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berculosis by monocyte-macrophage cells from goats naturally infected with caprine
arthritis encephalitis virus.] Fagocitose intensificada de Corynebacterium pseudotuber-
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Caprine arthritis encephalitis (CAE) and caseous lymphadenitis (CL) have high inciden-
ce and transmissibility in small ruminants. Since both virus have tropism for macrophages
and monocytes and affect the innate immune response, it is believed that CAE can predis-
pose the animal to infection by Corynebacteruim pseudotuberculosis, the etiological agent of
CL. To confirm this hypothesis, we evaluated phagocytosis from the monocyte-macrophage
cells from 30 Saanen goats. Goats were uniformly divided in two groups according to results
of agar gel immunodiffusion test for CAE virus (CAEV). Peripheral blood mononuclear cells
were isolated by density gradient centrifugation and the monocyte-macrophage cells were
isolated from the mononuclear cells by their adhesion properties in plaques. Afterwards,
phagocytosis of C. psudotuberculosis was performed for two hours at 37°C, 5% of CO,, and
assessed by microscopic visualization. There was no difference in the percentage of mo-
nocyte-macrophage cells that phagocytozed C. bovis between groups (P=0.41). However,
when phagocytosis rates were classified according to the number of C. pseudotuberculosis
phagocyted, the percentage of monocyte-macrophage cells that internalized more than 12
bacteria were higher in serologically CAEV positive animals compared to the serologically
negative ones (P<0.001). Furthermore, a positive and significant correlation (r = 0.488; P =
0.006) between the percentage of monocyte-macrophage cells that internalized more than
12 bacteria and the percentage of monocyte that were carrying out phagocytosis was also
encountered in serologically CAEV positive goats, however the same were not observed in
serologically negative ones. These results demonstrated an alteration in the intensity of C.
pseudotuberculosis phagocytosis by monocytes-macrophages from goats infected by CAEV.
Thus, these results indicated that goats infected with CAEV may be more susceptible to CL.

INDEX TERMS: Caseous lymphadenitis, caprine arthritis encephalitis, phagocytes, mononuclear cells,
caprine.

RESUMO.- A Artrite Encefalite Caprina (AEC) e a Linfade-
nite Caseosa (LC) possuem alta incidéncia e transmissibi-

lidade em pequenos ruminantes. Como ambas possuem
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tuberculosis, agente etioldgico da LC. Para confirmar esta
hipétese, avaliou-se a fagocitose de células da série mond-
cito-macrdéfago de cabras naturalmente infectadas pelo vi-
rus da AEC (VAEC). Para tanto, foram utilizadas 30 cabras
da raga Saanen, alocadas em dois grupos distintos, com 15
animais cada, conforme a sororreatividade de anticorpos
séricos antivirus da AEC. Células mononucleares de san-
gue periférico foram isoladas por gradiente de densidade e
plaqueadas para isolamento de células da série mondcito-
-macrofago. Posteriormente, o ensaio de fagocitose de C.
pseudotuberculosis foi realizado, ap6s incubagio por duas
horas a 37°C a 5% de CO,, e a visualizagao da fagocitose foi
identificada por microscopia 6ptica. O presente estudo ndo
encontrou diferenca na porcentagem de mondcito-macré-
fagos que realizaram fagocitose entre os diferentes grupos
(P = 0,41). Todavia, a andlise quantitativa de bactérias fa-
gocitadas, demonstrou maior capacidade fagocitica pelos
macréfagos-mondcitos do grupo sororreagente ao virus da
AEC. Correlacdo entre mondcitos fagocitando e macréfagos
que fagocitaram mais de 12 bactérias foi observado neste
grupo (r = 0,488; P =0,006), ndo sendo o mesmo encontra-
do no grupo de animais sorroreagentes negativos. Os dados
demonstram aumento na intensidade da fagocitose de ma-
crofagos de animais infectados com o virus da AEC.

TERMOS DE INDEXACAO: Linfadenite caseosa, artrite encefalite
caprina, fagdcitos, células mononucleares, caprinos.

INTRODUCAO

Afecgbes como a artrite encefalite caprina (AEC) e a linfa-
denitecaseosa (LC) sdo mundialmente disseminadas, in-
clusive no Brasil, e apesar de ndo causarem sintomatologia
expressiva na maioria das vezes, estdo implicadas na baixa
produtividade dos animais (Ribeiro et al. 2011, Souza et al.
2011, Andrade et al. 2012). O virus da AEC (VAEC) e Cory-
nebacterium pseudotuberculosis, agente etioldgico da LC,
apresentam em comum o tropismo pelas células da série
mondcito-macrdfago, que disseminam os agentes no hos-
pedeiro (Lara et al. 2005, Blacklaws 2012).

