e T helper 2 (Th2). Por sua vez, os linfécitos Thl facilitam a resposta imune
celular ou citotoxica pela producdo de citocinas como a IL-2, IFN-y e TNF-q,
enquanto as células Th2 secretam, principalmente, IL-4, IL-5 e IL-10, que auxiliam os
linfécitos B na producdo de anticorpos, faciltando a resposta imune humoral
(MITELMAN et al., 2009). Em resumo quando ha producdo de citocinas de padrdo
Thl, se tem o predominio da resposta imune do tipo celular e somente uma fraca e
transitéria producéo de anticorpos. Por outro lado, quando h& producéo de citocinas
do perfil Th2, a resposta imunitaria predominante sera humoral (ABBAS; MURPHY;
SHER, 1996).

Pode-se dizer ainda, de maneira bastante simplificada, que as citocinas com
padrdo Thl sdo aquelas responsaveis por processos pré-inflamatérios enquanto as
citocinas com padrdo Th2 sdo as responsaveis pelos processos anti-inflamatorios
(PAUL; SEDER, 1994; BROWN et al., 1998; ODBILEG et al., 2005).

Como exposto acima existem citocinas que podem ser consideradas
propriamente proé-inflamatoérias, pois maximizam diferentes etapas na resposta
imunoldgica, dentre elas estdo a IL-1, IL-2, IL-6, IL-9, IL-12, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17,
IL-18, IL-20, TNF e IFN-a. Outras citocinas atuam preferencialmente na maturagao
celular, sendo exemplos principais a IL-3, IL-7, IL-9, IL-11 e os fatores estimuladores
de crescimento de col6nias. A IL-4, IL-5, IL-6 atuam na defesa contra parasitas tendo

também importancia nos processos alérgicos e anti-inflamatérios. Ha também
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citocinas que atuam como imunomoduladoras, como a IL-2, TNF-y, IL-10, IL-13, IL-
19 sendo que a IL-10, IL-13 e IL-19 s&o consideradas por alguns autores como
citocinas imunossupressoras (VARELLA; FORTES, 2001).

A ativacdo de células Thl e/ou Th2 é determinada pelo tipo de patdgeno ou
antigeno que entra em contato com estas células. Acredita-se que os patdgenos
intracelulares, como algumas bactérias, virus e protozoarios direcionem uma
resposta do tipo Thl, enquanto que helmintos e parasitas extracelulares
caracterizem prioritariamente respostas Th2 (LIEW, 2002). Entre os demais fatores
qgue influenciam a polarizacdo destas respostas, destacam-se o microambiente no
qual ocorre a apresentacdo dos antigenos e o tipo de célula apresentadora de
antigeno (CAA) envolvida, pois antigenos apresentados por macréfagos tendem a
estimular respostas do tipo Thl, e aqueles apresentados pelas células B, incitam
respostas Th2 (ZAROS; VIEIRA, 2008).

De maneira geral, as citocinas ndo sao armazenadas como moléculas preé-
formadas e sua sintese € comumente iniciada por sinais emanados pelo contato
entre moléculas, bem como pela ativacdo de receptores que desencadeiam uma
série de interacdes moleculares que irdo resultar na ativacdo de fatores de
transcricdo especificos a cada tipo celular. Essa ativacdo € transitoria, e as
moléculas de RNA mensageiro (RNAm) que codificam a maioria das citocinas sao
instaveis e com frequéncia rapidamente degradadas, de modo que a sintese das
citocinas também costuma ser transitéria e ndo continuamente expressa (VARELLA;
FORTE, 2001; COHEN; BIGAZZI; YOSIGAHIDA, 2004; ROMAGNANI, 2004;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).

Pode-se dizer portanto, que uma vez sintetizadas as citocinas sao
rapidamente secretadas resultando em surtos de liberacdo em resposta a diferentes
estimulos indutores (COHEN; BIGAZZI; YOSIGAHIDA, 2004; ABBAS; LICHTMAN,;
PILLAI, 2012).

Uma forte correlacdo entre os niveis de transcricdio de RNAmM e o padrao
secretorio de citocinas liberadas pelos linfocitos T ja parece bem estabelecida
(OLIVEIRA et al., 1998).

Sua forma de atuacdo é diversificada, podendo atuar de maneira autocrina,
afetando o comportamento das proprias células que as liberam, ou de forma

pardcrina, interferindo no comportamento das células adjacentes. Algumas citocinas
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podem ainda atuar de maneira enddcrina, afetando o comportamento de células
distantes, embora isso dependa de sua capacidade de entrar na circulacdo e
também de sua meia-vida. Esta forma de atuacdo € menos comum e diretamente
associada a citocinas que sdo produzidas em maior quantidade, situacdo pouco
frequente jA que a maioria destas moléculas atua em baixas concentracfes
(VARELLA; FORTE, 2001; JANEWAY et al, 2002; TIZARD, 2009; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012).

As citocinas possuem trés mecanismos de acdo geral, sdo eles: o
pleiotropismo (habilidade de uma Unica citocina possuir grande variabilidade de
efeitos em diferentes tipos celulares), a redundancia (capacidade de varias citocinas
mediarem efeitos em comum) e o sinergismo ou antagonismo (capacidade de induzir
ou inibir a sintese de outras citocinas) (TAYAL; KALRA, 2008; MARTINS, 2009).

Em geral, as citocinas da imunidade inata e da imunidade adaptativa sédo
produzidas por diferentes populacbes de células, atuam sobre células-alvo
diferentes e apresentam propriedades distintas. Todavia, essas distincdes ndo sao
absolutas, visto que, neste caso também, a mesma citocina pode ser produzida
durante respostas imunologicas inatas e adaptativas, e diferentes citocinas
produzidas durante essas respostas podem ter funcdes sobrepostas (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012) evidenciando os mecanismo de agédo expostos acima.

Outro exemplo destes mecanismos pode ser visulalizado na prépria dinamica
da inducéo e regulacéo das células Thl e Th2 demonstrada na figura 2. Observa-se
gue quando o microambiente € marcado preponderantemente pela IL-12 ou pela IL-
4 ha uma diferenciacdo das células Th precursoras (ThO) para Thl e Th2,
respectivamente. A IL-4 produzida pelos linfécitos Th2 atua como fator autocrino nas
populacdes de células Th2 promovendo expansao clonal destas células e limitando
a proliferacdo das células Thl. Em contrapartida o IFN-y promove o crescimento das
células Thil, e retarda o crescimento das células Th2 (OLIVEIRA et al., 1998; LIEW,
2002).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da inducao e regulacéo de células Thl e Th2 pelas citocinas
— S&o Paulo — 2012
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Fonte: Adaptacgéo, de Liew (2002)

2.2 O PAPEL DAS CITOCINAS NA GLANDULA MAMARIA BOVINA

A protecdo da glandula maméria se da por uma variedade de mecanismos de
defesa que sdo divididos em duas categorias: imunidade inata e imunidade
adaptativa (SORDILLO; STREICHER, 2002).

As defesas celulares do leite e as moléculas soluveis efetoras como citocinas,
proteinas de fase aguda e fatores do sistema complemento, representam

componentes importantes deste sistema de protecdo (BANNERMAN, 2009).
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Sob condicBes normais tais defesas celulares sdo representadas pelas
células somaticas compostas por macrofagos, tipo celular predominante (54 — 83%),
seguido por linfocitos (10 — 27%) e neutréfilos (0 — 11%), porém durante alguns
quadros infecciosos os neutréfilos tornam-se o tipo celular predominante chegando a
valores que superam 95 % das células presentes (SORDILLO; SHAFER-WEAVER,;
DE ROSA, 1997).

Em glandulas mamarias sadias humanas, suinas e bovinas, os linfécitos T af3
prevalecem e expressam predominantemente o fenétipo CD8+, em contraste ao
sangue periférico onde o fenotipo mais prevalente € o CD4+ (ASSAI et al., 1998).
Durante quadros infecciosos, os linfocitos T CD4+ prevalecem também dentro da
glandula mamaria e sédo ativados em resposta ao reconhecimento dos complexos
antigeno-MHC classe Il presentes nas células apresentadoras de antigeno, como
macrofagos e células B (BROWN et al., 1998).

Células epiteliais, macrofagos e leucécitos residentes sdo 0s principais
produtores de citocinas na glandula maméaria (OVIEDO-BOYSO et al., 2007), porém,
vale ressaltar que tais células apresentam menor capacidade produtiva destas
proteinas quando comparadas as células do sangue (POLITIS et al., 1991).

McClenahan, Sotos e Czuprynski (2005) apontaram ainda que o0 numero
absoluto de células epiteliais encontrados na glandula maméria da a estas o
potencial de serem as principais contribuintes na producéo de citocinas contidas no
leite e no soro de vacas com mastites experimentalmente induzidas ou naturalmente
adquiridas. Todavia ainda ndo esta claro se estas células realmente possuem a
capacidade de produzir todas estas citocinas e em que ordem isto aconteceria.

Sabe-se que muitas citocinas sao liberadas transitoriamente e atuam
localmente nos tecidos, porém, como salientado acima, ainda nédo é conhecido se as
citocinas pré-inflamatérias detectadas no leite durante a mastite sdo produzidas e/ou
liberadas pelas células epiteliais mamarias das cisternas do teto e do Ubere, por
outras ceélulas residentes no tecido mamario, pelos leucoécitos migratérios do sangue
ou por uma mais provavel combinacdo de todas estas possibilidades (PERSSON
WALLER et al., 2003).

Com base em tais questionamentos alguns estudos tém sido realizados com
o intuito de elucidar quais seriam as principais fontes de producéo e liberacdo das

citocinas nos quadros infecciosos ligados a glandula mamaéria.
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Trabalhando neste sentido e sob a afirmacao de que a linfa proveniente dos
linfonodos aferentes periféricos pode ser considerada equivalente aos fluidos
intersticiais das regibes que drenam, e que as citocinas sejam primariamente
liberadas por células dos tecidos adjacentes a mama, Persson Waller et al. (2003)
realizaram estudos onde quantificaram citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-8, TNF-a
e IFN-y) no leite e na linfa, coletadas a partir dos linfonodos supramamarios, aferente
e eferente, durante a fase inicial da inflamacéo induzida por endotoxinas na glandula
mamaria bovina. Como resultado o0s autores observaram aumento das
concentracfes de IL-1B, IL-8 e TNF-a no leite. Em paralelo, um significativo, mas
comparativamente menor aumento de IL-8 foi detectado na linfa horas ap6s a
inducdo da mastite com niveis mais elevados nas amostras provenientes dos
linfonodos aferentes do que nas oriundas dos linfonodos eferentes. Tal fato pode ser
explicado devido a maior parte da IL-8 ser localmente produzida e liberada por
células epiteliais na cisterna do Ubere, justificando quantidades no ambiente
intersticial comparativamente menores na linfa em relacdo & mama. J4 o TNF-a foi
detectado na linfa, mas n&o no leite antes da infusdo, corroborando a afirmacéo de
gue o TNF-a no leite pode ter sido liberado por leucdcitos migratérios ou que suas
concentracfes sejam oriundas a “fugas” do fluido intersticial vinculadas a migracéo
celular para dentro das cisternas em funcdo de um hipotético enfraquecimento da
barreira leite-sangue, associado a aptiddo quimiotdxica de algumas citocinas
liberadas durante o processo inflamatério.

O papel destas citocinas tanto nas doencas como na saude da glandula
mamaria tem sido objeto de muitos estudos. Uma adequada resposta inflamatéria
deste 6rgado é essencial para o favorecimento da resolucao de quadros infecciosos
do ubere (CARNEIRO; DOMINGUES; VAZ, 2009).

Uma vez dentro do ubere, os patdgenos precisam evitar os mecanismos de
defesa celulares e humorais. Caso estes invasores ndo sejam prontamente
eliminados iniciardo sua multiplicacdo na glandula mamaria do hospedeiro levando a
liberacdo de toxinas e inducéo de leucdcitos e células epiteliais para a producéo de
fatores quimiotaxicos, incluindo citocinas pro-inflamatoérias como o TNF-a, IL-8, IL-1,
eicosandides como a prostaglandina, radicais de oxigénio e proteinas de fase aguda
como a haptoglobina (PERSSON WALLER et al., 2003; CARNEIRO; DOMINGUES;
VAZ, 2009; VIGUIER et al., 2009).
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Park et al. (1993) reportaram que células sométicas do leite sdo capazes de
iniciar sinais de recrutamento celular da resposta imune do sangue para a glandula
mamdaria ap0s o0 reconhecimento de patégenos, salientando que os niveis de
citocinas podem sofrer importantes variacdoes em funcdo deste reconhecimento
(ALLUWAIMI, 2004; CARNEIRO; DOMINGUES; VAZ, 2009).

Tal fato pode ser evidenciado em estudos onde células somaticas do leite
isoladas a partir de quartos mamarios infectados por E.coli e S. aureus
demonstraram aumento diferentes nos niveis de RNAm de citocinas proé-
inflamatodrias com a IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a. Nestes mesmos estudos células dos
guartos mamarios nao infectados expressaram somente citocinas imunoregulatorias
como a IL-4, IL-10 e IFN-y (PARK et al., 1993; ALLUWAIMI et al., 2003; PELI et al.,
2003; LEE et al., 2006).

Outro exemplo desta situacdo pode ser observado no estudo realizado por
Huynh, Robitaille e Turner (1991) com células epiteliais mamarias, onde observou-se
gue estas expressaram IL-8 quando estimuladas por LPS ou por S. aureus. Neste
mesmo sentido McClenahan, Sotos e Czuprynski (2005) observaram que células
epiteliais mamarias possuem a habilidade de produzir rapidamente citocinas como a
IL-1a, IL-1pB, IL-8 e TNF-a em resposta a estimulagdo com LPS.

Lahouassa et al. (2007) avaliaram a capacidade das células epiteliais
mamarias induzirem resposta inflamatéria e participarem do recrutamento de
neutroéfilos para a glandula mamaria no inicio de uma infecgéo estafilocéccica. Neste
estudo as células ndo infectadas expressaram valores de transcricdo muito baixos
de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1B e TNF-a, porém estas células foram
habeis na secrecdo de TNF-a apds a estimulagdo bacteriana. Ressalta-se que a
cinética desta liberacao diferiu de acordo com o tipo de bactéria envolvida. Infec¢des
por S. aureus induziram uma liberacdo precoce e transitéria de TNF-a apés 3 horas
de cultura, diferente do ocorrido frente a E. coli que induziu liberacées mais tardias e
continuas de 10 a 24 horas apos a infeccao.

Neste mesmo estudo, Lahouassa et al. (2007) verificaram que nao houve
expressao de IL-10 em células epiteliais mamarias infectadas ou ndo. Ainda na visédo
dos autores este resultado sugere fortemente que as células epiteliais mamarias

bovinas ndo sdo fonte de IL-10, uma importante citocina imunoreguladora dos
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quadros inflamatérios, no leite derivado de glandulas mamarias infectadas
(BANNERMAN et al., 2004).

Enfim, véarios estudos tem documentado aumentos significativos das citocinas
inflamatorias como a IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y e TNF-a, no leite e no soro de bovinos em
resposta a infeccdes intramamarias (BANNERMAN et al.,, 2004; MC CLENAHAN;
SOTOS; CZUPRYNSKI, 2005), porém como apontado anteriormente com padrdes
diferenciados induzidos nas células do sangue e do leite por diferentes patdgenos,
como esperado (RINALDI; LI; CAPUCO, 2010).

Citocinas como IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y, assim como elementos celulares e
anticorpos, também estdo presentes no colostro bovino e parecem associadas ao
recrutamento de linfocitos para o intestino de neonatos e auxilio no desenvolvimento
da imunidade normal destes animais (HAGIWARA et al., 2000; CHASE; HURLEY;
REBER, 2008). Contudo, também neste caso, ainda ndo estd claro se estas
citocinas sdo secretadas na glandula mamaria, produzidas pelos leucécitos
encontrados no colostro ou por ambos (CHASE; HURLEY; REBER, 2008).

Citocinas também podem ser consideradas ferramentas promissoras para o
diagnéstico e avaliacdo progndstica do Ubere. A disponibilidade de citocinas naturais
e/ou recombinantes apoiam as investigacdes sobre a aplicacdo destas substancias
para prevenir a mastite ou para aumentar a eficdcia antimicrobiana no Ubere
(BLECHA, 1991). Segundo Gheezzi' (1997 apud ALLUWAIMI, 2004, p. 211)
algumas estratégias terapéuticas tém sido introduzidas com manipulacao clinica das
citocinas por meio de: (1) blogueio da producéo de citocinas, (2) estimulacéo de vias
inibitérias, (3) remocado de algumas citocinas da circulagdo, (4) inibicdo da ligacédo
das citocinas ao seu receptor e (5) inibicdo de mecanismos de sinalizagéo.

Sordillo e Daley (1995), relatam dados n&o-publicados onde comparam o
tratamento da mastite bovina por S. aureus com antibiético e com antibiético
associado a IL-13 recombinante bovina. Neste caso os resultados encontrados
apontam para uma melhora terapéutica do segundo em relacdo ao primeiro

protocolo.

1GHEEZI, P. Pharmacologically-oriented introduction to the cytokine network. Proceedings of the
Euroconference, Cytokines: Tools and targets for tomorrow’s therapies. France, Institut Pasteur, p. 15-17,
1997.
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Outro exemplo da aplicacdo de citocinas no tratamento da glandula mamaria
bovina pode ser visto na publicacdo de Zecconi et al. (2009) onde os autores
demonstram significativo aumento na atividade de leucécitos e na quantidade de
células somaticas do leite em vacas tratadas com IL-2 recombinante bovina, uma
importante citocina secretada por linfécitos T e que deflagram a replicacdo e
diferenciacdo clonal de outras populacbes de células T helper e citotdxicas. Além
disso, entre suas diferentes atividades a IL-2 pode aumentar a producdo de outras
citocinas como o IFN-y que € de suma importancia na estimulagdo da atividade
microbicida dos leucécitos (ZECCONI et al., 2009).

Tal fato indica que citocinas possam realmente atuar como coadjuvantes no
tratamento de mastites, melhorando a eficacia e provavelmente diminuindo o
descarte da producdo leiteira pela presenca de antibiéticos (ARAUJO; GHELLER,
2005).

2.3 AS CITOCINAS VS. AS INFECCOES

O balanceamento das citocinas possui papel crucial sobre a saude e a
doenca tanto em humanos quanto em outros animais (ODBILEG et al., 2005).

Doencas autoimunes podem ocorrer, por exemplo, quando citocinas pro-
inflamatoérias ndo sdo adequadamente controladas ou mesmo quando citocinas
imunoreguladoras encontram-se ausentes (WACK; OPENSHAW; O’'GARRA, 2011).

Diferentes perfis na producéo de citocinas ocorrem de acordo com o patégeno
envolvido e podem muitas vezes determinar o curso da doenca, uma vez que
distarbios no equilibrio da producdo e liberacdo destas proteinas tém papel
significativo no desencadeamento e agravamento de diversas enfermidades
(RIOLLET; RAINARD; POUTREL, 2000; VARELLA; FORTES, 2001).

Nas infec¢des bacterianas sistémicas a resposta imune do hospedeiro inclui a
producdo tanto de citocinas pro-inflamatérias quanto anti-inflamatérias. Citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6 e IFN-y promovem a ativacdo de
macréfagos, aumentam a imunidade celular e elevam a sintese de proteinas de fase

aguda. J4 citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 possuem fun¢des
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imunoregulatorias e dao suporte ao desenvolvimento da resposta imune humoral por
meio da promocao da diferenciacdo das células B e subsequente producdo de
anticorpos (BURTON et al., 2009).

Ainda neste contexto, em bebés humanos o perfil de citocinas no sangue
periférico tem sido utilizado para a identificacdo de quadros sépticos (LAM; NG,
2008). Da mesma maneira, as respostas de citocinas nas células mononucleares do
sangue periférico de equinos recém-nascidos também tém sido avaliadas sob o
aspecto de significancia de progndstico e diagndstico de sepse, uma das principais
causas de mortalidade nesta categoria animal (PARADIS, 1994). Burton et al. (2009)
apontam a relacdo entre IL-6:IL-10 como a mais importante fonte indicadora de
prognéstico, com valores significativamente maiores em animais saudaveis em
comparacao a potros com sepse.

No caso de bactérias intracelulares como a Brucella abortus uma boa
protecdo imunolégica usualmente requer a combinacdo de diferentes elementos do
sistema imune para orquestrar respostas celulares que levem a protecdo. A
resisténcia contra patégenos intracelulares facultativos depende tanto da imunidade
celular adaptativa quanto da ativacdo de macréfagos por linfécitos T (OLIVEIRA et
al., 1998).

Mondcitos humanos estimulados in vitro com Brucella abortus expressam
RNA mensageiro para IL-12 quatro horas apds a estimulacdo e secretam esta
citocina apdés 24 horas (ZAITSEVA et al., 1996). Esta producao inicial de IL-12
durante as infec¢cdes por B. abortus é fundamental para a ativacdo da via de
producédo de IFN-y pelas células Thl (OLIVEIRA et al., 1998). J& em bovinos, células
mononucleares do sangue periférico desafiadas com Brucella mostram uma
elevacdo na transcricdo de IFN-y, mas nao de IL-2 ou IL-4 quando comparados com
células mononucleares de animais sadios (OLIVEIRA et al., 1998).

Ja as infec¢bes virais agudas e cronicas contribuem de forma significativa
para problemas globais de saude. Diversos autores defendem que possiveis
desbalanceamentos na rede de citocinas possam ser responsaveis pela ineficiéncia
na eliminagdo viral podendo levar a cronificacdo de processos ou até mesmo a
morte do hospedeiro quando a acdo destas citocinas é qualitativamente fraca
(PETERSON et al., 2004; TAYAL; KALRA, 2008; WACK; OPENSHAW; O'GARRA,
2011).



39

Os virus séao capazes de interferir com as funcdes das citocinas em varios
niveis: podem inibir a sintese ou o processamento das citocinas, bloguear a ligacéao
das citocinas nos receptores celulares do hospedeiro, interromper eventos celulares
iniciados pelas citocinas apds sua ligagdo com receptores especificos e influenciar
na natureza da resposta imune do hospedeiro (Thl ou Th2) pela expresséo de suas
préprias citocinas (SMITH, 1996).

Este desequilibrio entre a producdo de citocinas do tipo Thl e Th2 é
geralmente considerado como umas das causas da cronificacdo das infecgdes por
retrovirus. Um exemplo desta situacédo pode ser observado nas infec¢des pelo virus
da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) onde a troca da predominancia das
citocinas do perfil tipo 1 para o tipo 2 esté correlacionada a progressédo da doenca
(CLERICI et al., 1996; USUI et al., 2007).

2.4 AS CITOCINAS E A LEUCOSE ENZOOTICA DOS BOVINOS

A familia Retroviridae é composta por um grande namero de virus que podem
ser encontrados, em praticamente, todos os vertebrados. Dentre os retrovirus de
importancia em medicina veterinaria, destacam-se o virus da leucose enzootica dos
bovinos, virus da anemia infecciosa equina, o Maedi-Visna de ovinos e o virus da
artrite encefalite caprina, entre outros (RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

O virus da leucemia bovina (VLB), um membro da familia Retroviridae,
subfamilia Oncovirinae e género Deltaretrovirus, € o agente etioldgico da Leucose
enzodtica dos bovinos (LEB), uma doenca infectocontagiosa, linfoproliferativa
cronica, com ampla distribuicdo geografica, que acomete bovinos de forma natural e
experimentalmente os ovinos (FAUQUET et al., 2004; ASADPOUR; JAFARI, 2010).

O VLB possui significativa homologia com o virus T linfotropico dos humanos
(HTLV) dos tipos 1, 2, 3 e 4 e com o virus T linfotrépico dos simios (STLV) tipos 1, 2,
3 e 5 (INOUE et al.,, 2011; SILVA FILHO et al.,, 2011) todavia, além da 6bvia
discrepancia na gama de hospedeiros, uma notavel diferenca entre estes virus pode

ser observada na predilecdo do VLB associada as células B CD5+, enquanto que o
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HTLV e o STLV afetam principalmente células T CD4+ e CD8+ (FAUQUET et al.,
2004; KONNAI et al., 2006).

Similar a outras infec¢des retrovirais, o VLB infecta geralmente linfocitos B
causando longos periodos assintomaticos com baixa expressdo génica e taxa viral
(MIRSKY et al.,1996). Ao redor de 33% dos animais infectados desenvolvem
linfocitose persistente (LP) caracterizada pela expansao policlonal ndo maligna de
linfécitos B, e de 0,1 a 10% dos animais poderdo desenvolver as formas neoplésicas
associadas a doenca, sendo que, destes, 80% apd6s os 5 anos de idade
(SCHWARTZ; LEVY, 1994; STOBER, 2005; MORATORIO et al., 2010; INOUE et
al., 2011; ERKISNE et al., 2012).

A importancia econdmica das infec¢bes pelo VLB é decorrente de varios
fatores como perdas na exportacdo para mercados que requerem animais livres da
infeccdo; aumento dos custos com o diagndstico e tratamento das complicacfes dos
animais com linfossarcoma; descarte prematuro ou morte de animais,
particularmente aqueles de alto potencial genético, devido a ocorréncia de
linfossarcoma; e condenacado de carcacas em frigorificos com servico de inspecéo
veterinaria (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001). Vale ressaltar que apesar
da baixa prevaléncia de animais infectados pelo VLB que desenvolvem a forma de
linfossarcoma maligno esta apresentagdo é um dos principais motivos de
condenacédo de carcacas (>21% das condenacdes) durante a inspecdo post-mortem
nas linhas de abatedouros nos EUA (ERKISNE et al., 2012).

Engquanto a maioria dos bovinos infectados pelo VLB permanece clinicamente
assintomatica ao longo de toda sua vida, particulas do VLB sdo numerosas nos
linfocitos da glandula maméria de vacas sororreagentes com mastite. Lesdes
histol6gicas, possivelmente causadas pelo virus, sdo evidentes e sugerem uma
estreita associacdo entre a LEB e a mastite (RINALDI; LI; CAPUCO, 2010).

No mais, o virus encontra-se presente em linfécitos sanguineos e células
tumorais, e seu provirus foi detectado por Murakami et al. (2011) em 93,75% das
amostras de sangue provenientes de animais infectados, 40,42% da amostras de
leite e 50% das amostras de colostro, sendo que este provirus néo se integra a um
cromossomo ou regido do gene do hospedeiro em particular, podendo ser
encontrado também na fracdo celular de diversos fluidos corporais como o sémen,
secrecdes nasais e bronquicas, saliva e leite (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
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SAUDE ANIMAL, 2008; ASADPOUR; JAFARI, 2010; GUTIERREZ et al., 2011;
INOUE et al., 2011; MURAKAMI et al., 2011).

A patogénese da infeccdo pelo VLB envolve varios fatores ligados ao
hospedeiro. Um exemplo deste comportamento pode ser visualizado no polimorfismo
de genes que codificam o MHC bovino (“Bovine Leukocyte Antigen” — BoLA) e que
definem que a presenca ou auséncia de determinado alelo pode influenciar a
apresentacdo de antigenos do VLB aos linfocitos T e por conseguinte determinar
resisténcia ou susceptibilidade genética do hospedeiro ao surgimento do status de
linfocitose persistente (JULIARENA et al., 2009).

Wu, Shanks e Lewin (1989) reportaram que vacas infectadas pelo VLB com
alto potencial genético para producao de leite e gordura foram mais susceptiveis ao
desenvolvimento de LP do que as vacas que apresentam menor potencial genético
produtivo. Concluiu ainda que vacas portadoras do status de LP n&o produziam leite
e gordura em acordo a seu valor genético preditivo de producdo. Adicionalmente, o
alelo que codifica o complexo de histocompatibilidade maior classe | (BoLA-A) e que
esta associado a resisténcia a LP é também associado a um potencial aumento da
capacidade de producéo e longevidade destes animais (DA et al., 1993).

Todavia, apesar destes conhecimentos o mecanismo total da progressao da
doenca ainda € pouco conhecido (USUI et al., 2006; AZEDO, 2010).

A ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de linfécitos B normais sé&o
largamente mediadas pelos linfécitos T, tanto pelo contato direto célula a célula,
guanto pela liberacdo de citocinas. As IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y atuam isolada e
sinergicamente para promover estas ac¢des sobre os linfécitos B (TRUEBLOOD et
al., 1998).

A presenca prolongada de linfécitos B no sangue pode refletir tanto uma
proliferacdo descontrolada destas células, quanto um acumulo de células nas quais
0 processo apoptético foi comprometido, ou até mesmo uma combinacdo destes
dois fatores (DEBACQ et al., 2003). Foi previamente demonstrado que VLB modula
a apoptose espontanea iniciada ap6s curtos periodos em cultura celular. De fato,
células ovinas expressando proteinas virais ex vivo sdo completamente poupadas de
morte programada correlacionando-se a uma concomitante redugdo no numero de
linfécitos B apoptoticos (ALCARAZ et al., 2004).
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Azedo et al. (2008) também verificaram que animais sororreagentes para
LEB, apresentando status de LP, possuiam menor percentual de linfocitos sofrendo
processo de apoptose, quando comparados aos animais soronegativos ou aqueles
sororreagentes porém AL.

Mecanismos como estes podem ser somados a afirmacédo de Pyeon, Diaz e
Splitter (2000) de que a IL-10 é extensamente produzida por células B CD5+
murinas promovendo aumento de sua sobrevivéncia por meio da elevagcdo dos
niveis da proteina Bcl-2 correlacionada a processos anti-apoptoticos.

Erkisne et al. (2012) defendem que a progressdo da LEB afeta
substancialmente os mecanismos de defesa do hospedeiro. Assim, animais com ou
sem LP demonstrariam expressdes génicas diferentes de citocinas Thl e Th2. Estas
diferencas poderiam entdo afetar o desenvolvimento da doencga e possibilitar o
direcionamento para os estagios alinfocitoticos ou de linfocitose persistente.

Yakobson et al. (2000) sugerem gue um aumento na expressao inicial de
citocinas ligadas a resposta imune celular como a IFN-y e IL-2 mantém os animais
em status alinfocitotico atrasando a progressdo da doenca para o estagio de
linfocitose persistente. Ja a perda predominante da expressao de citocinas ligadas a
resposta imune celular (IL-12, IFN-y e IL-2) e a rapida mudanca para expressao de
citocinas ligadas a resposta imune humoral (IL-10) foi caracteristica em animais que
desenvolveram status de LP rapidamente apds a infeccéo pelo VLB (YAKOBSON et
al., 1998). Outros estudos apontam que animais AL expressam niveis mais elevados
de IFN-y e IL-12, associados a baixos niveis de expresséo de IL-10 e que animais
que desenvolvem LP expressam baixas concentracfes de IL-2 e altos niveis de IL-
10 (BURDIN et al., 1995).

Concentra¢fes de algumas citocinas do tipo Thl (incluindo IL-2, IL-12, e IFN-
y) encontram-se reduzidas nos animais infectados pelo VLB sugerindo que esta
producdo alterada de citocinas possa ter sua parcela de responsabilidade na
supressao da proliferagcdo mitética dos linfocitos T (SORDILLO; HICKS; PIGHETTI,
1994; STONE; HOF; DAVIS, 1995). Evidéncias como estas sustentam que a
progressdo para LP mostra-se correlata a disfuncdo dos linfocitos T CD4+ em
resposta ao antigeno VLB (SORDILLO; HICKS; PIGHETTI, 1994; YAKOBSON et al.,
2000).
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Ainda neste sentido e levando em conta que citocinas sao fundamentais na
estimulacdo e regulacdo destes linfocitos, Trueblood et al. (1998) defenderam a
hipétese de que um ambiente de citocinas estimulante para as células B seria
necessario para o desenvolvimento e manutencdo da populacdo destes linfocitos
durante os quadros de linfocitose persistente induzidos pelo VLB. Células
mononucleares do sangue de vacas infectadas pelo VLB apresentando LP foram
estimuladas com Con-A e apresentaram expressao elevada de RNAm para IL-2 e IL-
10, suportando o descrito acima. O mesmo comportamento foi observado por Pyeon,
O’Reilly e Splitter (1996) que reportaram expressdes aumentadas de IL-10 em
macréfagos de bovinos com status de LP.

Resultados reportados por Konnai et al. (2003) e Amills et al. (2004) apontam
a avaliacdo do perfil de citocinas nas células mononucleares do sangue periférico
sugerindo que tanto citocinas do tipo Thl como as do tipo Th2 encontram-se
alteradas, sendo que ha aumento nas concentracdes de IL-10 e IL-4 e diminuicéo
nas concentragdes de IL-2, IL-12 e IFN-y (TRUEBLOOOD et al., 1998).

Em contrapartida Keefe et al. (1997) ndo observaram diferencas significativas
entre animais infectados pelo VLB e néo infectados quanto as concentracdes de IL-4
e IL-10. Neste sentido ressalta-se que Amills et al. (2004) defendem que linfocitos B
séricos de bovinos ndo expressaram quantidades detectaveis de RNAm IL-10 in
vivo, sugerindo que a secrecdo autécrina desta citocina ndo seja essencial a
manutenc¢do do subtipo CD5+ das células B nestes animais.

Amills et al. (2002) também observaram reducdo de IL-2 em animais
sororreagentes para a LEB com LP. Em outro estudo Keefe, Ferrick e Stott, (1997)
reportam aumento de IL-2 e IFN-y, porém em células de animais negativos para a
LEB, o que ndo anula a possibilidade de que os demais resultados apresentados
acima de que o perfil de citocinas Thl esteja aparentemente reduzido nos animais
sororreagentes para a LEB.

A andlise pela técnica de RT-PCR competitiva, para detectar a expressao do
RNAm para o interferon-gama (IFN-y), caracteristico de uma resposta celular, foi
realizada em bovinos experimentalmente infectados com o VLB. Os resultados
mostraram, em animais que desenvolveram LP, aumento da sintese de IFN-y
durante a terceira e quarta semana apos a infec¢do. Por outro lado, os animais

sororreagentes e assintomaticos expressaram altos niveis de RNAm para o IFN-y
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durante todas as semanas do experimento (1-24 semanas). Estes resultados
sugerem que animais que possuem uma expressao precoce e prolongada de IFN-y
também poderiam retardar ou inibir o aparecimento do status de linfocitose
persistente (YAKOBSON et al., 2000).

Murakami et al. (2004) examinaram o0s efeitos da aplicacdo de IFN-y
recombinante bovina em animais infectados pelo VLB. Todos os animais envolvidos
apresentaram febre apds a inoculacéo por até 48 horas. O numero de linfécitos do
sangue periférico, células T CD4+ e CD8+, diminuiram por dois ou trés dias e
recuperaram niveis normais na maioria dos bovinos. Ja o numero de linfécitos yd
aumentou apos a febre e permaneceram em niveis significativamente altos em
alguns dos bovinos infectados pelo VLB. O numero de células IgM+ e de sincicios
foram reciprocamente diminuidos quando comparados ao aumento das células T y®.
Com base nestes dados os autores defenderam a hipotese de que células T yd
podem ser ativadas pelo IFN-y e eliminar células IgM+ infectadas pelo VLB em
bovinos.

Em funcao destes achados os autores sugerem que a ativacdo de células T
yd, bem como de linfécitos T CD8+, possam ser uma possibilidade importante para a
terapia de bovinos infectados pelo VLB ja que ha grandes quantidades de células T
y® em ruminantes comparados a outras espécies. Assim, o0s resultados ligados a
expressdo aumentada de RNAm de IFN-y em animais sororreagentes sem LP
podem sugerir 0 envolvimento de células T y® na resisténcia a infecgéo pelo VLB
(CICCARESE; LANAVE; SACCONE, 1997).

A expressdo de RNAmM TNF-a e de memTNF-a nas células B CD5+ de
bovinos infectados pelo VLB com altas concentracdes de provirus ou apresentando
quadro de linfossarcoma foi elevada quando comparada aos bovinos negativos ou
infectados pelo VLB mas que apresentassem baixas concentracdes de provirus
(AMILLS et al.,, 2004; KONNAI et al., 2006). Neste estudo o TNF-a também foi
demonstrado como um fator de crescimento envolvido na proliferacdo de células
mononucleares do sangue derivadas de animais com linfocitose persistente,
sugerindo que nas fases iniciais da infeccéo esta citocina possa estar envolvida nas
tentativas de eliminagéo do VLB.

Com base nos resultados obtidos, Konnai et al. (2006) sugeriram que a

elevagcdo do TNF-a e do TNF-R2 poderiam modular as interagcdes celulares de
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maneira autocrina ou paracrina, e que efeitos diretos e indiretos do TNF-a incluindo
a proliferacéo celular ou resisténcia a apoptose poderiam ser importantes durante a
fase tardia de progresséao da LEB, como na LP e no linfossarcoma (KONNAI et al.,
2006). No entanto a proliferagcdo celular espontanea em questdo ndo pode ser
completamente bloqueada por anticorpos contra TNF-a, o que torna ainda mais
provavel a influéncia da IL-2 na proliferacédo celular como apontado por Trueblood et
al. (1998) e descrito anteriormente.

Em conjunto estes achados sugerem que o desequilibrio entre as citocinas
pode efetivamente influenciar a progressédo da enfermidade rumo a alinfocitose ou
linfocitose persistente.

Andlises de RNAm de citocinas em células mononucleares do sangue
periférico realizadas por Yokoyama e Osawa (1979) ndo detectaram nenhuma
atividade aparente o que néo era totalmente inesperado uma vez que estas células
nao sao tipica e continuamente ativadas. Da mesma maneira expressdes de RNAm
das citocinas IL-1B, IL-6 e IL-10 foram pobremente detectadas por Amills et al.
(2004) em células mononucleares do sangue provenientes de animais com LEB.
Contudo apés curto periodo de permanéncia destas células em cultura, os autores
observaram drastico aumento na expressao de RNAm destas citocinas. A principal
conclusdo que se pode tirar sobre o relatado acima é que a atividade transcripcional
dos genes que codificam tais citocinas € diminuida em células B bovinas frescas,
mas podem aumentar rapidamente ap6s curto periodo em cultura. Enfim, pode se
inferir que tais condicfes associadas a cultura celular podem facilitar ativacées nao
especificas de células T e/ou B (KEEFE et al., 1997).

Ovinos sédo frequentemente utilizados como modelo experimental para
infeccbes pelo VLB (USUI et al., 2007) e embora ovelhas infectadas possam ser
consideradas um bom modelo para o estudo da leucemogénese in vivo, os dados
obtidos devem ser observados com parcimdnia afinal esta espécie ndo é um
hospedeiro natural para este virus (DEBACQ et al., 2003). Nestes animais tanto a
imunidade humoral quanto celular estdo induzidas, e desempenham importante
papel na protecdo do hospedeiro (YAKOBSON et al., 2000; KABEYA et al., 2001).
Este modelo ainda é preferido por muitos pesquisadores em decorréncia da
facilidade de manejo e pelo fato da enfermidade, nesta espécie, evoluir de forma

particularmente aguda e mais habitual do que nos bovinos (FLORINS et al., 2008).
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Kabeya et al. (1999) encontraram a expressdo de RNAmM do TNF-a
significativamente mais ativa nas fases iniciais da infec¢cdo experimental em ovinos,
resultando na eliminacdo das células infectadas (KABEYA; OHASHI; ONUMA,
2001).

Usui et al. (2006) apontam a associacado entre a expressao de TNF-a com a
proliferacdo de células B em ovinos infectados por VLB. Com base nestas
informagdes os autores sugerem que memTNF-a induzidos na superficie da células
B possam suportar a expanséo celular nos animais linfocitoticos infectados pelo
virus por possuir efeitos autdcrinos nestas células via ativacdo do TNF-R2 ou pela
modulacdo com a interagdo com outros tipos celulares, como as células T helper.

Ainda neste sentido foi demonstrado que a atenuacdo da expressédo de
RNAmM do TNF-R1 esta associada com linfocitose em ovinos experimentalmente
infectado pelo VLB (KABEYA; OHASHI; ONUMA, 2001).

Kabeya et al. (1999) observaram que a expressdo de RNAmM TNF-a foi
significativamente elevada em ovinos resistentes ao VLB, enquanto a reducéo do
TNF-a foi observada nos ovinos susceptiveis.

No experimento realizado por Usui et al. (2007) apesar das doses de infeccéo
experimental com VLB serem iguais, a propagacao viral foi marcantemente diferente
entre os ovinos individualmente. Apds a infeccao pelo VLB em 3 dos 8 individuos
envolvidos no estudo o virus ndo se propagou bem, mostrando ainda aumento na
expressdo de RNAm IFN-y, um forte indicador de imunidade celular. Esta correlacao
inversa entre a expressdo do RNAm IFN-y e a adequada propagacéao do VLB déo a
ideia de que uma inducédo eficiente da imunidade celular contra o VLB pode ser
necessaria para que o hospedeiro possa suprimir a propagacao viral nas fases
iniciais da infeccéo. Ainda na visao de Usui et al. (2007) a diferenca na resposta do
IFN-y contra a infeccao viral pode estar associada com uma variagdo na
susceptibilidade a infeccéo pelo VLB entre os animais individualmente.