O virus da AEC (VAEC), da familia Retroviridae possui
similiaridade com outros virus causadores de imunodefi-
ciéncias, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Quinn et al. 2005, Al-Qudah et al. 2006). A infeccdo pelo
virus da AEC compromete a fungdo de linfécitos T auxilia-
res (Zink et al. 1990), resultando na redugdo da produgio
de citocinas ou alteracdo de seu perfil de produgdo, o que
pode prejudicar tanto a resposta celular como a resposta
humoral contra o virus (Fluri et al. 2006).

A LC é causada por um actinomiceto que possui simi-
laridades com o Mycobacterium pseudotuberculosis. Ambos
possuem lipideos em sua parede celular que dificultam a
fagocitose da bactéria promovendo toxicidade as células do
hospedeiro (Tashjian & Campbell 1983). Pelo fato de ser
um patodgeno intracelular facultativo, a imunidade contra
C. pseudotuberculosis é complexa e envolve principalmente
a resposta imune celular (Ellis et al. 1990, Prescott 2002).
No entanto, as células cronicamente infectadas parecem ter
sua funcao diminuida, favorecendo a permanéncia do pato-
geno no hospedeiro (Mueller & Pieters 2006).
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Outro fator a ser considerado é que a forma pulmonar
da infeccdo por C. pseudotuberculosis ocorre com mais fre-
quéncia em ovinos infectados por lentiviroses (Brodie et al.
1992). E também reportado, em humanos, que a infecgio
por Mycobacterium tuberculosis € mais comum nos indi-
viduos portadores do HIV, e que esta doenca bacteriana
pode acelerar a progressao desta ultima (Elner 1990). Es-
tas duas infec¢des parecem ter efeito sinérgico causando
uma mudanca a favor dos seus agentes etioldgicos que nao
pode ser revertida pelo tratamento com agentes antimico-
bacterianos (Wallis & Ellner 1994). Foi entdo sugerido que
as infec¢des micobacterianas poderiam causar aumento na
producdo de interleucina (IL)-6, a qual suprime a respos-
ta imune celular. Deste modo, a IL-6, assim como a IL-1 e
o TNF-alfa, foram implicadas na indu¢do da replicacdo do
HIV (Van Heyningen et al. 1997). Destarte, sendo o virus
da AEC pertencente a mesma familia e ao mesmo género
do HIV (Quinn et al. 2005) e C. pseudotuberculosis, um acti-
nomiceto como M. tuberculosis (Dorella et al. 2006), e con-
siderando suas similaridades na modulagdo da resposta
imune, acredita-se que a progressdo destas doengas tam-
bém pode apresentar um efeito sinérgico entre si. Estudos
também apontam que mediadores soltveis secretados na
resposta frente a esta bactéria podem modular a replica-
cdo de lentivirus, e, por extensdo, favorecer a progressao
da doenga em ovinos infectados por ambas enfermidades
(Ellis et al. 1994).

Uma vez que ambas as afec¢des AEC e LC possuem alta
incidéncia e transmissibilidade, além dos agentes etiologi-
cos destas enfermidades possuirem tropismo por mondci-
tos-macroéfagos, o presente estudo teve como objetivo ava-
liar a fagocitose C. pseudotuberculosis por células da série
mondcito-macréfago de cabras naturalmente infectadas
pelo VAEC.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras sanguineas de 30 cabras adultas da
raca Saanen, sem altera¢des no exame clinico e no hemograma,
distribuidas uniformemente em dois grupos conforme a reativi-
dade do soro sanguineo ao virus da AEC. O sorodiagnoéstico deu-se
por kit comercial (Biovetech, Brasil) utilizando o antigeno protei-
co (p28) extraido do capsideo do virus da AEC, e a leitura realiza-
da apds 48 e 72 horas de incubacao.

A cepa de C. pseudotuberculosis utilizada no ensaio de fagoci-
tose foi isolada por pungao aspirativa de linfonodo aumentado de
caprino com LC, e, posteriormente, semeada em placas de agar-
-sangue contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado e incu-
badas a 37°C por 72 horas. A identificacdo do agente etiol6gico foi
feita por coloracdo de Gram, e por testes bioquimicos, através do
kit ApiCoryne® (Biomérieux, Franca), conforme recomendacdes
do fabricante.