Ovelhas susceptiveis a propagacéo viral obtiveram aumento no numero de
linfécitos B circulantes quando comparadas as ovelhas que ndo apresentaram este
desenvolvimento. Tais achados sugerem a possibilidade de que as respostas
aumentadas no IFN-y dos ovinos com baixa taxa proviral contribuam para a protecao

da progresséao da linfocitose (MOND et al., 1986).
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Com base nos multiplos efeitos do IFN-y na infecgao pelo VLB, a expressao
aumentada do IFN-y em ovinos resistentes a propagacéao viral sugerem que células
infectadas pelo VLB podem ser diretamente ou indiretamente eliminadas pela
imunidade celular (USUI et al., 2007) e que os altos niveis de transcricdo de IFN-y
observados em ovelhas com baixa propagacao viral pode ndo apenas estimular a
imunidade celular, mas também contribuir para a direta inibicdo da replicacéo viral
nas células infectadas pelo VLB (USUI et al., 2007).

2.5 METODOS LABORATORIAIS E SELECAO DE CITOCINAS

Para o estudo ao qual esta revisdo da embasamento foram selecionadas as
interleucinas IL-1p3, IL-4 e IL-10, além do Fator de Necrose tumoral-a (TNF-a) e o
Interferon-y (IFN-y). Tal escolha justifica-se pela disponibilidade de kits para a
realizacdo do ensaio, bem como por sua importancia diante da literatura ja publicada
com foco na leucose enzodtica dos bovinos.

Este perfil explica-se ainda por seu ecletismo jA que possui citocinas com
padrées pro-inflamatérios ou Thl (IL-18, TNF-a e IFN-y) e anti-inflamatérios ou
imunoreguladores (IL-4 e IL-10), além de sua representatividade para o controle,
diagnéstico e prognostico dos acometimentos que envolvem os bovinos e suas
glandulas mamarias em funcéo das a¢6es do VLB.

Em funcdo do exposto sdo apresentados nos proximos topicos breve
detalhamento conceitual e funcional das citocinas em questao, bem como do método
de ELISA (Ensaio de Imunoabsorcdo por ligacdo enzimatica) utilizado para a

mensuracgao das concentracdes séricas e lacteas destas proteinas.

2.5.1 ELISA

Um entendimento mais aprofundado dos padrdes de citocinas, bem como, o

mapeamento de multiplas citocinas em fluidos corporais durante a resposta



48

imunologica associada a diferentes infec¢des, pode ser de significativa importancia
para o0 curso e diagnostico das enfermidades. Para tanto, técnicas confiaveis,
rapidas e baratas para a analise de citocinas bovina fazem-se necessarias
(DERNFALK; PERSSON WALLER; JOHANISSON, 2007).

Neste contexto existem varios métodos que permitem a quantificacdo das
concentracbes de citocinas em nivel proteico (ELISA, Elispot, testes biologicos,
marcacado de citocinas intracelulares) e por seu RNA mensageiro (Northern blots,
hibridizacéo in situ, teste de protecéo de ribonuclease, RT-PCR) (LEUTNEGGER et
al., 2000). Obviamente todos estes métodos apresentam limitacdes (DERNFALK;
PERSSON WALLER; JOHANISSON, 2007).

Os ensaios de ELISA séo, provavelmente, os mais amplamente utilizados
entre os métodos imunolégicos empregados na medicina veterinaria (LEQUIN, 2005;
TIZARD, 2009).

A técnica é baseada na visualizacdo da reacdo antigeno-anticorpo por meio
de uma reacao colorimétrica. O anticorpo é conjugado a uma enzima, formando um
complexo proteico, em que a por¢ao do anticorpo se liga ao antigeno e a porgéo da
enzima possibilita a transformacdo de um substrato em cor mensuravel por
espectrometria (TEXEIRA; REIS; JUNIOR, 2003; TIZARD, 2009).

Uma de suas vantagens esta na possibilidade de se avaliar varias amostras
simultaneamente em um periodo de tempo relativamente curto, além do que
técnicas de imunoensaio que utilizam reagentes marcados para a deteccdo de
antigenos e/ou anticorpos costumam ser bastante sensiveis (ROITT; BROSTOFF;
MALE, 2002).

Ao realizar estudos em imunologia veterinaria, a falta de reagentes espécie-
especificos torna-se um fator limitante. Os custos iniciais para a producdo de
anticorpos monoclonais especificos sdo altos e acabam por ser proibitivos a
producdo destes elementos para todas as espécies de interesse (HENNING;
NIELSEN, 1992). No entanto, a reatividade cruzada entre espécies animais ocorre,
tornando possivel a utilizacdo de anticorpos e proteinas recombinantes de espécies
similares em ensaios imunologicos (PEDERSEN et al., 2002).

Uma reacgdo cruzada pode ser definida como a ligacdo de um anticorpo a um
antigeno outro que nédo o imundgeno primariamente visado (JANEWAY et al., 2002).

Epitopos idénticos ou semelhantes em moléculas aparentemente ndo relacionadas
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podem ser encontrados. Como resultado, os anticorpos direcionados contra um
antigeno podem reagir inesperadamente com um antigeno nao relacionado.
Algumas vezes, os epitopos de uma proteina podem diferir somente em pequenos
aspectos da mesma proteina obtida a partir de outra espécie animal.
Consequentemente, os anticorpos direcionados contra uma proteina em uma
espécie também podem reagir de maneira detectavel com a proteina homologa ou
semelhante em outra espécie. Ambos os fenbmenos sdo exemplos de reacdes
cruzadas (TIZARD, 2009).

Suportada por estas bases a analise das sequéncias de aminoacidos de uma
citocina, bem como de sua estrutura tridimensional pode apresentar informacfes
importantes no que tange as possiveis regras que governam a reatividade cruzada
de uma determinada citocina com anticorpos de uma espécie diferente
(SCHEERLINCK, 1999).

Dados apresentados por Scheerlinck (1999) indicam que é mais provavel que
uma citocina em particular apresente reagdo cruzada com outra espécie, se a
citocina desta segunda espécie apresentar pelo menos 60% de homologia no perfil
de aminoacidos com a citocina da espécie de origem. Scheerlinck (1999) cita ainda
gue abaixo deste nivel, € muito raro encontrar reatividade cruzada entre citocinas de
diferentes espécies.

Em revisGes realizadas por Alluwaimi (2004) e Odbileg et al. (2005) h&a o
apontamento do grau de homologia e alguns dados estruturais de algumas

citocinas bovinas, humanas e murinas, conforme demonstrado no quadro 1.

Quadro 1 — Propriedades moleculares e bioquimicas das citocinas bovinas — Sdo Paulo — 2012

IL-1B IL-4 IL-10 TNF-a IFN-y
N° de Aminoacidos 150 135 178 233 166
Homologia
Humana (%) 62 56,9 76,8 81 63
Murina (%) 59 41,7 70,6 74 47

Adaptado de: Alluwaimi ( 2004); Odbileg et al.( 2005).
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Como pode ser visualizado no quadro 1 ha condicbes moleculares para que
ocorra reatividade cruzada entre as citocinas humana e bovinas para todos os casos
selecionados com excecédo da IL-4 onde o grau de homologia n&do atinge os 60%
(56,9%) de similaridade sugeridos por Scheerlinck (1999).

2.5.2 Citocinas selecionadas

2.5.2.1 IL-1B

Os genes da familia da interleucina-1 codificam trés diferentes peptideos: IL-
1a, que se trata da forma ligada a membrana celular, a IL-13, que é secretada e esta
envolvida na ativacdo de células distantes, e o receptor antagonista de IL-1 (IL-1ra)
(VARELLA; FORTES, 2001).

Mondécitos e macréfagos séo as principais fontes desta citocina, produzindo
principalmente IL-1B. Outros tipos celulares também podem produzi-la como, por
exemplo, as células endoteliais, fibroblastos, midcitos, células de Langerhans e
linfécitos T e B (DINARELLO, 1989). Normalmente esta producdo € induzida em
resposta a estimulos inflamat6rios como a presenca de TNF-a, IFN-a, B e vy, LPS,
virus e outros antigenos, e regula varias atividades fisiologicas incluindo reacdes
inflamatorias e respostas imunes (DINARELLO, 1989; TOPHAM et al., 1998; TAYAL,;
KALRA, 2008).

A interleucina 1 é uma citocina que pode interagir com muitas outros tipos
celulares para estimular o processo inflamatorio (TOPHAM et al.,, 1998). As
atividades biologicas primordiais desta citocina incluem a estimulagédo da células T
CD4+ para que secretem IL-2 e produzam receptores para a IL-2 e a proliferagéo e
ativacdo de linfocitos B, neutréfilos, mondcitos e macréfagos, aumentando as
atividades gquimiotéticas e fagocitarias. Também estimula a adeséo de leucocitos,
aumenta a expressdo das moléculas de adesao pelas células endoteliais, inibe a
proliferacdo das células endoteliais, aumenta a ativacdo de coagulacdo, tendo

participacdo na génese da coagulacao intravascular disseminada. A IL-1 estimula,
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ainda, hepatécitos a produzirem proteinas de fase aguda de inflamacéo
(DINARELLO, 1989; VARELLA; FORTES, 2001)

Muitos estudos tém demonstrado que a IL-1 e outras citocinas proé-
inflamatdrias podem também ser responséveis pela mediacdo de sinais do choque
séptico agudo (OHTSUKA et al., 2001). Em bovinos, a administracdo sistémica de
IL-1 pode induzir alguns sinais clinicos associados como febre, inapeténcia e diurese
(GOFF et al., 1992).

As Interleucinas 1a e 13 também tém sido detectadas nas células do leite de
bovinos sadios por meio do RT-PCR. A interleucina 1 € crucial no processo
inflamatorio na glandula mamaéria infundida com endotoxinas e nas mastites naturais
ou experimentais por coliformes (SHUSTER et al., 1997; OKADA et al., 1999).

Nas infeccbes por E. coli, uma importante elevacdo dos niveis de IL-1 tem
sido associado ao influxo de neutrofilos, comprovando seu envolvimento na
quimiotaxia para estas células (SHUSTER et al., 1997). Ohtsuka et al. (2001)
defendem que o papel central da IL-1 neste tipo de mastite poderia inclusive ser
utilizado como um critério para avaliacdo progndstica.

A contribuicdo da IL-1 na resposta a mastite por S. aureus € pouco
significante ou transitoria, o que indica um papel menos importante desta citocina
neste tipo de mastite (RIOLLET; RAINARD; POUTREL, 2001).

25.2.21L-4

A Interleucina 4 (IL-4) € uma citocina pertencente a familia das
hematopoetinas, produzida principalmente pelos linfécitos Th2 e mastdcitos, e em
menores quantidades pelas células Thl (LE et al., 1988). A atividade principal da IL-
4 é determinar o perfil da resposta imune em Th2, portanto entre suas funcdes
efetoras, destacam-se a ativacdo das células B e o aumento da expressdo de
moléculas de MHC classe Il. Nas células B ativadas estimula a sintese de IgE e
IgG1, sendo seu efeito antagonizado por IFN-y (LE et al., 1988). O controle e

ativacdo de eosindfilos e mastocitos também encontra-se entre as fungbes desta
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citocina (LE et al.,, 1988; ELSE; FINKELMAN, 1998; JANEWAY et al., 2002;
WALDVOGEL et al., 2004).

E tipica das respostas Th2, e normalmente associada a alergia e estados
parasitarios, principalmente em infec¢bes por nematoides gastrintestinais (ZAROS;
VIEIRA, 2008).

2.5.2.31L-10

A IL-10, uma importante citocina imunossupressora, € produzida
principalmente por células T CD8+ ativadas o que proporciona a estas células uma
denominacédo alternativa de células T regulatérias (O’'SHEA; MA; LIPSKY, 2002).
Células ThO, Thl, Th2 ativadas, linfocitos B, mastocitos e mondcitos ativados por
LPS também podem produzir IL-10, sendo todas elas fontes menos importantes
desta citocina. Sua sintese pode ser inibida pela IL-4 e também de maneira
autocrina pela propria IL-10 (VARELLA; FORTES, 2001).

Como principais efeitos a IL-10 esta correlacionada a inibicdo da sintese de
outras citocinas, principalmente proé-inflamatérias, como o IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-B.
Tal fato resulta no controle das respostas imunes excessivas a infecgoes, reduzindo
assim o estabelecimento de possiveis doencas imunes (HARTOG et al., 2011). Atua
na inducdo de tolerancia e na regulacdo imune tanto nas repostas inatas como nas
adaptativas inibindo a proliferacdo de células Thl, mas ndo de Th2, diminuindo a
funcdo citolitica e secretoria dos linfécitos Thl e facilitando o desenvolvimento de
resposta Th2. A IL-10 pode também atuar como um fator de co-estimulacdo para a
proliferacdo de mastécitos e crescimento de timdcitos imaturos, agindo como fator
de diferenciacdo para as células T citotoxicas (THOMPSON-SNIPES et al., 1991;
HARTOG et al., 2011).

Inibe células dendriticas residentes nos linfonodos, e ainda induz tolerancia
nestas células. Células apresentadoras de antigenos expostas a IL-10 ocasionam
falhas na inducéo da producéo de IFN-y pelos linfécitos Th1 (HARTOG et al., 2011).
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Em pacientes humanos com sepse, o aumento da IL-10 sérica esta associado
com prognosticos mais pobres e aumento no risco de faléncia multipla de érgéos e
morte (MONNERET; FINCK; VENET, 2004).

2.5.2.4 IFN-y

Interferons sdo um grupo de glicoproteinas que foram originalmente
identificadas com base em sua atividade antiviral, mas que possuem muitas outras
fungbes. Estes chamados "efeitos ndo antivirais” foram sugeridos a partir da
identificacdo de suas fun¢des imunoregulatérias envolvendo tanto a resposta imune
inata quanto a adaptativa (TAYAL; KALRA, 2008).

As IFNs do tipo 1 (IFN-a e IFN-B) induzem atividades antiproliferativas e
antivirais enquanto que os IFNs do tipo 2 (IFN-y) apresentam menor atividade
antiviral porém propriedades imunomodulatérias mais potentes (TAYAL; KALRA,
2008).

As IFN-a e IFN-B s&o produzidas por mondcitos, macrofagos, células
linfoblasticas, fibroblastos e células infectadas por virus (BORDEN, 1992). J4 a IFN-y
€ produzido por muitas células do sistema imune inato e adaptativo incluindo células
NK, linfécitos T CD4+ e T CD8+ (COLTMAN et al.,, 2001; TAYAL; KALRA, 2008;
WACK; OPENSHAW; O'GARRA, 2011).

As IFN exercem seus efeitos através da ligacdo a receptores heterodiméricos
de membrana formados por duas cadeias IFN-R1 e IFN-R2, que iniciam uma série
de eventos de sinalizacédo intracelular. O acionamento das Janus kinases (Jaks)
sinalizam a transducédo e ativacdo da transcricdo da STAT que aciona a via de
sinalizacdo que conduz a ativacao transcripcional de genes (TAYAL; KALRA, 2008;
WACK; OPENSHAW; O'GARRA, 2011).

Interferons (IFN) possuem varias atividades bioldgicas, incluindo ndo apenas
as acbes antivirais como citado anteriormente, mas também a inibicdo do
crescimento e proliferacdo celular, a regulacdo de genes especificos, a modulagéao
da diferenciacdo celular e ativacdo de varios outros tipos celulares no sistema imune
(MURAKAMI et al., 2004).
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O papel das IFNs nas respostas imunes contra as infec¢des virais ja parece
bem estabelecido e sabe-se que ocorre sem que haja acdo direta sobre 0s virus ou
mesmo inibicdo da adsor¢éo do virus na célula. Em vez disso, as IFNs bloqueiam a
multiplicacdo viral pela inibicAo da habilidade transcricional dos &cidos nucleicos
virais (COLTMAN et al.,, 2001; TAYAL; KALRA, 2008; WACK; OPENSHAW;
O’'GARRA, 2011).

Outro importante papel do IFN-y pode ser visto no reforgco da ativagdo da
imunidade mediada por células atuando como fator de inducdo e modificacdo da
imunidade por meio da inibicdo da proliferacdo de células que sintetizam IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13, inducdo da producédo de MHC de classes | e Il e diminuicdo da
producdo de algumas imunoglobulinas (DE MAEYER; DE MAEYER, 1992; SEM,;
LENGYEL, 1992; ZAROS; VIEIRA, 2008).

Nas glandulas mamarias bovinas normais a IFN-y tem sido detectada por
meio da técnica de RT-PCR, e alguns autores como Persson Waller et al. (2003)
afirmam que as concentracbes do IFN-y comumente apresentam-se abaixo dos
niveis de deteccao por teste de ELISA.

Em estudo realizado com 96 amostras de soro lacteo de vacas Holandesas
sadias Hagirawa, Domi e Ando (2008) encontraram niveis significativamente
aumentados de IFN-y no colostro de zero a trés dias pds parto, expressados
fortemente em células T CD8+, todavia sete dias apds o parto, no leite considerado
“‘maduro”, os niveis de IFN-y no soro lacteo foram baixos ou até mesmo
indetectaveis.

A infusdo de glandulas mamarias normais com IFN-y recombinante bovina
possui grande impacto na mobilizacdo de mecanismos imunes especificos,
principalmente na ativacdo e expansao clonal de células T e na producao de IL-2
(SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DE ROSA, 1997).

Nas mastites por coliforme, por outro lado, os niveis de IFN-y encontram-se
significativamente aumentados durante o curso da infecgdo e a IFN-y é encontrada
no soro lacteo e sanguineo de bovinos infectados (HISAEDA et al., 2001).

O tratamento com IFN-y recombinante bovino de quartos mamarios infectados
experimentalmente com E. coli diminui a severidade da infecgdo pelo restricdo do

crescimento bacteriano e reducédo da resposta inflamatéria por meio da inibicdo de
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mediadores inflamatorios endogenos, particularmente do TNF-a nos quartos
infectados (MOORE, 1996).

2.5.2.5 TNF-a

A familia do fator de necrose tumoral estda primariamente envolvida na
regulacdo da proliferacéo e apoptose celular (TAYAL; KALRA, 2008).

O fator de necrose tumoral (TNF-a), uma importante citocina proé-inflamatoria
e multifuncional, foi originalmente descrito na década de 70 (VILCEK; FELDMANN,
2004). Produzido por células Thl e algumas células Th2 o TNF-a pode atuar na
resposta imune celular e humoral (JANEWAY et al., 2002). E também sintetizado por
macrofagos sendo que mondcitos, neutroéfilos e células NK, apos a estimulacdo por
LPS, também possuem esta capacidade (VARELLA; FORTES, 2001).

Sua atividade é mediada por meio de dois funcionalmente diferentes
receptores de superficie celular, TNF-R1 e TNF-R2. TNF-R1 esta ligado as vias de
sinalizacdo associadas com a apoptose, enquanto que TNF-R2 pode induzir a
transcricdo de genes para sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo celular. Apds
sua transcricdo o TNF-a é produzido como memTNF-a, o qual é clivado pela enzima
conversora-TNF para gerar a forma sollvel da TNF-a. A forma soluvel da TNF-a
liga-se preferencialmente ao TNF-R1, enquanto a memTNF-a preferencialmente
liga-se ao TNF-R2 (MAC EWAN, 2002).

O TNF-a estimula a produgdo de colageno, prostaglandinas, quimiocinas e
citocinas, moléculas de adesédo celular e fatores relacionados a reabsorcdo Ossea
(GONCALVES et al.,, 2010). Desempenha papel na resposta imune, atua na
proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como na patogénese de muitas
enfermidades humanas e animais, incluindo doencas autoimunes, inflamatérias,
neuro-degenerativas, diabetes, choque séptico e insuficiéncia cardica congestiva.
Também exibem fungbes relacionadas a modulacdo da producdo e ativacdo
funcional de diversas outras citocinas (GUPTA et al., 2004; TAYAL; KALRA, 2008).

O TNF-a pode ainda induzir a migracdo de mastécitos para o local da

infeccdo. Essa propriedade implica que esta citocina, juntamente com IL-4 e IL-8,
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faca parte de um conjunto de quimiocinas que regulam a resposta migratoria dos
mastoécitos nas inflamacdes mediadas por células Thl e Th2 (OLSSON; TAUB;
NILSSON, 2004).

Considerada por alguns autores como a principal citocina mediadora da
inflamacéo aguda e da atividade plaquetaria possui papel importante na génese da
febre, anemia e caquexia (TAYAL; KALRA, 2008). Em animais de laboratério,
injecdes de TNF, mesmo na auséncia de bactérias, levam a quadro semelhante ao
choque séptico, sugerindo uma importante acdo deletéria quando sintetizado em
guantidades excessivas (KUNKEL et al., 1991).

As demais acdes do TNF sdo semelhantes as da IL-1. As alteracdes
endoteliais, principalmente a perda da funcdo de diminuicdo da coagulagédo, a
atividade quimiotética e estimulo ao metabolismo oxidativo de fagoécitos sao acbes
do TNF compartilhadas com a IL-1. Esta citocina também apresenta a capacidade
de aumentar a expressdo de MHC de classe | e Il (TARTAGLIA et al., 1993).

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a) tem sido detectado e monitorado em
glandulas mamarias bovinas infectadas e sadias. Elevados niveis de TNF-a podem
demonstrar seu papel indispensavel na manutencdo e regulacdo das funcdes
imunologicas das células e fatores envolvidos nas mudancas fisiologicas da glandula
mamaria (SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DE ROSA, 1997).

A infusdo da glandula mamaria normal com TNF-a demonstra uma supressao
reversivel da funcdo lactogénica das glandulas e enfraguece a barreira leite-sangue
com efeito transitério nas respostas inflamatdrias sistémicas. Além disso tais
infusbes promovem ainda o aumento do influxo de neutréfilos para a glandula
mamaria e diminuicdo das concentracdes de certas proteinas do leite como a a-
lactoalbumina e a B-lactoalbumina (WATANABI et al., 2000).

Nas mastites naturais por coliformes infec¢cdes experimentais por E. coli e
glandulas mamarias infundidas com LPS, o TNF-a encontra-se significativamente
aumentado no leite e no soro. No soro, o nivel de TNF-a é apenas extensivamente
elevado nos casos clinicos severos de mastite por coliforme (HISAEDA et al., 2001).

Enterotoxinas de S. aureus estimulam células T na liberacdo de TNF-a e ou
citocinas como a IL-2 e o IFN-y (ALLUWAIMI, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve por objetivo avaliar concentragfes de citocinas no
soro sanguineo e lacteo de vacas naturalmente infectadas pelo VLB, nas diferentes

formas de apresentacao desta enfermidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Quantificar as concentragbes das citocinas IL-13, IL-4, TNF-a e IFN-y no
sangue periférico e soro lacteo obtido de fémeas bovinas naturalmente

infectadas pelo VLB, alinfocitoticas e manifestando linfocitose persistente.

b. Quantificar as concentracdes de IL-10 no soro lacteo de fémeas bovinas

naturalmente infectadas pelo VLB manifestando linfocitose persistente.

c. Verificar possiveis inter-relacbes entre as concentracdes de citocinas no

sangue e no leite destes animais.

d. Analisar se as diferencas encontradas entre as concentracdes séricas e
lacteas das citocinas estudadas sao influenciadas pela acdo do VLB em cada

um dos grupos experimentais.
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CAPITULO 1 — AVALIACAO QUANTITATIVA DAS CITOCINAS IL-1B, IL-4, TNF-a E IFN-y NO
SANGUE E NO LEITE DE VACAS NATURALMENTE INFECTADAS PELO VIRUS DA LEUCOSE

ENZOOTICA DOS BOVINOS.
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4 INTRODUCAO

O virus da leucemia bovina (VLB), um membro da familia Retroviridae,
subfamilia Oncovirinae e género Deltaretrovirus, é o agente etioldgico da Leucose
enzodtica dos bovinos (LEB), uma doenca infectocontagiosa crénica, com ampla
distribuicdo geografica, que acomete os bovinos, comprometendo particularmente o
tecido linféide destes animais (FAUQUET et al., 2004; ASADPOUR; JAFARI, 2010).

Diferentes perfis na producéo de citocinas ocorrem de acordo com o patdégeno
envolvido e podem muitas vezes determinar o curso da doenca, uma vez que
distarbios no equilibrio da producdo e liberagcdo destas proteinas tém papel
significativo no desencadeamento e agravamento de diversas enfermidades
(RIOLLET; RAINARD; POUTREL, 2000; VARELLA; FORTES, 2001).

Muitos dos bovinos infectados pelo VLB sao assintomaticos, todavia
aproximadamente um ter¢co destes podem apresentar linfocitose persistente (LP),
caracterizada pela expanséao policlonal ndo maligna de linfcitos B, e de 0,1 a 10%
destes podem desenvolver as formas tumorais associadas a doenca (SCHWARTZ;
LEVY, 1994).

Sabe-se que 0s virus sdo capazes de interferir com as fun¢fes das citocinas
em varios niveis: podem inibir sua sintese ou processamento, bloquear sua ligacao a
receptores celulares do hospedeiro, interromper eventos celulares iniciados apos
sua ligacdo com receptores especificos e influenciar na natureza da resposta imune
do hospedeiro (Th1l ou Th2) (SMITH, 1996).

Pode-se dizer, enfim, que dados como estes sugerem que a patogénese da
leucose enzoodtica dos bovinos da-se ndo s6 pela propagacdo do virus, mas
também, por mudancas em fatores do hospedeiro, como a resposta imune e em
causa ou consequéncia o microambiente formado pelas citocinas.

Diversos autores defendem que possiveis desbalanceamentos desta rede de
citocinas possam ser responsaveis pela ineficiéncia na eliminacdo viral podendo
inclusive, levar a cronificacdo de processos ou até mesmo a graves lesdes no
hospedeiro quando a acdo destas citocinas € qualitativamente fraca (PETERSON et
al., 2004).
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Associa-se a estas condi¢cdes a presenca de particulas virais, bem como, de
seus efeitos deletérios sobre a producéo e saude da glandula mamaria pela possivel
relacdo entre a infecgdo pelo VLB e a susceptibilidade destes animais a mastite
(RINALDI; LI; CAPUCO, 2010).

Com base neste cenario alicercasse a hipdtese de que diferencas no
microambiente de citocinas moduladas em funcdo da resposta imune ao VLB
possam ser responsaveis pela progressao desta enfermidade em suas variadas
formas de apresentacao.

Com o intuito de verificar tal condicdo objetivou-se a quantificacdo das
concentracfes das citocinas IL-1B, IL-4, IFN-y e TNF-a no soro sanguineo e lacteo
de vacas naturalmente infectadas pelo VLB em suas diferentes formas de
apresentacdo, minimizados outros aspectos de estimulagdo induzida do sistema

imunoldgico que ndo fosse a presenca do préprio virus in vivo.
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5 MATERIAL E METODOS

Para a execucao do presente estudo, as mensurac¢des das concentracdes de
citocinas foram precedidas por fase de triagem dos animais e divisdo dos grupos

experimentais conforme descrito a seguir.

5.1 ANIMAIS UTILIZADOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi dividido em duas fases. Durante a primeira fase foi
realizada triagem de 194 vacas da raca Holandesa, mantidas em sistema de
producdo conforme as exigéncias para a producao de leite do tipo B, localizadas nos
municipios de Tambau — SP e Santa Rita do Passa Quatro — SP. Estes animais
foram avaliados quanto a presenca de infeccdo pelo VLB e classificados com base

nos resultados de hemogramas seriados, de acordo com Kettmann et al. (1987), em:

a. Vacas negativas no sorodiagnéstico de leucose enzootica dos bovinos (Grupo
N);

b. Vacas sororreagentes para leucose enzoodtica dos bovinos e sem linfocitose
persistente (Grupo AL);

c. Vacas sororreagentes para leucose enzodtica dos bovinos com linfocitose

persistente (Grupo LP).

Foram realizados testes de avaliagdo do ubere “ao pé da vaca” (avaliagao fisica
do Ubere e tetos, teste de Tamis e California mastitis test) de cada um dos animais
pertencentes aos grupos experimentais, e, subsequentemente, amostras de leite
foram colhidas e submetidas a contagem de células somaticas e exame
bacteriologico.

Considerou-se como critérios de inclusdo amostral a auséncia de alteracbes ao

exame fisico do Ubere, e demais testes apontados acima, auséncia de tetos
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afuncionais ou antecedentes de tratamento para mastite por no minimo 30 dias,
contagem de células somaticas < 250.000 cél/mL, resultado negativo no exame
bacteriol6gico do leite e estabilidade do perfil hematolégico.

Na segunda fase, os animais selecionados para cada um dos grupos
experimentais tiveram suas amostras de sangue e leite avaliadas para a

concentracdo de citocinas IL-18, IL-4, TNF-a e IFN-y.

5.2 PRIMEIRA FASE

O presente estudo teve sua primeira fase, ou fase de triagem, caracterizada
pela avaliacdo dos parametros hematoldgicos e lacteos necessarios a verificacao
dos critérios de inclusdo amostral e definicdo dos grupos experimentais.

As figuras 3 e 4 expostas abaixo apresentam uma representacao
esquematica do processo de sele¢cdo dos animais bem como da construcdo dos

grupos experimentais sob o ponto de vista hematoldgico e lacteo, respectivamente.
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Figura 3 — Representacdo esquematica das etapas de triagem e formacdo dos grupos experimentais
correlacionadas as amostras de sangue — Sao Paulo — 2012
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N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororeagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororeagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
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Figura 4 — Representacdo esquematica das etapas de triagem e formacado dos grupos experimentais
correlacionados ao Ubere e amostras de leite — Sdo Paulo — 2012
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5.2.1 Colheita de sangue

Foram colhidas de cada um dos animais duas amostras de sangue utilizando
sistema a vacuo?, por venopuncdo coccigea sendo uma em tubo siliconizado, sem

anticoagulante, com capacidade para até 10mL (obtencdo de soro), e outra em tubo

2 Sistema Vacutainer® - Becton Dickinson™, San Diego, CA.
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siliconizado contendo EDTA? dipotassico, com capacidade para até 4mL para a
realizacdo de hemograma.

Apo6s aproximadamente 110 dias da primeira colheita, novas amostras de
sangue foram colhidas para a verificacdo da normalidade no hemograma e alocagéo
das vacas dos grupos N, AL e LP, para tanto foram considerados, como referéncia
para as contagens leucocitarias dos animais, os valores apontados por Kramer et al.
(2000) e Divers e Peek (2008) sumarizados na tabela 1.

Tabela 1 — Valores do leucograma de bovinos sadios, em nimero absoluto e contagem diferencial
relativa, utilizados como referéncia neste estudo — Sdo Paulo — 2012

Leucodcitos

Unidade totai Neutrofilos Linfécitos Eosinéfilos Monbécitos Basofilos
otais
(103/pL) 56-12,7 1,1-57 23-93 0-2,0 0-0,6 0-0,2
% - 15 - 47 45 - 75 0-20 2-7 0-2

Fonte: Kramer et al. (2000); Divers e Peek (2008).

5.2.2 Sorodiagndstico para leucose enzoo6tica dos bovinos

O genoma completo do VLB consiste em uma sequencia de 8.714
nucleotideos e pode ser definida como 5’LTR-gag-pol-env-px-LTR 3’. O gene gag é
altamente conservado e consiste em uma sequencia de 1.178 nucleotideos. Ogene
env do VLB (composto por 1.493 nucleotideos) codifica um percurssor proteico
(gp72), o qual é clivado em gp51, uma proteina imunodominante que serve como
alvo para anticorpos neutralizantes e em gp30 uma proteina transmembrana que
sera responsavel pela entrada do virus na célula (ALKAN et al., 2011)

Para a deteccdo dos anticorpos séricos especificos anti-VLB, foi empregada a

técnica de Imunodifusdo Radial Dupla de Ouchterlony* (Imunodifusdo em Agar gel —

® Ethylenediamine tetraacetic acid — 4cido etilenodiamino tetra-acético
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IDGA) e Kits comerciais® de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay),
utilizando o antigeno glicoprotéico (gp51) extraido do envelope do virus.

Foram consideradas vacas positivas para LEB, aquelas diagnosticadas como
sororreagentes no teste de IDGA (de maior especificidade), e negativas, aquelas

apresentando diagnostico negativo no teste ELISA (de maior sensibilidade).

5.2.3 Andlise hematoldgica

O numero total de leucécitos por microlitro foi mensurado por meio de
contagem automatica (ABC Vet® - ABX™). A contagem diferencial foi realizada por
meio de esfregacos sanguineos corados pela técnica de Rosenfeld (1947) para a

diferenciacéo do padrao leucocitario a microscopia optica.

5.2.4 Colheita de leite

Ap6s a realizacdo do exame fisico da glandula mamaria acrescido da
realizacdo do exame da caneca de fundo escuro e do California mastitis test (CMT),
as amostras de leite foram colhidas em duas aliquotas. A primeira foi destinada a
contagem eletrénica de células sométicas (CECS) e a segunda para 0 exame
bacteriolégico.

* Kit comercial contendo antigeno para diagndstico de Leucose enzodtica dos bovinos — Laboratério TECPAR,
Curitiba, PR.
® Bovine Leukemia Virus Antibody Test Kit® - VRMD, INc., Pulman, WA, USA, n° cat. 284-5.
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5.2.5 Testes ao “pé da vaca”

A avaliacdo clinica dos animais foi realizada por meio do exame fisico da
glandula mamaria e do exame do leite conforme Birgel (2004). Todos os quartos
mamarios foram avaliados por inspecdo do Ubere e dos tetos e palpacdo do
parénquima, tetos e estruturas internas. Animais que apresentaram qualquer tipo de
alteracdo nesta avaliacdo foram considerados ndo aptos a formacdo dos grupos
experimentais.

O leite foi avaliado imediatamente antes da colheita das amostras pelo teste
de Tamis e CMT. O Ubere foi higienizado por meio da imersdo de cada teto em
solucdo antisséptica e a secagem foi realizada com papel toalha individual. Apés
esta higienizacao foi realizado o teste deTamis (DIRKSEN; GRUNDER; STOBER,
1993), observando-se cor, consisténcia e presenca de massa ou grumos. Em
seguida foi realizado o teste de CMT, utilizando detergente comercial especifico®
para este teste (2 mL do reagente em 2 mL de leite), observando-se a intensidade
da reacdo (aumento da viscosidade da mistura leite e reagente) e variacdes do pH
(SCHALM; NOORLANDER, 1957). Neste caso também o0s animais que
apresentaram qualquer tipo de alteracdo na avaliagdo dos testes foram

considerados ndo aptos a formacao dos grupos experimentais.

5.2.6 Contagem eletrénica de células somaticas (CECS)

As amostras de leite encaminhadas para a CECS foram colhidas em frascos,
com capacidade de 50 mL, contendo o conservante Bronopol. O material foi
acondicionado em caixas e enviado para analise no Laboratério de Fisiologia da

Lactacdo do Departamento de Fisiologia do Centro de Tecnologia para o

® Reativo especifico, marca: Fatec®
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Gerenciamento da Pecuaria de Leite da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” (ESALQ-USP), Piracicaba — SP.

Conforme descrito anteriormente 0s animais que apresentaram contagem de
células somaticas = 250.000cél/mL em qualquer uma das quatro glandulas

mamarias foram consideradas nao aptos a formacao dos grupos experimentais.

5.2.7 Exame bacterioldgico

Para o exame bacterioldgico foi realizada a antissepsia do teto de acordo com
o National Mastitis Council (OLIVER et al.,, 2004). As amostras de leite foram
acondicionadas, em frascos estéreis especificos, sob refrigeracdo até a chegada no
laboratario.

As amostras de leite foram analisadas no Laboratério de Bacteriologia e
Micologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
(VPS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo.

No laboratorio, as amostras de leite foram congeladas para posteriormente
serem semeadas em placas de Petri contendo meio de agar-sangue de carneiro
(agar base’ acrescido de 7% de sangue de carneiro) e agar Sabourand-dextrose® e
incubadas (37°C por 24 e 72 horas) (BAUER et al., 1966). Para as amostras de leite
com crescimento bacteriano foi feita a identificacdo das bactérias por meio de provas
bioquimicas (LENNETE; BALOWS,; HANSLER, 1985), seguida da classificacdo
estabelecida por Krieg e Holt (1994) e Murray et al. (1999).

Somente 0s animais que apresentaram cultura negativa para as quatro
glandulas mamarias foram considerados aptos a formacdo dos grupos

experimentais.

"Blood agar base — Oxoid Hampshire — U.K.
8 Sabourand dextrose Agar — Oxoid Hampshire — U.K.
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5.3 SEGUNDA FASE

Para a segunda fase deste experimento foram selecionadas quatro vacas do
grupo negativo, trés vacas do grupo AL e quatro vacas do grupo LP. Nesta fase
foram avaliadas as amostras de sangue e de leite de cada um dos animais para a
quantificacdo do perfil de citocinas dos onze animais selecionados.

A figura 5 apresenta representacdo esquemaética do experimento.

Figura 5 — Representacdo esquematica da etapa de avaliagdo das concentra¢des de citocinas lacteas
e séricas — Sao Paulo — 2012
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5.3.1 Colheita de sangue

Foram colhidas de cada vaca, trés amostras de sangue, sendo duas em tubo
sem anticoagulante para a confirmacdo do sorodiagnéstico da LEB e separagédo do
soro para posterior quantificacdo das citocinas séricas e outra em tubo com EDTA
dipotassico para a realizacdo de hemograma (mesmos procedimentos descritos nos
itens 5.2.2 e 5.2.3).

5.3.1.1 Quantificacdo de citocinas

As amostras de sangue foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e o
soros obtidos a partir desta foram congelados em tubos do tipo eppendorf’ e
armazenados a -40° C até o momento da realizacao dos testes.

Para a determinacdo das quantidades séricas das citocinas IL-18, IL-4, TNF-a
e IFN-y nas amostras obtidas dos animais dos diferentes grupos experimentais
foram utilizados kits comerciais de ELISA seguindo os protocolos e determinacoes
dos fabricantes (Interleukin-1 Beta Human, Biotrack Easy System'’; Bovine
Interleukin-4 Screening Set'': TNF-a Human, Biotrack Easy ELISA Kit'?; IFNy
Human, Biotrack ELISA System®?).

° Eppendorf microtube 3810

19 GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n°. code RPN2751

! pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA; n°. code ESS00331
12 GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n°. code RPN5967

13 GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n° code RPN2787
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5.3.2 Colheita de leite

Apés as avaliacdes da glandula mamaria acrescidas do exame do préprio
leite (BIRGEL, 2004) foram coletados 50 mL de leite em frascos de plastico estéril

por glandula mamaria de cada um dos animais inclusos nos grupos experimentais.

5.3.2.1 Quantificacdo de citocinas

As amostras de soro lacteo foram obtidas por meio de centrifugacéo do leite a
1.500 rpm por 10 minutos. Em seguida a camada de gordura formada foi removida e
0 soro lacteo armazenado em tubos tipo eppendorf** a -80° C até o momento do
descongelamento e quantificacdo das citocinas (KOESS; HAMANN, 2008).

Para a determinacdo das quantidades lacteas das citocinas IL-18, IL-4, TNF-a
e IFN-y nas amostras obtidas dos animais dos diferentes grupos experimentais
foram utilizados kits comerciais de ELISA seguindo os protocolos e determinacoes
dos fabricantes (Interleukin-1 Beta Human, Biotrack Easy System®®; Bovine
Interleukin-4 Screening Set'®: TNF-a Human, Biotrack Easy ELISA Kit'"; IFNy
Human, Biotrack ELISA System®).

4 Eppendorf microtube 3810

1> GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n°. code RPN2751

1% pjerce Biotechnology, Rockford, IL, USA; n°. code ESS00331
" GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n°. code RPN5967

'8 GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n°. code RPN2787
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5.4 ANALISE ESTATISTICA

As andlises das variaveis quantitativas sdo apresentadas em tabelas com
média, mediana, desvio-padrdo, valor minimo e maximo e P-valor. Para as
comparacdes entre 0s grupos utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
para verificar se existe pelo menos um grupo diferente dos demais. Nos casos em
gue estes apresentaram-se significativos foi utilizado “pds-teste” para verificar onde
ocorreu tal diferenca.

O nivel de significancia aplicado nos testes foi de 5% (P<0,05), sempre
considerando hipéteses alternativas bicaudais.

Para tais andlises, foi utilizado o software estatistico SPSS®, versdo 18%°.

19 SpSS® — IBM™, Chicago, IL, USA
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6 RESULTADOS

Os resultados das analises das amostras tanto do sangue quanto do leite séo
agui apresentados em duas etapas. Na primeira etapa estdo expostos os resultados
descritivos das analises de toda a populacdo submetida aos critérios de incluséao
amostral para a composi¢cdo dos grupos experimentais. Na segunda etapa estao
apresentados os resultados das quantificacdes do perfil de citocinas no sangue e no

leite dos animais selecionados e inclusos em cada um dos grupos experimentais.

6.1 ANALISE DESCRITIVA

Conforme apresentado no delineamento para composicdo dos grupos
experimentais as vacas foram submetidas a etapa de triagem e os resultados

obtidos seguem abaixo.

6.1.1 Triagem

Foram colhidas amostras de sangue de 194 vacas da raca Holandesa preto e
branco pertencentes a rebanhos comerciais de producéo de leite tipo B, do Estado
de S&o Paulo, em condi¢cdes semelhantes de manejo sanitario. Na primeira fazenda
localizada na cidade de Tambadu, foram colhidas amostras de sangue de 149 vacas
e na segunda fazenda, localizada na cidade de Santa Rita do Passa Quatro, foram
colhidas amostras de sangue de 45 vacas.

Das 194 vacas, 98 (50,50%) foram positivas e dez (5,20%) foram negativas
para a pesquisa de anticorpos anti-gp51 do VLB nos testes de ELISA e IDGA. As 86
(44,30%) vacas restantes ndo atenderam ao critério de inclusdo amostral quanto ao

sorodiagnaostico, apresentando-se negativas na IDGA e/ou positivas no ELISA.
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A distribuicdo populacional da amostra com base no sorodiagnéstico para a

LEB apontada acima encontra-se representada no grafico 1.

Gréafico 1 — Distribuicdo dos animais avaliados durante o periodo de triagem de acordo com os
resultados no sorodiagnéstico para leucose enzodtica dos bovinos — Sao Paulo — 2012
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Com o objetivo de identificar as vacas positivas ao VLB que apresentaram
linfocitose persistente e de confirmar a ndo sororreatividade e a normalidade do
hemograma das demais vacas, apos 110 dias da colheita inicial das amostras de
sangue foi realizada uma segunda triagem. Foram consideradas vacas com LP
aguelas com contagem total de linfocitos superior a 10 x 103/yL e a contagem de
leucécitos superior a 15 x 103/uL conforme critérios estabelecidos por Brenner,
Avidar e Lahav, (2007). A divisdo dos animais triados para este estudo segundo 0s
critérios apontados por Brenner, Avidar e Lahav (2007) encontra-se representada no
gréfico 2.

Os valores das médias, dos desvios padrdo, das medianas e dos valores
minimo e maximo, absolutos e relativos dos leucocitos e dos linfocitos das amostras
negativas e positivas para a LEB obtidas no primeiro e segundo hemograma estéao

expressos na tabela 2 abaixo.



75

Tabela 2 — Valores das médias, medianas, desvios-padrées, minimo e maximo absolutos e relativos
dos leucdcitos e linfécitos das amostras de sangue dos animais triados durante o estudo —

Sé&o Paulo — 2012

Grupos
Negativo Positivo
Média 11,38 14,71
Leucocitos Desvio Padrédo (x2,49) (x7,40)
(x103)/uL Mediana 11,85 13,00
Valores (Minimo - Maximo) (6,90 - 15,40) (4,10 - 49,30)
absolutos Média 7,00 10,01
Linfocitos Desvio Padrao (x2,24) (+6,64)
(x103)/uL Mediana 6,78 8,52
Primeira (Minimo - Maximo) (4,65 -12,16) (2,05 - 41,41)
triagem Média 59,20 61,76
Linfécitos Desvio Padrédo (£ 13,24) (+13,65)
(%) Mediana 61,00 63,50
Valores (Minimo - Maximo) (38,00 - 75,00) (24,00 - 85,00)
relativos Média 2,60 3,22
Linfécitos Desvio Padréo (+1,89) (+2,19)
atipicos
(%) Mediana 2,50 3,00
(Minimo - M&ximo) (0,00 - 5,00) (0,00 - 10,00)
Total de amostras de sangue 10 98
N AL LP
Média 9,14 9,27 22,48
Leucocitos Desvio Padrédo (x2,12) (x2,02) (£3,75)
(x103)/uL Mediana 9,00 9,65 21,10
Valores (Minimo - M&ximo) (5,40 - 13,10) (4,30-12,10) (17,40 - 29,00)
absolutos Média 5,72 5,67 16,82
Linfocitos Desvio Padrédo (+1,43) (+1,90) (+4,05)
(x103)/uL Mediana 5,31 5,68 16,28
Segunda (Minimo - Maximo) (3,51 - 8,64) (1,93-10,28) (10,71 - 24,94)
Triagem Média 60,11 57,25 61,98
Linfécitos Desvio Padréo (x 10,06) (x11,69) (x26,93)
(%) Mediana 61,00 56,50 76,00
Valores (Minimo - Maximo) (44,00 - 76,00) (29,00 - 83,00) (0,78 - 79,00)
relativos Média 3,00 3,14 4,67
Linfocitos Desvio Padréo (+2,12) (+2,01) (+3,00)
atipicos
(%) Mediana 3,00 3,00 6,00
(Minimo - Maximo) (0,00 - 7,00) (0,00 - 7,00) (0,00 - 8,00)
Total de amostras de sangue 9 28 9

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
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Grafico 2 — Divisdo dos animais triados de acordo com 0s grupos experimentais definidos — Séo
Paulo — 2012

Divisédo dos animais triados segundo os critérios de Brenner,
Avidar e Lahav (2007)

mNegativas =AL ®LP

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

6.1.2.1 Amostras de sangue

Atendidos os critérios de inclusdo amostral, onze vacas foram selecionadas e
alocadas nos respectivos grupos, a saber: quatro vacas negativas na pesquisa de
anticorpos para o VLB (Grupo N); trés vacas sororreagentes e sem linfocitose
(Grupo AL) e quatro vacas sororreagentes e manifestando linfocitose persistente

(Grupo LP), como pode ser visto no grafico 3.
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Grafico 3 — Divisdo dos animais triados de acordo com 0s grupos experimentais definidos para este
estudo — Sdo Paulo — 2012

Divisao dos grupos experimentais

E Negativas =AL ®=LP

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

Os valores das médias, desvios-padrao, medianas e dos valores minimos e
méaximos absolutos e relativos dos leucdcitos e dos linfocitos das amostras de
sangue das vacas utilizadas no experimento estdo descritas na tabela 3. O grafico 4
demonstra os valores citados na tabela 3 quanto aos leucdcitos divididos com base

Nos grupos experimentais.
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Tabela 3 — Valores das médias, medianas, desvios-padrao, minimo e maximo absolutos e relativos

dos leucdcitos e linfécitos das amostras de sangue das vacas utilizadas no experimento —
Séo Paulo — 2012

Grupos
N AL LP
Média 8,73 11,67 23,05
Leucdcitos Desvio Padréo (x2,65) (x2,63) (x2,64)
(x103)/uL Mediana 8,45 10,20 23,35
Valores (Minimo - M&ximo) ~ (6,30 - 11,70) (10,10 - 14,70) (20,00 - 25,50)
absolutos —
Média 4,63 571 17,09
Linfécitos Desvio Padrédo (£0,94) (x7,07) (£3,16)
(x103)/uL Mediana 4,40 8,53 17,18
(Minimo - M&ximo) (3,75 -5,97) (5,71 - 8,53) (14,11 - 19,89)
Média 52,25 52,33 61,00
Linfécitos Desvio Padrédo (x10,59) (x11,50) (x14,31)
(%) Mediana 51,00 52,00 60,00
Valores (Minimo - Maximo) (41,00 - 66,00) (41,00 - 64,00) (46,00 - 78,00)
relativos Média 2,75 9,00 12,75
Linfécitos Desvio Padréao (x0,96) (£5,20) (x11,87)
atipicos (%) Mediana 2,50 6,00 12,50
(Minimo - M&ximo) (2,00 - 4,00) (6,00 - 15,00) (0,00 - 26,00)
Total de amostras de sangue 4 3 4

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
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Grafico 4 — Representacdo dos valores dos leucocitos das amostras de sangue das vacas utilizadas

durante o experimento divididas de acordo com 0s grupos experimentais — Sao Paulo —
2012
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N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

Conforme demonstrado na tabela 4 e grafico 4 as medianas dos leucdcitos

(x103)/uL foram 8,45 para o grupo negativo, 10,20 para o grupo AL e 23,35 para o
grupo LP.

6.1.2.2 Amostras de leite

Conforme os critérios de inclusdo amostral estabelecidos, todos os onze
animais inclusos neste experimento apresentaram exame fisico da glandula mamaria
com caracteristicas compativeis a Uberes sadios e teste de Tamis, California mastitis
test (CMT) e exame bacteriolégico dentro dos padrées de normalidade para a
espécie. A CECS foi realizada no Laboratorio de Fisiologia da Lactacdo do

Departamento de Fisiologia do Centro de Tecnologia para o Gerenciamento da
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Pecuaria de Leite da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ-

USP), Piracicaba — SP e os resultados descritivos encontram-se na tabela 4 abaixo.

Tabela 4 — Resultados médios, medianos, desvios-padrdao, minimo e maximo (CCS/mL) das
quantidades de células somaticas verificadas nas 11 vacas da raca Holandesa Preto e
Branco, separadas em funcéo do grupo experimental — Sdo Paulo — 2012

Grupos
N AL LP
Média 37.125 72.166 44,583
Desvio Padrédo (x42.456) (£79.639) (x61.600)
CCS Mediana 18.000 38.500 15.500
(Minimo - M&ximo) (2.000 - 131.000) (1.000 - 139.000) (1.000 - 208.000)
Total de amostras 16 12 16

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

6.2 AVALIACAO DO PERFIL DE CITOCINAS

6.2.1 Perfil sérico de citocinas

As concentracfes séricas das citocinas IL-1B, IL-4, TNF-a e IFN-y foram
realizadas empregando-se kits comerciais para ELISA. Os resultados obtidos séo
apresentados na forma de média, mediana, desvios-padrdo, valores minimos e

maximos e P-valor para cada grupo experimental na tabela 5 abaixo.
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Tabela 5 — Resultados médios, mediana, desvio-padrao, minimo, maximo (pg/mL) e valor de P das
quantidades séricas de IL-1B, IL-4, TNF-a e IFN-y verificadas nas 11 vacas da raga
Holandesa Preto e Branco, separadas em funcéo do grupo experimental — Sdo Paulo —

2012
Grupos
_ P-valor
Negativo AL LP
Média 4,38 2,63 1,53
Desvio-padrao (x6,32) (x1,46) (= 0,88)
IL-18 Mediana 1,372 1,982 1,112 0,3126
Minimo — Maximo (0,91 - 13,85) (1,61 - 4,30) (1,04 - 2,85)
n 4 3 4
Média 5,49 0,64 1,61
Desvio-padrao (£ 9,94) (x0,23) (x1,86)
IL-4 Mediana 0,572 0,522 0,742 0,5197
Minimo — Maximo (0,43 - 20,40) (0,50 - 0,90) (0,57 - 4,39)
n 4 3 4
Média 10,06 96,50 7,74
Desvio-padrao (x4,25) (x154,7) (x1,03)
TNF-a Mediana 9,942 7,932 7,652 0,8989
Minimo — Maximo (5,66 - 14,70) (6,43 - 275,12) (6,57 - 9,09)
n 4 3 4
Média 1,12 0,42 0,41
Desvio-padrao (x1,39) (x 0,00) (x 0,03)
IFN-y Mediana 0,462 0,422 0,412 0,4379
Minimo — Maximo (0,37 -3,21) (0,42 - 0,42) (0,37 - 3,21)
n 4 3 4

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB

AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
Letras mindsculas diferentes indicam diferenga entre as colunas (P<0,05)
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Figura 6 — Representacdo grafica das citocinas séricas divididas de acordo com o0s grupos
experimentais — S&do Paulo — 2012
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N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

A tabela 6 e a figura 6 apresentadas evidenciam que ndo houve diferenca
estatisticamente significante a 5% entre 0s grupos experimentais para o perfil de
citocinas séricas testado. No entanto optou-se por manter os dados, mesmo
demonstrando auséncia de fendbmeno em funcdo da escassez de informacdes deste

tipo na literatura consultada.
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As concentracfes lacteas das citocinas IL-1B, IL-4, TNF-a e IFN-y foram

realizadas empregando-se kits comerciais para ELISA. Os resultados obtidos sé&o

apresentados na forma de média, mediana, desvios-padrdo, valores minimos e

maximos e P-valor para cada grupo experimental na tabela 6 abaixo.

Tabela 6 — Resultados médios, mediana, desvio-padrdo, minimo, méximo (pg/mL) e valor de P das
guantidades lacteas de IL-1B, IL-4, TNF-a e IFN-y verificadas nas 11 vacas da raga
Holandesa Preto e Branco, separadas em fungdo do grupo experimental — Sdo Paulo —

2012
Grupos
P-valor
Negativo AL LP
Média 0,78 0,86 0,86
Desvio-padréao (x0,39) (£ 0,09) (x0,16)
IL-1B Mediana 0,57 0,83" 0,91% 0,0335
Minimo — Maximo (0,51 -1,61) (0,76 - 1,04) (0,60 - 1,18)
n 16 12 16
Média 0,68 0,45 1,31
Desvio-padréao (x0,21) (£ 0,10) (x1,57)
IL-4 Mediana 0,612 0,45° 0,65 0,0006
Minimo — Maximo (0,47 -1,20) (0,31 - 0,68) (0,38 - 6,10)
n 16 12 16
Média 6,06 6,85 26,94
Desvio-padréo (x1,76) (= 0,64) (x 46,87)
TNF-a Mediana 5,66° 6,89% 7,19° 0,0281
Minimo — Maximo  (4,09-9,52) (5,79-8,05) (4,88 - 185,57)
n 16 12 16
Média 0,62 0,42 4,09
Desvio-padréao (x0,43) (£ 0,06) (x7,39)
IFN-y Mediana 0,40% 0,39° 0,53 0,0548
Minimo — Maximo (0,28 -1,50) (0,36 -0,54) (0,32 - 27,00)
n 16 12 16

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB

AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

Letras mindsculas diferentes indicam diferenca entre as colunas (P<0,05)
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Observa-se que houve diferenca estatisticamente significante a 5% entre os
grupos experimentais nas citocinas IL-1 (P=0,00335), IL-4 (P=0,0006) e TNF-a
(P=0,0284). No caso da IFN-y houve diferenca estatisticamente significante a 5,5%
indicando tendéncia de diferenca entre os grupos (P=0,0548).

Os valores e comportamentos que representam as concentracdes lacteas das
citocinas quantificadas divididas por grupo experimental sdo aqui apresentadas nos
graficos 5, 6, 7 e 8.

Gréfico 5 — Representacéo gréfica das concentracdes de IL-1f divididas de acordo com os grupos
experimentais — S&do Paulo — 2012
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N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
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Gréfico 6 — Representacdo gréafica das concentracbes de IL-4 divididas de acordo com 0s grupos

experimentais — S&do Paulo — 2012
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N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

Gréfico 7 — Representagéo grafica das concentragdes de TNF-a divididos de acordo com 0s grupos

experimentais — S&o Paulo — 2012
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N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
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Grafico 8 — Representacao grafica das concentracfes de IFN-y divididos de acordo com os grupos

experimentais — S&do Paulo — 2012
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N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororeagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente

LP: vacas sororeagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

Para verificar quais os grupos diferenciais foram realizadas as comparacdes

multiplas expostas a seguir nas tabelas 7, 8, 9 e 10.

Tabela 7 — Comparacdo multipla para IL-1B mensuradas nas 11 vacas da raga Holandesa Preto e
Branco, separadas em funcéo dos grupos experimentais — S&o Paulo — 2012

Grupo Grupo P-valor
Negativo LP 0,1104
Negativo AL 0,0846

LP AL 0,9509

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

Apesar da diferenca estatistica apontada entre os trés grupos avaliados no

teste de Kruskal-Wallis (P=0,00335) néo foi possivel identificar no pos-teste

diferenca a 5 % entre nenhum dos grupos testados.

As concentracdes de IL-1B que apresentaram-se mais proximas de definir

diferenca estatistica a 5 % foram aquela obtidas entre os grupos Negativo e AL

(P=0,0846).
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N&o houve diferenca entre os grupos Negativo e LP (P=0,1104) ou mesmo
entre o grupo LP e o AL (P=0,9509). Sendo as concentracdes de IL-1 maiores nos
grupos LP e AL e menores no grupo Negativo (mediana de 0,91 pg/mL, 0,83 pg/mL

e 0,57 pg/mL, respectivamente).

Tabela 8 — Comparagdo multipla para IL-4 mensuradas nas 11 vacas da raga Holandesa Preto e
Branco, separadas em funcéo dos grupos experimentais — S&o Paulo — 2012

Grupo Grupo P-valor
Negativo LP 0,9402
Negativo AL <0,0001

LP AL 0,0002

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

As concentracfes lacteas de IL-4 apresentaram diferenca estatisticamente
significante a 5% entre o grupo AL e os grupos Negativo e LP (P=<0,0001 e 0,0002,
respectivamente). Nao houve diferenga entre as amostras do grupo Negativo e LP.
Sendo as concentracdes de IL-4 maiores nos grupos Negativo e LP e menores no
grupo AL (mediana de 0,61 pg/mL, 0,65 pg/mL e 0,45 pg/mL, respectivamente).

Tabela 9 — Comparagdo multipla para TNF-a mensuradas nas 11 vacas da raga Holandesa Preto e
Branco, separadas em funcéo dos grupos experimentais — S&o Paulo — 2012

Grupo Grupo P-valor
Negativo LP 0,0261
Negativo AL 0,1309

LP AL 0,6043

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

No caso do TNF-a as concentragdes lacteas apresentaram diferenca
estatisticamente significante a 5% entre o grupo Negativo e o grupo LP (P=0,0261).
N&o houve diferenca entre as amostras do grupo Negativo e AL, bem como entre o

grupo AL e LP. Sendo as concentracbes de TNF-a maiores nos grupos AL e LP e
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menores no grupo Negativo (mediana de 6,89 pg/mL, 7,19 pg/mL e 5,66 pg/mL,

respectivamente).

Tabela 10 — Comparacao multipla para IFN-y mensuradas nas 11 vacas da ragca Holandesa Preto e
Branco, separadas em funcéo dos grupos experimentais — Sdo Paulo — 2012

Grupo Grupo P-valor
Negativo LP 0,2357
Negativo AL 0,9993

LP AL 0,0226

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

No caso da IFN-y se considerarmos que houve tendéncia de diferenca
estatistica a 5,5%, como apresentado na tabela 8, os grupos diferenciais seriam o
grupo AL e o grupo LP (P=0,0226). Nao houve diferenca entre as amostras do grupo
Negativo e os demais grupos. Sendo as concentracdes de IFN-y maiores nos grupos
Negativo e LP e menores no grupo AL (mediana de 0,40 pg/mL, 0,53 pg/mL e 0,39
pg/mL, respectivamente). Contudo, vale ressaltar que neste caso os valores de
medianas apresentados para 0s animais negativos e AL sdo muito pouco diferentes
(P=0,9993).

6.2.3 Comparacdo entre os perfis sérico e lacteo de citocinas

As diferencas entre as concentracdes das citocinas estudadas no sangue e

no leite (variavel delta) estdo apresentadas na tabela 11 abaixo.
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Tabela 11 — Comparacao entre as concentracdes das citocinas séricas e lacteas obtidas da totalidade
dos animais selecionados neste estudo — S&o Paulo — 2012

Sangue Leite Delta Prvalor
Média 2,86 0,83 2,03
Desvio-padrao (x3,78) (x 0,26) (x3,52)
IL-1B Mediana 1,42% 0,82° 0,60 <0,0001
Minimo — Maximo (0,91 — 13,85) (0,51 —1,61) (0,40 - 12,24)
n 11 44 11
Média 2,75 0,84 191
Desvio-padrao (£ 5,96) (= 1,00) (= 4,96)
IL-4 Mediana 0,68 0,58° 0,10 0,3326
Minimo — Maximo (0,43 - 20,40) (0,31 -6,10) (0,10 - 14,30)
n 11 44 11
Média 32,79 13,86 18,93
Desvio-padrao (+ 80,41) (x 29,45) (+ 50,96)
TNF-a Mediana 7,65 6,79 0,86 0,0264
Minimo — Maximo (5,66 — 275,12) (4,09 — 185,57) (1,57 — 89,55)
n 11 44 11
Média 0,67 1,82 -1,15
Desvio-padrao (£ 0,84) (x4,70) (+ 3,86)
IFN-y Mediana 0,42° 0,472 -0,05 0,5484
Minimo — Maximo (0,37 — 3,21) (0,28 —27,00) (0,09 — (-23,79))
n 11 44 11

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB

AL: vacas sororeagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororeagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
Letras minusculas diferentes indicam diferenca entre as colunas (P<0,05)

Conforme observa-se na tabela 11 apresentada acima as medianas das
concentracdes de citocinas no sangue foram maiores do que aquelas encontradas
no leite nos casos da IL-1B, IL-4 e TNF-a, sendo que para IFN-y a mediana da
concentracdo lactea foi maior do que a sanguinea, porém sem significancia
estatistica (P=0,5484).

Houve diferenca significante a 5% para a IL-18 (P<0,0001) e para TNF-a
(P=0,0264).

As medianas aqui citadas encontram-se representadas no grafico 9.
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Gréfico 9 — Representagéo gréafica das concentragfes das citocinas séricas e lacteas (pg/mL) de toda
a populacgéo testada — S&o Paulo — 2012
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Comparada a variavel delta (sangue — leite) dividida de acordo com 0s grupos
experimentais ndo encontrou-se diferencas significativas a 5 %, como pode ser
observado na tabela 12 e gréficos 10, 11 e 12 abaixo.
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Tabela 12 — Contribuicdo dos grupos experimentais para formacéo do delta entre as concentracdes
de citocinas no leite e no sangue dos animais — Sao Paulo — 2012

Grupos
_ P-valor
Negativo AL LP
Média 3,81 1,75 0,68
Desvio-padréo (+6,3) (x1,38) (x1,02)
IL-1B Mediana 0,832 1,182 0,232 0,2274
Minimo — Maximo (0,33 - 13,25) (0,75 - 3,32) (0,07 - 2,20)
n 4 3 4
Média 4,8 0,16 0,30
Desvio-padréo (£9,74) (x0,13) (x2,62)
IL-4 Mediana 02 0,152 0,122 0,8243
Minimo — Maximo (-0,22 - 19,41) (0,04 - 0,29) (-2,72 - 3,67)
n 4 3 4
Média 4,34 90,33 0,16
Desvio-padréo (£ 5,5) (x 155,45) (+ 3,65)
TNF-a Mediana 4,142 0,932 1,142 0,7499
Minimo — Maximo ~ (-1,03-10,11) (0,22 -269,83)  (-4,98 - 3,35)
n 4 3 4
Média 0,73 0,02 -0,25
Desvio-padréo (£ 1,45) (£ 0,03) (£ 0,44)
IFN-y Mediana 0,074 0,012 -0,092 0,4169
Minimo — M&ximo (-0,12 - 2,89) (0,00 - 0,05) (-0,90 - 0,07)
n 4 3 4

N: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB

AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
Letras minusculas diferentes indicam diferenca entre as colunas (P<0,05)
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Gréfico 10 — Representacdo gréfica da varidvel delta (sangue-leite) de citocinas no grupo

experimental Negativo — Sao Paulo — 2012
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Grafico 11 — Representacdo grafica da variavel delta (sangue-leite) de citocinas no grupo

experimental AL — Sdo Paulo — 2012
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AL: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB sem linfocitose persistente



Gréfico 12 — Representacdo grafica da variavel delta (sangue-leite)

experimental LP — Sdo Paulo — 2012
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7 DISCUSSAO

7.1 TRIAGEM

Com o intuito de investigar possiveis interferéncias que a LEB possa causar
aos principais sistemas imunitarios, sistémicos e das glandulas mamarias
isoladamente, de animais naturalmente infectados pelo VLB, o presente estudo
buscou homogeneizar os grupos para nao tendenciar variagcdes causadas por outros
fatores de estimulacdo que nao fossem a presenca do virus, como diferencas no
manejo dos animais, sejam estas comportamentais, nutricionais, edafocliméaticas,
sanitarias ou outras.

Duas propriedades produtoras de leite B localizadas na regido nordeste do
estado de S&o Paulo foram avaliadas e 194 vacas submetidas a um relativamente
longo periodo de triagem (aproximadamente quatro meses). Depois de verificados e
atendidos todos os critérios de inclusdo estabelecidos e descritos no capitulo de
material e métodos desta dissertacdo, foi realizada a selecdo de onze animais
distribuidos em trés grupos, a saber: negativo, contendo quatro animais, positivos e
alinfocitéticos, contendo trés animais, positivos manifestando linfocitose persistente
(LP), contendo mais quatro animais, para a quantificacdo das concentracdes de IL-
1B, IL-4, TNF-a e IFN-y nas amostras de sangue e soro lacteo.

Consideraram-se negativas para a LEB as vacas nao sororreagentes no teste
de ELISA, e como positivas as sororreagentes no teste de IDGA. Esta estratégia nao
traz grandes novidades, porém difere de outros estudos onde o diagndstico para a
LEB procedeu-se exclusivamente por IDGA. O emprego destas técnicas associadas
ja vem sendo utilizada por esta equipe a algum tempo visando evitar resultados
falso-negativos e falso-positivos (AZEDO, 2010; SOUZA, 2010; BLAGITZ, 2011).

O indice de prevaléncia da doencga encontrado durante este estudo foi de
50,50%, valor que nao difere de outros relatos de pesquisadores que utilizaram a
mesma técnica de sorodiagnostico (IDGA), em rebanhos leiteiros brasileiros
tecnificados (BIRGEL JUNIOR et al., 1995; AZEDO, 2010; BLAGITZ, 2011). Ja o

indice de animais manifestando linfocitose persistente foi de 36,36% do total de
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animais positivos, avaliados durante a triagem, e 27,27% manifestavam o status de
alinfocitoticos. Estes valores também ficaram proximo aos encontrados por outros
pesquisadores desta equipe, e ndo diferem de varios outros relatados que sugerem
que até 33% dos animais acometidos manifestardo este status de LP ao longo de
suas vidas (SCHWARTZ; LEVY, 1994; STOBER, 2005; MORATORIO et al., 2010;
INOUE et al., 2011; ERKISNE et al., 2012).

Ressalta-se neste cenario que a forte pressdo de selecdo dos animais
imposta para este estudo pode anular em parte um dos principais efeitos cogitados
para o VLB no que tange o aumento da susceptibilidade dos bovinos infectados a
outras enfermidades, inclusive a mastite, cuja estreita relacdo com a LEB ja foi
descrita por Rinaldi, Li e Capuco (2010).

Dados néo publicados obtidos por este grupo apontam a mastite como uma
importante variavel de confusdo na leitura da sinalizacdo realizada pelas citocinas
em animais sororreagentes ou ndo ao VLB. Testes estatisticos hierarquizados
sugerem significativa diferenca no perfil de citocinas estudado quando a mastite n&o
foi eliminada da amostra.

Fatos como estes justificam a opgao de trabalho com um “n” reduzido porém
sem a presenca desta variavel de confusdo nas amostras estudadas.

Outro ponto a ser considerado neste sentido € que se tratarmos cada um dos
quartos mamarios como entidades isoladas, como sugerido por Sordillo, Shafer-
Weaver e De Rosa (1997), o valor pratico do “n” para as avaliagdes lacteas
realizadas seria de 16, 12 e 16 para os grupos Negativo, AL e LP, respectivamente.

Vale frisar que o efeito da individualidade dos animais ndo seria amenizado
por esta linha de raciocinio.

Para este estudo, como citado anteriormente, a proposta centrou-se fielmente
sobre a avaliagdo da resposta imunitaria na presenca do VLB minimizados outros

fatores ou estimulos controlaveis ao sistema imune dos animais.
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7.2 PERFIL DE CITOCINAS

7.2.1 Perfil sérico de citocinas

Uma das teorias que se propdem a esclarecer a génese e progressao da
enfermidade nos animais acometidos pelo VLB baseia-se sobre a afirmacéo de que
uma mudanga no padréo da resposta imune celular (Th1) para humoral (Th2), bem
como a taxa viral estabelecida durante o processo infeccioso, possam estar
envolvidas com a progressao da enfermidade (PYEON; O’'REILLY; SPLITTER, 1996;
MURAKAMI et al., 2011).

Por consagragdo o que tem sido apontado de forma mais constante e
consistente na literatura cientifica acerca do comportamento das citocinas séricas
selecionadas para este estudo (IL-1B, IL-4, TNF-a e IFN-y) pode ser visualizado em
estudos como os de Azedo (2010) onde os resultados das concentracdes de TNF-a
foram maiores no grupo LP do que nos grupos AL e negativo (P<0,01).

Fato que pode ser justificado sobre a afirmacéo de Kabeya, Ohashi e Onuma
(2001) que sugerem que em microambientes balizados por respostas imunes
preponderantemente marcados por citocinas Th2 o aumento da IL-10 possa ser
responsavel pela acdo do TNF-a sobre os receptores da superficie celular
determinando a génese da LP, destaca-se que desta forma o TNF-a agiria como um
fator de crescimento associado a proliferacdo celular quando associado ao perfil Th2
de citocinas. Estas afirmacdes também sdo compartilhadas por outros autores como
Amills et al. (2004) e Konnai et al. (2006) porém sugerindo que nas fases iniciais da
infecg@o esta citocina possa, inclusive, estar envolvida nas tentativas de eliminagéo
do VLB.

Azedo (2010) demonstra também que as concentracdes obtidas a partir das
avaliacdes de IFN-y demonstraram maiores valores no grupo de animais AL em
comparacao aos grupos negativo e LP (P<0,01), tal fato € comum ao reportado por
outros autores como Burdin et al. (1995).

Mais uma vez, achados como estes justificam-se por diversas outras citagcoes

de literatura que visualizam no IFN-y uma importante citocina com atividade antiviral,
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fator que pode ser figurado nas afirmacfes de Usui et al. (2007) que demonstraram
gue bovinos apresentando altas concentracdes de IFN possuiam menor carga viral.

A analise pela técnica de RT-PCR competitiva, para detectar a expresséo do
RNAm para o IFN-y, caracteristico das respostas celulares, foi realizada em bovinos
experimentalmente infectados com o VLB. Resultados mostraram que em animais
experimentalmente infectados com o VLB que desenvolveram LP houve aumento da
sintese de IFN-y durante a terceira e quarta semana apds a infeccao. Por outro lado,
0S animais sororreagentes e assintomaticos (AL) expressaram altos niveis de RNAmM
de IFN-y durante todas as semanas do experimento (1-24 semanas). Resultados
como estes também sugerem que animais que possuem uma expressao precoce e
prolongada de IFN-y possam retardar ou inibir o aparecimento do status de
linfocitose persistente (YAKOBSON et al., 2000).

Neste ponto outro viés de discussdo passa a ser relevante. Esta bem
estabelecido que a IFN-y atua na polarizacdo da resposta imune Th1 inclusive por
sua acao antagonica a IL-4 (LIEW, 2002). Este fato sustenta muitos dos achados
apresentados na literatura quanto a atuacdo desta citocina na inibicdo ou
retardamento na progressao da doenca para LP e no estabelecimento do status AL
(YAKOBSON et al., 2000; USUI et al., 2007).

No entanto deve-se ter em mente que o aumento da IFN-y nos animais AL
pode ser dependente da carga proviral presente em cada um destes individuos
(USUI et al., 2007). Juliarena et al. (2009) estudaram a associa¢édo de determinados
alelos do gene BoLA com os niveis de taxa proviral e a capacidade de producéo de
anticorpos contra outros virus em animais infectados pelo VLB. Um dos critérios de
divisdo dos grupos neste estudo foi exatamente o nivel de taxa proviral (baixa taxa
proviral ou alta taxa proviral). Identificou-se que 40% dos animais que apresentavam
alta taxa proviral eram sororreagentes ao VLB sem linfocitose persistente.

Configura-se nesta situacdo a condicdo de que animais AL possam ter suas
respostas imunes correlacionadas ao VLB em funcédo também da taxas provirais e
gue estas como sugerido por Usui et al. (2007) possam interferir nas concentracoes
de citocinas liberadas na presenca do VLB, inclusive e por exemplo da propria IFN-y.

A IL-1B, normalmente induzida em resposta a estimulos inflamatorios como a
presenca de TNF-a, IFN-B, LPS, virus e outros antigenos, regula varias atividades

fisiologicas incluindo reagfes inflamatorias e respostas imunes (DINARELLO, 1989;
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THOPAM et al., 1998;TAYAL; KALRA, 2008). Com base no exposto seria esperado
gue concentracdes de IL-1p também se encontrassem aumentadas em conjunto as
demais citocinas de perfil pré-inflamatério (Thl) nos quadros de animais
sororeagentes apresentando alinfocitose, porém dados relatados por Altreuther et al.
(2000) ndo encontraram alteracdes na expressao de IL-1B em mondcitos bovinos
infectados pelo VLB in vitro.

Da mesma maneira expressdoes de RNAmM das citocinas IL-18 foram
pobremente detectadas por Amills et al. (2004) em células mononucleares do
sangue provenientes de animais com LEB. Contudo ap0s curto periodo de
permanéncia destas células em cultura, os autores observaram drastico aumento na
expressdo de RNAm desta citocina. A principal conclusdo que se pode tirar sobre o
relatado acima é que a atividade transcripcional dos genes que codificam a IL-1 é
diminuida em células B bovinas frescas, mas podem aumentar rapidamente apos
curto periodo em cultura, inferindo que a condi¢céo associada a cultura celular pode
facilitar ativacdes ndo-especificas de células T e/ou B (KEEFE et al., 1997).

Quanto as citocinas testadas neste experimento e tidas como padrédo Th2 (IL-
4), Trueblood et al. (1998) encontraram-nas aumentadas em animais sororreagentes
para LEB manifestando LP. Ja Amills et al. (2002) defendem que a expressao de
RNAmM da IL-4 em animais sororreagentes para LEB manifestando status de
alinfocitose foram maiores do que naqueles que apresentavam LP.

Em contrapartida Keefe et al. (1997) ndo observaram diferencas significativas
entre animais infectados pelo VLB e ndo infectados quanto as concentracdes de IL-4
e IL-10. O mesmo comportamento observado por Yokoyama et al. (1979) que né&o
detectaram nenhuma atividade aparente no RNAmM de citocinas em células
mononucleares do sangue periférico de vacas infectadas pelo VLB. Tais fatos nao
sdo totalmente inesperados uma vez que estas células ndo sao tipica e
continuamente ativadas sem que haja qualquer estimulo além da presenca viral.

No presente estudo, em acordo com o reportado por Yokoyama et al. (1979) e
Keefe et al. (1997) e ao contrario do que ocorre em muitos outros estudos
associando concentracdes de citocinas séricas a manifestacédo de diferentes formas
clinicas da LEB, ndo foram encontradas diferencas significativas a 5% entre os
grupos experimentais para nenhuma das citocinas séricas testadas (IL-1B
(P=0,3126), IL-4 (P=0,5197), TNF-a (P=0,8989) e IFN-y (P=0,4379)).
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Dentre varias outras possibilidades tal fato pode ser decorrente dos altos
coeficientes de variacdo resultantes das amostras de sangue dos grupos

experimentais formados, em funcdo do reduzido “n”, como pode ser visto na tabela

13 abaixo.

Tabela 13 — Coeficientes de variacdo das citocinas séricas divididas de acordo com os grupos
experimentais — S8o Paulo — 2012

Citocinas N AL LP
IL-1B 144% 55% 57,5%
IL-4 181% 36% 115%
TNF-a 42% 160% 13%
IFN-y 124% 0% 7,3%

N — vacas soronegativas ao VLB
AL — vacas sororreagentes ao VLB sem linfocitose persistente
LP — vacas sororreagentes ao VLB com linfocitose persistente

Outra possibilidade a ser estudada, neste sentido, decorre da visdo de Usui et
al. (2007) que responsabilizam as diferencas encontradas na resposta do IFN-y, por
exemplo, contra a infecgdo experimental pelo VLB em ovinos com uma variagéo da
susceptibilidade individual dos animais.

Sob outro aspecto estes achados também podem sugerir a possibilidade de
gue em respostas aumentadas no IFN-y nos bovinos, assim como reportado para os
ovinos, a baixa taxa proviral contribua para a protecao da progressao da linfocitose e
com isto ndo permita a visualizacdo das diferentes fases da progressao da doenca
por meio das concentracdes de citocinas (MOND et al., 1986).

Mais um ponto que deve ser levado em conta nesta analise é que pelo fato
deste estudo optar pelo uso de somente animais naturalmente infectados pelo VLB
nao foi possivel determinar em que momento da infeccdo cada um dos envolvidos
encontrava-se, ou seja, em quais dos individuos a resposta imune era aguda ou
cronica. Esta condicéo traz sua importancia baseada no fato de que as respostas de
determinadas citocinas variam n&o sO de acordo com a carga viral, mas também,
com o momento em que o0 estimulo imunolégico é imposto e do esfor¢co do
organismo animal para evitar a propagacao deste virus.

As diferencgas encontradas entre as quantidades de citocinas presentes neste

estudo em comparacdo a outros também pode ser explicada em funcdo da
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sensibilidade dos testes ELISA aplicados, uma vez que alguns autores utilizam kits
especificos para espécie enquanto que neste caso os kits utilizados foram quase
qgue invariavelmente adaptados de kits ELISA para testes em humanos cujas
citocinas apresentassem alto grau de homologia (acima de 60%) conforme apontado
por Scheerlinck (1999), excecao feita ao kit comercial ELISA para mensuracao de IL-
4 que foi especifico para amostras bovinas por esta proteina apresentar homologia
abaixo dos 60% indicados (56,9%).

Outro ponto que deve ser ressaltado é que nos testes de ELISA os valores de
citocinas mensurados sdo aqueles provenientes de sua liberacdo pelas células
enquanto que amostras avaliadas por PCR medem a expressdao de RNAm das
citocinas no material genético da célula. Oliveira et al. (1998) defendem que apesar
deste pormenor pode-se afirmar que ha uma forte correlacdo entre os niveis de
transcricdo de RNAm e o padrdo secretorio de citocinas liberadas pelos linfécitos
uma vez que por propria caracteristica destas proteinas elas ndo costumam ser
armazenadas em sua condi¢do pré-formadas (VARELLA; FORTE, 2001; COHEN;
BIGAZZI; YOSIGAHIDA, 2004; ROMAGNANI, 2004; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2012).

Porém, ainda neste contexto, ndo se deve deixar de lado que a caracteristica
efémera das citocinas associada a seu padréo de liberacdo na forma de surtos em
resposta a determinados estimulos (COHEN; BIGAZZI; YOSIGAHIDA, 2004;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012) pode tornar sua mensuracdo na forma de
proteina livre bastante imprevisivel quando ndo se estabelece um desafio
imunolégico controlado e conhecido.

Como se pbde observar nos relatos descritos acima ha razoavel consenso
guanto ao comportamento das concentragdes da IL-1B, IL-4, TNF-a e IFN-y no
sangue de animais sororreagentes para LEB manifestando ou ndo status de LP,
porém dados cientificos demonstrando a mensuracao destas citocinas, diretamente
sobre o soro lacteo de bovinos positivos para LEB parecem bastante escassos e néo

foram localizados durante o desenvolvimento deste estudo.
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7.2.2 Perfil lacteo de citocinas

E sabido que as células epiteliais, macréfagos e leucécitos residentes da
glandula mamaria sdo importantes produtores de citocinas (OVIEDO-BOYSO et al.,
2007). McClenahan, Sotos e Czuprynski (2005) sugerem que o numero absoluto de
células epiteliais encontrados na glandula mamaria daria a estas o potencial de
serem as principais contribuintes na producdo de citocinas contidas no leite e no
soro de vacas com mastites experimentalmente induzidas ou naturalmente
adquiridas. Todavia ainda ndo esté claro se estas células realmente possuem tal
capacidade e de que maneira isto aconteceria.

Durante o presente estudo a avaliacdo quantitativa das citocinas (IL-1B, IL-4,
TNF-a e IFN-y) no soro lacteo, verificou-se que as medianas das concentracdes de
IL-1B dos animais positivos (grupo LP e AL) foram significativamente maiores do que
aguelas observadas nos animais pertencentes ao grupo negativo (0,91 pg/mL, 0,83
pg/mL e 0,57 pg/mL, respectivamente (P=0,0335)).

Tais concentragbes de IL-1B presentes no soro lacteo verificadas neste
estudo foram obtidas por meio da utilizacdo de kit comercial ELISA Interleukin-1
Human, Biotrack easy system®. Este kit para a espécie humana pode ser utilizado
com seguranca uma vez que a IL-18 humana apresenta grau de homologia (acima
de 60% (62%)), como sugerido por Scheerlinck (1999), com a IL-1B bovina.

As medianas das concentracbes no soro lacteo de IL-4 dos animais
pertencentes ao grupo LP foram significativamente maiores do que aquelas
observadas nos animais pertencentes ao grupo AL e semelhantes as do grupo de
animais negativos (0,65 pg/mL, 0,45 pg/mL e 0,61 pg/mL, respectivamente
(P=0,0006)).

Tais concentracdes de IL-4 presentes no soro lacteo verificadas neste estudo
foram obtidas por meio da utilizacdo de kit comercial ELISA Bovine Interleukin-4
Screening set?. Este kit trata-se de material comercial desenvolvido especificamente

para amostras da espécie bovina.

% GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n°. code RPN2751
2! pjerce Biotechnology, Rockford, IL, USA; n°. code ESS00331
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No caso do TNF-q, verificou-se que as medianas das concentracfes foram
estatisticamente significantes a 5% entre os trés grupos avaliados, sendo que as
concentragbes dos grupos positivos AL e LP foram maiores do que aquelas
encontradas no grupo negativo (6,89 pg/mL, 7,19 pg/mL e 5,66 pg/mL,
respectivamente (P=0,0281)).

O kit ELISA comercial utilizado foi o desenvolvido para testes em amostras
humanas (TNF-a Human, Biotrack Easy ELISA kit*?) considerando o alto grau de
homologia entre a TNF-a humana e bovina (81%).

Quanto a avaliacdo das concentracfes das medianas no soro lacteo da IFN-y,
o presente estudo verificou que os valores obtidos a partir dos animais pertencentes
ao grupo AL apresentaram tendéncia a diferenca (P=0,055) ao grupo LP, porém com
concentracOes mais altas neste grupo em relagéo ao AL.

Conforme citado anteriormente este comportamento ndo € totalmente
inesperado uma vez que a taxa proviral nos animais AL pode variar mimetizando
nestes animais concentracdes de citocinas semelhantes ao grupo Negativo, como
ocorrido neste estudo (P=0,9993).

Neste caso também o kit ELISA comercial utilizado foi o desenvolvido para
testes em amostras humanas (IFN-y Human, Biotrack ELISA kit*®) considerando o
alto grau de homologia entre a IFN-y humana e bovina (63 %).

Conforme pode se verificar as concentra¢cdes das citocinas escolhidas para
este estudo na glandula mamaria apresentaram comportamentos semelhantes
agueles tidos como consagrados em outros estudos no que tange seus niveis
Sericos.

Vale reiterar que dados cientificos publicados demonstrando a quantificacédo
de citocinas no soro lacteo de bovinos sororreagentes para o VLB parecem bastante
escassos e ndo foram localizados durante o desenvolvimento deste estudo. Portanto
as relacdes apresentadas a partir deste ponto no que diz respeito a influéncia do
VLB neste 6rgédo levam em conta o conhecimento disponivel sobre a atuacédo das
citocinas na LEB no organismo animal de forma geral e de algumas inferéncias

possiveis sobre a agéo das citocinas em outras doencgas da glandula mamaria.

22 GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n°. code RPN5697
2 GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n°. code RPN2787
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O comportamento aumentado das concentragdes de IL-1p nos grupos AL e
LP estdo em acordo com a afirmacao de que esta citocina é normalmente induzida
em resposta a presenca de virus entre outros estimulos inflamatérios (DINARELLO,
1989; THOPAM et al.,, 1998;TAYAL; KALRA, 2008). O fato de este aumento ser
inespecifico entre os grupos AL e LP pode ser explicado em decorréncia da variavel
de confusdo ja apontada nesta discussdo quanto a cronicidade do processo
infeccioso e da capacidade pleitropica das citocinas.

A IL-4, por tratar-se de citocina pertencente ao perfil Th2, comportou-se
dentro do esperado sendo encontrada em maiores concentracdes no grupo LP, onde
ao menos teoricamente ja houve a transicdo do padrao de resposta Thl para Th2 e
a subsequente proliferacdo policlonal ndo maligna de linfocitos B (TRUEBLOOD et
al., 1998).

Similar aos resultados apresentados por Azedo (2010) as concentracdes de
TNF-a foram maiores no grupo LP do que nos animais pertencentes aos grupos AL
e negativo (P=0,0281). Com base nas informac¢des de Usui et al. (2006) sugere-se
gque memTNF-a induzidos na superficie de células B possam suportar a expansao
celular nos animais com base em seus efeitos autdcrinos via ativacao de TNF-R2 ou
pela modulagdo com outros tipos celulares como as células T helper. A justificativa
para este comportamento pode estar baseada na afirmacéo de Kabeya, Ohashi e
Onuma (2001) de que em microambientes preponderantemente Th2 a acdo do TNF-
a induzida por outras citocinas Th2, sobre os receptores da superficie de células
infectadas possa estar envolvida na génese da LP.

Os resultados obtidos a partir das amostras de soro lacteo processadas pelo
teste de ELISA para IFN-y demonstraram tendéncia de diferenca estatistica a 5,5%
entre 0s grupos experimentais, sendo que os valores de mediana foram 0,40 pg/mL,
0,39 pg/mL e 0,53 pg/mL para os grupos negativo, AL e LP, respectivamente
(P=0,055) encaixam-se nos resultados apontados por Yakobson et al. (2000) que
citam a analise pela técnica de RT-PCR competitiva na deteccdo da expressao do
RNAmM para o IFN-y em bovinos experimentalmente infectados com o VLB. Estes
resultados demonstraram que em animais experimentalmente infectados com o VLB
gue desenvolveram LP houve aumento da sintese de IFN-y durante a terceira e

guarta semana apés a infeccdo. Evidentemente justificasse aqui novamente a
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discusséo de que tipo de resposta imune (aguda ou crbnica) estes animais estariam
vivenciando no momento da coleta.

Trueblood et al. (1998) defendem, ainda, que a ativacdo, proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos B normais sdo largamente mediadas pelos linfécitos T,
tanto pelo contato direto célula a célula, quanto pela liberacéo de citocinas e que as
IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y atuam isolada e sinergicamente para promover estas acoes
sobre os linfocitos B, fato este que também poderia justificar o aumento desta
citocinas em animais manifestando linfocitose persistente.

Enfim, pode-se afirmar que neste estudo os resultados verificados sobre as
concentracdes lacteas de citocinas em vacas sororreagentes para LEB manifestando
quadros de linfocitose persistente ou nao, obtidas por meio de teste ELISA, foram
coerentes com aquelas apresentadas na literatura cientifica no que tange o
comportamento destas citocinas no sangue nos diferentes status da enfermidade,
sugerindo que estas citocinas possam realmente atuar na progressao dos reflexos
da enfermidade na glandula mamaria dos animais infectados pelo VLB inclusive
podendo ser importantes na susceptibilidade deste 6rgdo a outras infeccbes
(RINALDI; LI; SPLITTER, 2010).

Esta condicdo pode sugerir que o “n” reduzido utilizado durante este
experimento ndo foi capaz de inibir o efeito do fenbmeno por tras das relagbes da
glandula mamaria com o VLB.

7.2.3 Comparacdes entre os perfis séricos e lacteos das citocinas estudadas

Com o intuito de identificar se as respostas imunes comportavam-se de forma
diferente em termos de concentragbes de citocinas no leite e no sangue foram
realizadas as comparacdes das medianas de cada um dos itens mensurados. Foram
encontradas diferencas significativas a 5% nas variaveis IL-1B e TNF-a, sendo que
ambas apresentaram maiores concentracdes no sangue do que no leite (Delta de
0,60 pg/mL (P<0,0001) e 0,86 pg/mL (P=0,0264), respectivamente).
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Comportamento semelhante a este foi observado nas concentracdes de IL-4
(0,68 pg/mL no sangue e 0,58 pg/mL no leite, Delta de 0,10 pg/mL), porém neste
caso ndo houve diferenca estatistica a 5 % (P=0,3326).

O Unico caso onde observa-se mudanca deste padrdo nas citocinas estudas
baseia-se nos resultados das concentracbes de IFN-y encontradas em maiores
niveis no leite do que no sangue dos animais. Contudo neste caso também né&o
houve diferenca estatistica a 5% (P=0,5484).

Tais resultados estdo de acordo com as afirmacdes de Politis et al. (1991) de
que as células do sangue possuem maior capacidade produtiva de citocinas do que
as células residentes da glandula mamaria.

Estes resultados foram aplicados a cada um dos grupos experimentais
selecionados para este estudo, porém nao foi possivel identificar efeito de nenhum

destes sobre tais diferencas.
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CAPITULO 2 — QUANTIFICACAO DO PERFIL LACTEO DE IL-10 EM VACAS NATURALMENTE

INFECTADAS PELO VIRUS DA LEUCOSE ENZOOTICA DOS BOVINOS.
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8 INTRODUCAO

Defesas celulares e moléculas solUveis efetoras como citocinas, proteinas de
fase aguda e fatores do sistema complemento, representam componentes
importantes do sistema imunolégico da glandula mamaria justificando a grande
quantidade de estudos sobre o papel destes elementos na salde e na doenca deste
orgdo (SORDILLO; STREICHER, 2002; BANNERMAN, 2009; CARNEIRO;
DOMINGUES; VAZ, 2009).

A interleucina-10 (IL-10) trata-se de citocina chave no controle das respostas
imunoldgicas por possuir importante papel imunorregulatério baseado em sua
capacidade de inibir a sintese de outras citocinas, principalmente, aquelas tidas
como pré-inflamatérias. Sua atuacdo regula, ainda, as respostas imunes inibindo a
proliferacdo de células Thl, diminuindo a funcao citolitica e secretoria dos linfécitos
Th1l e facilitando o desenvolvimento de resposta do tipo Th2.

Dados disponiveis na literatura assinalam para a existéncia de grande
guantidade de particulas do VLB em células da glandula mamaria e na fracao celular
de fluidos corpéreos como o leite e o colostro (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE ANIMAL, 2008; ASADPOUR; JAFARI, 2010; GUTIERREZ et al., 2011;
INOUE et al., 2011; MURAKAMI et al., 2011). Além disso, resultados como o0s
apontados por Rinaldi, Li e Capuco, (2010) e Blagitz (2011), entre outros, apontam
para um evidente envolvimento deste virus na resposta imunologica da glandula
mamaria.

Enfim, considerando-se a predilecdo do VLB sobre os linfécitos B e sua
caracteristica de desenvolver quadros de expansdo policlonal ndo maligna destas
células em aproximadamente 33% dos animais acometidos, além de sua
comprovada presenca na glandula mamaria dos animais infectados, cogitou-se a
hipotese de que a IL-10, por seu perfil imunorregulatério possa estar envolvida no
estabelecimento e manutengao destes processos nos animais sororreagentes para o
VLB.

Desta forma objetivou-se no presente estudo a quantificacdo das

concentragdes lacteas de IL-10 no soro lacteo de vacas naturalmente infectadas
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pelo VLB minimizados outros aspectos de estimulacdo induzida do sistema

imunoldgico que ndo fosse a presenca do préprio virus in vivo.
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9 MATERIAL E METODOS

Para a execugéo do presente estudo, as mensuragcdes das concentragdes de
citocinas foram precedidas por uma fase de triagem dos animais e divisdo dos

grupos experimentais conforme descrito a seguir.

9.1 ANIMAIS UTILIZADOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi dividido em duas fases. Durante a primeira fase foi
realizada triagem de 194 vacas da raca Holandesa, mantidas em sistema de
producdo conforme as exigéncias para a producao de leite do tipo B, localizadas nos
municipios de Tambau — SP e Santa Rita do Passa Quatro — SP. Estes animais
foram avaliados quanto a presenca de infeccéo pelo VLB.

Foram também realizados testes de avaliagdo do ubere “ao pé da vaca’
(avaliacao fisica do Ubere e tetos, teste de Tamis e California mastitis test) de cada
um dos animais pertencentes aos grupos experimentais, e, subsequentemente,
amostras de leite foram colhidas e submetidas a contagem de células somaticas e
exame bacteriologico.

Considerou-se como critérios de inclusdo amostral a auséncia de alteracdes ao
exame fisico do Ubere, e demais testes apontados acima, auséncia de tetos
afuncionais ou antecedentes de tratamento para mastite por no minimo 30 dias,
contagem de células somaticas < 250.000 cél/mL, resultado negativo no exame
bacteriologico do leite e estabilidade do perfil hematoldgico.

Na segunda fase, os animais selecionados para cada um dos grupos
experimentais (negativos e positivos) tiveram suas amostras de leite avaliadas para

a concentracéo de IL-10.
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9.2 PRIMEIRA FASE

O presente estudo teve sua primeira fase, ou fase de triagem, caracterizada
pela avaliacdo dos parametros hematoldgicos e lacteos necessarios a verificacao
dos critérios de inclusdo amostral e definicdo dos grupos experimentais.

As figuras 7 e 8 expostas abaixo apresentam uma representacao
esquematica do processo de sele¢cdo dos animais, bem como da constru¢do dos

grupos experimentais sob o ponto de vista hematoldgico e lacteo, respectivamente.

Figura 7 — Representacdo esquemaética das etapas de triagem e formag&o dos grupos experimentais
correlacionadas as amostras de sangue — S&o Paulo — 2012
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Figura 8 — Representacdo esquematica das etapas de triagem e formacao dos grupos experimentais
correlacionados ao Ubere e amostras de leite — Sao Paulo — 2012
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9.2.1 Colheita de sangue

Foram colhidas de cada um dos animais duas amostras de sangue utilizando
sistema a vacuo®, por venopuncado coccigea sendo uma em tubo siliconizado, sem
anticoagulante, com capacidade para até 10mL (obtencéo de soro), e outra em tubo
siliconizado contendo EDTA? dipotassico, com capacidade para até 4mL para a
realizagdo de hemograma.

Apos aproximadamente 110 dias da primeira colheita, novas amostras de

sangue foram colhidas para a verificagdo da normalidade no hemograma e

%4 Sistema Vacutainer® - Becton Dickinson™, San Diego, CA.

% Ethylenediamine tetraacetic acid — acido etilenodiamino tetra-acético
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identificacdo das vacas dos grupos N e LP, para tanto foram considerados, como
referéncia para as contagens leucocitarias dos animais, os valores apontados por

Kramer et al. (2000) e Divers e Peek (2008) sumarizados na tabela 14.

Tabela 14 — Valores do leucograma de bovinos sadios, em nimero absoluto e contagem diferencial
relativa, utilizados como referéncia neste estudo — Sdo Paulo — 2012

. Leucdcitos - o o s e
Unidade totai Neutrofilos  Linfocitos  Eosinofilos Mondcitos Basofilos
otais
(10°/uL) 56-12,7 1,1-57 2,3-93 0-2,0 0-0,6 0-0.2
% - 15 -47 45-75 0-20 2-7 0-2

Fonte: Kramer et al. (2000); Divers e Peek (2008).

9.2.2 Sorodiagndstico para leucose enzodtica dos bovinos

O genoma completo do VLB consiste em uma sequencia de 8.714
nucleotideos e pode ser definida como 5’LTR-gag-pol-env-px-LTR 3’. O gene gag é
altamente conservado e consiste em uma sequencia de 1.178 nucleotideos. O gene
env do VLB (composto por 1.493 nucleotideos) codifica um percurssor proteico
(gp72), o qual é clivado em gp51, uma proteina imunodominante que serve como
alvo para anticorpos neutralizantes e em gp30 uma proteina transmembrana que
seré responsavel pela entrada do virus na célula (ALKAN et al., 2011)

Para a deteccdo dos anticorpos séricos especificos anti-VLB, foi empregada a
técnica de Imunodifusdo Radial Dupla de Ouchterlony?® (Imunodifusdo em Agar gel —
IDGA) e Kits comerciais’’ de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay),

utilizando o antigeno glicoproteico (gp51) extraido do envelope do virus.

% Kit comercial contendo antigeno para diagnéstico de Leucose enzo6tica dos bovinos — Laboratério TECPAR,
Curitiba, PR.
% Bovine Leukemia Virus Antibody Test Kit® - VRMD, INc., Pulman, WA, USA, n° cat. 284-5.
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Foram consideradas vacas positivas para LEB, aquelas diagnosticadas como
sororreagentes no teste de IDGA (de maior especificidade), e negativas, aquelas

apresentando diagnostico negativo no teste ELISA (de maior sensibilidade).

9.2.3 Andlise hematologica

O numero total de leucécitos por microlitro foi mensurado por meio de
contagem automatica (ABC Vet® - ABX™). A contagem diferencial foi realizada por
meio de esfregacos sanguineos corados pela técnica de Rosenfeld (1947) para a

diferenciacéo do padrao leucocitario a microscopia optica.

9.2.4 Colheita de leite

AplOs a realizacdo do exame fisico da glandula maméaria acrescido da
realizacdo do exame da caneca de fundo escuro e do California mastitis test (CMT),
as amostras de leite foram colhidas em duas aliquotas. A primeira foi destinada a
contagem eletrbnica de células somaticas (CECS) e a segunda para o exame

bacteriologico.

9.2.5 Testes ao “pé da vaca”

A avaliacdo clinica dos animais foi realizada por meio do exame fisico da
glandula mamaria e do exame do leite conforme Birgel (2004). Todos os quartos
mamarios foram avaliados por inspecdo do Ubere e dos tetos e palpacdo do

parénquima, tetos e estruturas internas. Animais que apresentaram qualquer tipo de
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alteracdo nesta avaliacdo foram considerados ndo aptos a formacdo dos grupos
experimentais.

O leite foi avaliado imediatamente antes da colheita das amostras pelo teste
de Tamis e CMT. O ubere foi higienizado por meio da imersdo de cada teto em
solucdo antisséptica e a secagem foi realizada com papel toalha individual. Apés
esta higienizacdo foi realizado o teste da caneca de fundo escuro (DIRKSEN;
GRUNDER; STOBER, 1993), observando-se cor, consisténcia e presenca de massa
ou grumos. Em seguida foi realizado o teste de CMT, utilizando detergente comercial
especifico?® para este teste (2 mL do reagente em 2 mL de leite), observando-se a
intensidade da reacdo (aumento da viscosidade da mistura leite e reagente) e
variacdes do pH (SCHALM; NOORLANDER, 1957). Neste caso também os animais
que apresentaram qualquer tipo de alteracdo na avaliacdo dos testes foram

considerados nao aptos a formacdo dos grupos experimentais.

9.2.6 Contagem eletrénica de células somaticas (CECS)

As amostras de leite encaminhadas para a CECS foram colhidas em frascos,
com capacidade de 50 mL, contendo o conservante bronopol. O material foi
acondicionado em caixas e enviado para andalise no Laboratério de Fisiologia da
Lactacdo do Departamento de Fisiologia do Centro de Tecnologia para o
Gerenciamento da Pecuaria de Leite da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” (ESALQ-USP), Piracicaba — SP.

Conforme descrito anteriormente 0s animais que apresentaram contagem de
células somaticas = 250.000cél/mL em qualquer uma das quatro glandulas

mama@rias foram consideradas ndo aptos a formacao dos grupos experimentais.

%8 Reativo especifico, marca: Fatec®
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9.2.7 Exame bacterioldgico

Para o exame bacterioldgico foi realizada a antissepsia do teto de acordo com
o National Mastitis Council (OLIVER et al., 2004). As amostras de leite foram
acondicionadas, em frascos estéreis especificos, sob refrigeracdo até a chegada no
laboratério.

As amostras de leite foram analisadas no Laboratério de Bacteriologia e
Micologia do Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Saude Animal
(VPS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo.

No laboratorio, as amostras de leite foram congeladas para posteriormente
serem semeadas em placas de Petri contendo meio de Agar-sangue de carneiro
(agar base®® acrescido de 7% de sangue de carneiro) e &gar Sabourand-dextrose® e
incubadas (37°C por 24 e 72 horas) (BAUER et al., 1966). Para as amostras de leite
com crescimento bacteriano foi feita a identificacdo das bactérias por meio de provas
bioguimicas (LENNETE; BALOWS; HANSLER, 1985), seguida da classificacéo
estabelecida por Krieg e Holt (1994) e Murray et al. (1999).

Somente 0s animais que apresentaram cultura negativa para as quatro
glandulas mamarias foram considerados aptos a formacdo dos grupos

experimentais.

9.3 SEGUNDA FASE

Para a segunda fase deste experimento foram selecionadas quatro vacas do
grupo negativo e quatro vacas do grupo LP. Nesta fase foram avaliadas as amostras
de leite de cada um dos animais para a quantificagcdo da IL-10 dos nove animais

selecionados.

®Blood agar base — Oxoid Hampshire — U.K.

%0 Sabourand dextrose Agar — Oxoid Hampshire — U.K.



A figura 9 apresenta representacdo esquematica do experimento.
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Figura 9 — Representagdo esquematica da etapa de avaliagao das concentragdes de citocinas — Sao

( Inicio |

Paulo — 2012
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9.3.1 Colheita de leite
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Apés as avaliacdes da glandula mamaria acrescidas do exame do proprio

leite (BIRGEL, 2004) foram coletados 50 mL de leite em frascos de plastico estéril

por glandula mamaria de cada um dos animais inclusos nos grupos experimentais.

9.3.1.1 Quantificacao de citocinas
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As amostras de soro lacteo foram obtidas por meio de centrifugacédo do leite a
1.000 rpm por 15 minutos. Em seguida a camada de gordura formada foi removida e
0 soro lacteo armazenado em tubos tipo eppendorf** a -80° C até o momento do
descongelamento e quantificacédo das citocinas (KOESS; HAMANN, 2008).

Para a determinacdo das quantidades lacteas da interleucina-10 (IL-10) nas
amostras obtidas dos animais dos diferentes grupos experimentais foram utilizados
kits comerciais de ELISA seguindo os protocolos e determinacdes dos fabricantes

(Interleukin-10 Human, Biotrack Easy System?).

9.4 ANALISE ESTATISTICA

As andlises das variaveis quantitativas sdo apresentadas em tabelas com
média, mediana, desvio-padrdo, valor minimo e maximo e P-valor. Para as
comparacdes entre 0s grupos utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

O nivel de significancia aplicado nos testes foi de 5% (P<0,05), sempre
considerando hipéteses alternativas bicaudais.

Para tais andlises, foi utilizado o software estatistico SPSS®, versdo 18%.

3! Eppendorf microtube 3810
%2 GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n° code RPN5962
3 SPSS® — IBM™, Chicago, IL, USA



118

10 RESULTADOS

Os resultados das analises das amostras tanto do sangue quanto do leite séo
agui apresentados em duas etapas. Na primeira etapa estdo expostos os resultados
descritivos das analises de toda a populacdo submetida aos critérios de incluséao
amostral para a composi¢cdo dos grupos experimentais. Na segunda etapa estao
apresentados os resultados das quantificacdes da IL-10 no leite dos animais

selecionados e inclusos em cada um destes grupos.

10.1 ANALISE DESCRITIVA

Conforme apresentado no delineamento para composicdo dos grupos

experimentais as vacas foram submetidas a etapa de triagem, conforme segue.

10.1.1 Triagem

Foram colhidas amostras de sangue de 194 vacas da raca Holandesa preto e
branco pertencentes a rebanhos comerciais de producéo de leite tipo B, do Estado
de Sao Paulo, em condicbes semelhantes de manejo sanitario. Na primeira fazenda
localizada na cidade de Tambadu, foram colhidas amostras de sangue de 149 vacas
e na segunda fazenda, localizada na cidade de Santa Rita do Passa Quatro, foram
colhidas amostras de sangue de 45 vacas.

Das 194 vacas, 98 (50,50%) foram positivas e dez (5,20%) foram negativas
para a pesquisa de anticorpos anti-gp51 do VLB nos testes de ELISA e IDGA. As 86
(44,30%) vacas restantes ndo atenderam ao critério de inclusdo amostral quanto ao

sorodiagnaostico, apresentando-se negativas na IDGA e positivas no ELISA.
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Gréfico 13 — Distribuicdo dos animais avaliados durante o periodo de triagem de acordo com 0s
resultados no sorodiagnéstico para leucose enzodtica dos bovinos — Sao Paulo — 2012

Sorodiagndstico para Leucose Enzodtica dos Bovinos
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Com o objetivo de reiterar as vacas positivas ao VLB e de confirmar a
soronegatividade e a normalidade do hemograma de todos os animais, ap6s 110
dias da colheita inicial das amostras de sangue foi realizada uma segunda triagem.
Foram consideradas aptas vacas negativas ou positivas, apresentando ou nao,
linfocitose persistente conforme critérios estabelecidos por Brener, Avidar e Lahav
(2007).

Os valores das médias, desvios padrdo, medianas e valores minimo e
maximo, absolutos e relativos dos leucécitos e dos linfécitos das amostras negativas
e positivas para a LEB obtidas no primeiro e segundo hemograma estao expressos
na tabela 15 abaixo.



120

Tabela 15 — Valores das médias, medianas, desvios-padrées, minimo e maximo absolutos e relativos
dos leucdcitos e linfocitos das amostras de sangue dos animais triados durante o estudo

— Séao Paulo — 2012

Grupos
Negativo Positivo
Média 11,38 14,71
Leucocitos Desvio Padrédo (x2,49) (x7,40)
(x103)/uL Mediana 11,85 13,00
Valores (Minimo - Maximo) (6,90 - 15,40) (4,10 - 49,30)
absolutos Média 7,00 10,01
Linfocitos Desvio Padrao (x2,24) (+6,64)
(x108)/uL Mediana 6,78 8,52
Primeira (Minimo - Maximo) (4,65 -12,16) (2,05 - 41,41)
triagem Média 59,20 61,76
Linfécitos Desvio Padrédo (+ 13,24) (+13,65)
(%) Mediana 61,00 63,50
Valores (Minimo - Maximo) (38,00 - 75,00) (24,00 - 85,00)
relativos Média 2,60 3,22
Linfécitos Desvio Padrio (+1,89) (+2,19)
atipicos
(%) Mediana 2,50 3,00
(Minimo - Maximo) (0,00 - 5,00) (0,00 - 10,00)
Total de amostras de sangue 10 98
Negativo LP
Leucécitos Média 9,14 19,48
(x103)/uL Desvio Padrédo (£2,12) (+3,40)
Mediana 9,00 18,81
Valores (Minimo - Maximo) (5,40 - 13,10) (14,78 - 25,62)
absolutos Linfocitos Média 5,72 14,59
(x103)/uL Desvio Padréo (£1,43) (+3,62)
Mediana 5,31 14,16
Segunda (Minimo - Méaximo) (3,51 -8,64) (8,95 - 22,01)
Triagem Linfocitos Média 60,11 61,03
(%) Desvio Padrédo (+ 10,06) (+23,88)
Mediana 61,00 72,10
Valores (Minimo - Maximo) (44,00 - 76,00) (6,42 - 79,80)
relativos Média 3,00 4,36
Linfocitos Desvio Padréo (£2,12) (+2,80)
atipicos (%) Mediana 3,00 5,40
(Minimo - Maximo) (0,00 - 7,00) (0,00 - 12,00)

Total de amostras de sangue

37

N — vacas soronegativas ao VLB

AL — vacas sororreagentes ao VLB sem linfocitose persistente
LP — vacas sororreagentes ao VLB com linfocitose persistente



121

10.1.1.1 Amostras de sangue

Atendidos os critérios de inclusdo amostral, oito vacas foram selecionadas e
alocadas nos respectivos grupos, a saber: quatro vacas negativas na pesquisa de
anticorpos para o VLB (Grupo N); quatro vacas positivas com linfocitose persistente
(Grupo LP).

Grafico 14 — Divisdo dos grupos experimentais negativo e LP de acordo com os resultados no
sorodiagnostico por leucose enzodtica dos bovinos — Sédo Paulo — 2012

Divisao dos grupos experimentais

mNegativo mLP

LP — vacas sororreagentes ao VLB com linfocitose persistente

Os valores das médias, desvio-padrdo, medianas e valores minimos e
maximos absolutos e relativos dos leucécitos e dos linfécitos das amostras de

sangue das vacas utilizadas no experimento estdo descritas na tabela 16.
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Tabela 16 — Valores das médias, medianas, desvios-padrées, minimo e maximo absolutos e relativos

dos leucécitos e linfocitos das amostras de sangue das vacas utilizadas no experimento
— S&8o Paulo — 2012.

Grupos
Negativo LP
Média 8,73 23,05
Leucdcitos Desvio Padréo (x2,65) (x2,64)
(x103)/uL Mediana 8,45 23,35
Valores (Minimo - Maximo) (6,30 - 11,70) (20,00 - 25,50)
absolutos Média 4,63 17,09
Linfécitos Desvio Padrao (x0,94) (x3,16)
(x103)/uL Mediana 4,40 17,18
(Minimo - Méximo) (3,75 - 5,97) (14,11 - 19,89)
Média 52,25 61,00
Linfécitos Desvio Padréo (x10,59) (x14,31)
(%) Mediana 51,00 60,00
Valores (Minimo - Maximo) (41,00 - 66,00) (46,00 - 78,00)
relativos Média 2,75 12,75
Linfocitos Desvio Padréao (x0,96) (x11,87)
atipicos (%) Mediana 2,50 12,50
(Minimo - Maximo) (2,00 - 4,00) (0,00 - 26,00)
Total de amostras de sangue 4 4

LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

Gréfico 15— Representacdo dos valores dos leucdcitos das amostras de sangue das vacas utilizadas
no experimento — S&o Paulo — 2012

30,0

Contagem de leucécitos

25,0

20,0

15,0

células (x10°)/uL

10,0

5,0

0,0

NEG

LP

NEG: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB

LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
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10.1.1.2 Amostras de leite

Conforme os critérios de inclusdo amostral estabelecidos, todos o0s oito
animais inclusos neste experimento apresentaram exame fisico da glandula mamaria
com caracteristicas compativeis a Uberes sadios e teste de Tamis, California mastitis
test (CMT) e exame bacteriolégico dentro dos padrdes de normalidade para a
espécie. A CECS foi realizada no Laboratério de Fisiologia da Lactacdo do
Departamento de Fisiologia do Centro de Tecnologia para o Gerenciamento da
Pecuaria de Leite da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ-

USP), Piracicaba — SP e os resultados descritivos encontram-se na tabela 17 abaixo.

Tabela 17 — Resultados médios, medianos, desvios-padrdo, minimo e méximo (CCS/mL) das
quantidades de células somaticas verificadas nas 8 vacas da raca Holandesa Preto e
Branco, separadas em fun¢éo do grupo experimental — Sdo Paulo — 2012

Grupos

Negativo LP

Média 37.125 44.583
Desvio Padrao (x42.456) (£61.601)
CCs i
Mediana 18.000 15.500
(Minimo - Maximo) (2.000 - 131.000) (2.000 - 208.000)
Total de amostras 16 16

LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

10.1.2 Perfil lacteo de IL-10

As concentracdes lacteas de IL-10 foram mensuradas empregando-se Kkits
comerciais para ELISA. Os resultados obtidos sdo apresentados na forma de meédia,
mediana, desvios-padrdes, valores minimos e maximos e P-valor para cada grupo

experimental na tabela 18 abaixo.
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Tabela 18 — Resultados médios, mediana, desvio-padardao, minimo, maximo (pg/mL) e valor de P das

quantidades lacteas de IL-10 verificadas nas 8 vacas da raca Holandesa Preto e Branco,
separadas em funcéo do grupo experimental — Sdo Paulo — 2012.

Grupos

P-valor

Negativo LP

Média 0,19 0,69

10 Desvio-padréo (£ 0,10) (x 0,95)
Mediana 0,152 0,39" 0,0002
Minimo — Maximo (0,12 - 0,46) (0,17 - 4,12)
n 16 16

LP: vacas sororeagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente
Letras mindsculas diferentes indicam diferenca entre as colunas (P<0,05)

Gréfico 16 — Representacao grafica da IL-10 nos grupos experimentais — S&o Paulo — 2012
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NEG: vacas soronegativas ao antigeno gp51 do virus da LEB
LP: vacas sororreagentes ao antigeno gp51 do virus da LEB com linfocitose persistente

Pode-se observar que houve diferenca estatisticamente significante a 5%

entre os grupos Negativo e LP (P=0,0002). Sendo as concentracdes de IL-10 no

grupo LP foram significativamente maiores do que as do grupo Negativo (mediana

de 0,39 pg/mL e 0,15 pg/mL, respectivamente).
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11 DISCUSSAO

11.1 TRIAGEM

Com o intuito de investigar possiveis interferéncias que a LEB possa causar
aos principais sistemas imunitarios da glandula mamaria de animais naturalmente
infectados, o presente estudo buscou homogeneizar os grupos para nao tendenciar
variacfes causadas por outros fatores de estimulacdo que ndo fossem a presenca
do virus propriamente dita, como diferencas no manejo dos animais, sejam elas
comportamentais, nutricionais, edafoclimaticas, sanitarias ou outras.

Duas propriedades produtoras de leite localizadas na regido nordeste do
estado de S&o Paulo foram avaliadas e 194 vacas submetidas a um relativamente
longo periodo de triagem (aproximadamente quatro meses). Depois de verificados e
atendidos todos os critérios de inclusdo estabelecidos e descritos no capitulo de
material e métodos desta dissertacdo, foi possivel a selecdo de oito animais
distribuidos de forma igualitaria em dois grupos, a saber: negativos e sororreagentes
manifestando linfocitose persistente (LP), para a quantificagdo das concentracdes de
IL-10 nas amostras de soro lacteo.

Consideraram-se negativas para a LEB as vacas ndo sororreagentes no teste
de ELISA, e positivas as sororreagentes no teste de IDGA. Esta estratégia nao traz
grandes novidades, porém difere de outros estudos onde o diagnéstico para a LEB
procedeu-se exclusivamente por IDGA. O emprego destas técnicas associadas ja
vem sendo utilizada por esta equipe a algum tempo visando evitar resultados falso-
negativos e falso-positivos (AZEDO, 2010; SOUZA, 2010; BLAGITZ, 2011).

O indice de prevaléncia da doenga encontrado durante este estudo foi de
50,50%, valor que nao difere de outros relatos de pesquisadores que utilizaram a
mesma técnica de sorodiagndstico (IDGA), em rebanhos leiteiros brasileiros
tecnificados (BIRGEL JUNIOR et al., 1995; AZEDO, 2010; BLAGITZ, 2011). Ja o
indice de animais manifestando linfocitose persistente foi de 24,32% do total de
animais positivos avaliados durante a triagem, este valor também ficou proximo aos

encontrados por outros pesquisadores desta equipe, e ndo diferem de varios outros
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relatados que sugerem que até 33% dos animais acometidos manifestardo este
status ao longo de suas vidas (SCHWARTZ; LEVY, 1994; STOBER, 2005;
MORATORIO et al., 2010; INOUE et al., 2011; ERKISNE et al., 2012).

Ressalta-se neste cenario que a forte pressdo de selecdo dos animais
imposta para este estudo anula em parte um dos principais efeitos cogitados para o
VLB no que tange o aumento da susceptibilidade dos bovinos infectados a outras
enfermidades, inclusive a mastite, cuja estreita relacdo com a LEB ja foi descrita por
Rinaldi, Li e Capuco (2010).

Dados néo publicados obtidos por este grupo apontam a mastite como uma
importante variavel de confusdo na leitura da sinalizacéo realizada pelas citocinas
em animais sororreagentes ou ndo ao VLB. Testes estatisticos hierarquizados
sugerem significativa diferenca no perfil de citocinas estudado quando a mastite né&o
foi eliminada da amostra.

Fatos como estes justificam a opg¢ao de trabalho com um “n” reduzido porém
sem a presenca desta variavel de confusédo nas amostras estudadas.

Outro ponto a ser considerado neste sentido € que se tratarmos cada um dos
guartos mamarios como entidades isoladas, como sugerido por Sordillo, Shafer-
Weaver e De Rosa (1997), o valor pratico do “n” para as avaliagdes lacteas
realizadas seria de 16 e 16 para os grupos Negativo e LP, respectivamente.

Vale frisar que o efeito da individualidade dos animais ndo seria amenizado
por esta linha de raciocinio.

Para este estudo, como citado anteriormente, a proposta centrou-se
fielmente sobre a avaliacdo da resposta imunitaria na presenca do VLB minimizados

outros fatores ou estimulos controlaveis ao sistema imune dos animais.
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11.2 PERFIL DE CITOCINAS

11.2.1 Perfil Lacteo da IL-10

Uma das teorias que se propdem esclarecer a génese da linfocitose
persistente (LP) nos animais acometidos pelo VLB baseia-se sobre a afirmacéo de
que uma mudanga no padrédo da resposta imune celular (Thl) para humoral (Th2)
possa estar envolvida com a progressdao da enfermidade (PYEON; O'REILLY;
SPLITTER, 1996).

A IL-10, uma citocina de perfil Th2 tida como imunomoduladora por sua acao
preponderante na inibicdo da sintese de citocinas de padrdo pré-inflamatorio (Thl),
e ativa influéncia na modificacdo do perfil da resposta imune celular para humoral,
aparentemente possui a capacidade de promover esta transformacdo de perfil de
citocinas liberadas durante diferentes fases da infec¢cdo pelo VLB (THOMPSON-
SNIPES et al., 1991; VARELLA; FORTES, 2001; MITELMAN et al., 2009; HARTOG
et al., 2011).

Neste sentido varios autores como Trueblood et al. (1998) defendem que a IL-
10, assim como a IL-2, IL-4 e IFN-y atuam de forma sinérgica e isolada para
promover a ativacao, proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos B, grupo celular de
predilecdo do virus e que esta diretamente envolvido no estabelecimento dos
quadros de linfocitose persistente.

Tal fato péde ser observado com relacdo aos resultados reportados por
Konnai et al. (2003) e Amills et al. (2004) que observaram aumento de citocinas de
padrdo Th2 como a IL-10 e a IL-4 em amostras de soro sanguineo de animais
positivos para o VLB.

Azedo (2010) também verificou que as concentracdes séricas médias de IL-
10 em amostras sanguineas de animais manifestando LP foram maiores do que
aquelas observadas em animais alinfocitoticos ou negativos para a LEB.

Da mesma forma, Yakobson et al. (1998) apontam que uma predominante
perda da expressdo de citocinas ligadas a resposta imune celular e a rapida

mudanca para expressao de citocinas ligadas a resposta imune humoral (IL-10) &
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caracteristica em animais positivos que desenvolvem status de LP rapidamente apos
a infeccdo experimental de bezerros holandeses. Outros autores como Pyeon,
O'Reilly e Splitter (1996) e Trueblood et al. (1998) também encontraram este
comportamento quanto as concentragfes de IL-10 em animais sororreagentes em
relacdo aos negativos, porém os testes laboratoriais nestes casos mensuravam a
expressdo de RNAm de IL-10 em células B provenientes de vacas infectadas pelo
VLB estimuladas in vitro com Con-A e em macréfagos, respectivamente.

Como se pode observar nos relatos descritos acima ha razoavel consenso
quanto ao aumento das concentracbes de IL-10 no sangue de animais
sororreagentes para LEB manifestando LP, porém dados cientificos demonstrando a
mensuragao de IL-10, ou mesmo de outras citocinas, diretamente sobre o soro
lacteo de bovinos positivos para LEB parecem bastante escassos e ndo foram
localizados durante o desenvolvimento deste estudo.

E sabido que as células epiteliais, macréfagos e leucécitos residentes da
glandula mamaria sdo importantes produtores de citocinas (OVIEDO-BOYSO et al.,
2007). McClenahan, Sotos e Czuprynski (2005) inclusive sugere que o numero
absoluto de células epiteliais encontrados na glandula mamaria daria a estas o
potencial de serem as principais contribuintes na producéo de citocinas contidas no
leite e no soro de vacas com mastites experimentalmente induzidas ou naturalmente
adquiridas. Todavia ainda ndo esté claro se estas células realmente possuem tal
capacidade e de que maneira isto aconteceria.

No presente estudo, verificou-se que as medianas das concentracdes no soro
lacteo de IL-10 dos animais pertencentes ao grupo LP foram significativamente
maiores do que aquelas observadas nos animais pertencentes ao grupo negativo
(0,39 pg/mL e 0,15 pg/mL, respectivamente (P=0,0002)).

Tais concentracdes de IL-10 presentes no soro lacteo verificadas neste
estudo foram obtidas por meio da utilizacdo de kit comercial ELISA Interleukin-10
Human, Biotrack easy system®!. Este kit para a espécie humana pode ser utilizado
com seguranga uma vez que a IL-10 humana apresenta grau de homologia acima de
60% (76,8%), como sugerido por Scheerlink (1999), com a IL-10 bovina.

Enfim, neste estudo verificou-se que as concentracdes lacteas de IL-10

em vacas sororreagentes para LEB manifestando linfocitose persistente, obtidas por

% GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA; n°. code RPN5962
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meio de teste ELISA desenvolvido para amostras humanas, foram maiores do que
aguelas observadas em animais negativos para a doenca, sugerindo que esta
citocina possa realmente atuar no estabelecimento deste quadro de LP na glandula

mamaria dos animais infectados pelo VLB.
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12 CONCLUSOES

Baseado nos métodos aplicados, este estudo possibilitou a constatacdo de
gue vacas naturalmente infectadas pelo VLB apresentam alteracGes correlacionadas
ao perfil de citocinas que podem influenciar no sistema imunoldgico como causa ou
consequéncia da LEB. Os resultados e discussfes apontados neste estudo

permitem as seguintes conclusoes:

a. As concentracbes séricas de citocinas mensuradas ndo apresentaram
diferencas entre o0s grupos experimentais estudados, sugerindo que o
diminuto “n” disponivel e o alto coeficiente de variagdo provenientes deste
entrave possam ter sido suficientes para anular alguns dos possiveis achados

guanto as apresentacoes clinicas da LEB.

b. As concentracbes lacteas das citocinas IL-1B, IL-4, TNF-a e IFN-y,
mensuradas neste estudo apresentaram comportamentos semelhantes aos
habitualmente reportados na literatura para soro sanguineo, sugerindo que a
atuacdo do VLB sobre a glandula mamaria promova respostas analogas as

observadas sistemicamente.

c. As concentracdes lacteas de IL-10 em animais sororreagentes para LEB e
manifestando status de LP sdo maiores do que aquelas encontradas nos
animais nao sororreagentes, sugerindo, ou até mesmo, reiterando, uma
possivel acdo do VLB sobre as células da glandula maméaria no sentido de

determinar uma resposta Th2 predominante.

d. As concentragbes séricas de IL-13 e TNF-a sdo habitualmente maiores do

gue aquelas encontradas no soro lacteo.

e. No presente estudo, e com base nos métodos aplicados, ndo houve
contribuicdo dos grupos experimentais para possiveis diferencas entre as

concentracdes de citocinas no sangue e no leite.
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