A quantidade de C. pseudotuberculosis para o ensaio de fagoci-
tose foi mensurada pela Escala de Mac Farland, correspondente a
30x108 bactérias/mL (Bier 1984), sendo utilizadas seis bactérias
para cada célula mononuclear (6:1) (Kapetanovic et al. 2007, Ra-
javelu & das 2007).

0 ensaio de fagocitose das células da série mondcito-macroé-
fagos foi realizado conforme descrito por Azedo et al. (2011) e
Bastos et al. (2012) com algumas modificagdes. Resumidamente,
as células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram iso-
ladas por gradiente de densidade, utilizando Ficoll-Paque Plus®
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(GE Heathcare, Suécia), e ajustadas para 1 x 107 células mononu-
cleares/mL viaveis, por exclusdo do azul de trypan, adicionadas
sobre laminulas de vidro polidas de 13 mm de didametro em placas
de 24 pogos de poliestireno, e incubadas em estufa com 5% de CO,
a 37°C, por 1 hora, para isolamento dos mondcitos por sua pro-
priedade de adesdo em vidro (Stabel et al. 2007). Removidas da
estufa, aos pogos das placas foram instilados solugdo salina tam-
ponada em temperatura ambiente para a remocgao das células ndo
aderentes. Posteriormente, foram adicionadas aliquotas de 20uL
da suspensio contendo 6x107 de bactérias sobre as laminulas de
vidro dentro dos pogos. As placas foram novamente incubadas a
37°C durante 2 horas, em 5% de Co, e fixadas com glutaraldeido
a 0,5%, por 10 minutos.

Para o teste de fagocitose procedeu-se a leitura das laminu-
las em microscopia 6ptica em aumento de 1000 X, apds colora-
¢do com o corante de Rosenfeld. Foram contadas 400 células,
avaliando-se a porcentagem de mondcitos aderidos, mondcitos
que fagocitaram C. pseudotuberculosis, macréfagos aderidos, ma-
créfagos espraiados, macroéfagos que fagocitaram até 12 C. pseu-
dotuberculosis (Fagocitose +) e macréfagos que fagocitaram mais
de 12 C. pseudotuberculosis; (Fagocitose ++) (Figura 2), conforme
estabelecido por Rivas et al. (2002). Para determinar esta classifi-
cacdo, considerou-se o nimero de células bacterianas no interior
dos vactolos celulares (Fig.2).

A normalidade da distribuigdo dos dados foi verificada, utili-
zando-se do teste de Anderson-Darling, e sua homoscedasticida-
de, utilizando-se do teste F. Para a avaliacdo das diferencas entre
as médias dos resultados, foi feito o teste de analise varidncia T.
Para a avaliacdo das correlagcdes entre os dados observados, foi
realizada a analise do coeficiente de correlagdo de Pearson, utili-
zando-se critério de classificagdo indicado por Callegari-Jacques
(2006). Para todos os resultados, foram consideradas significan-
tes as analises que apresentaram P<0,05. Os dados estdo expres-
sos como média (+ desvio padrdo). Nas avaliacdes estatisticas, foi
utilizado o software estatistico MINITAB®, versdo 15 (Global Tech
Informatica™, Belo Horizonte, MG).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A AEC e a LC sdo duas importantes afec¢cdes cronicas com
diferentes agentes etioldgicos, culminando em estudos
sobre as duas afec¢des de forma isolada (Lara et al. 2005,
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Fig.1. Correlacdo entre a porcentagem de mondcitos que fagocita-
ram Corynebacterium pseudotuberculosis e a porcentagem de
macroéfagos que fagocitaram mais de 12 bactérias (Fagocitose
++) em caprinos sororreagentes positivos e negativos para o
virus da Artrite Encefalite caprina.

Chirino-Zarraga et al. 2006). Baseando-se na hipdtese de
que as células alvo dos animais portadores do virus tenham
a fungdo fagocitica comprometida ou alterada (Patel et al.
2012), predispondo a futuras infec¢des, como a LC, o pre-
sente trabalho avaliou a funcio fagocitica ex vivo de células
da série mond6cito-macroéfago de animais infectados pelo
virus da AEC utilizando-se da bactéria C. pseudotuberculo-
SIs.

Assim a andlise dos grupos experimentais permitiu ob-
servar trés importantes fend6menos: houve maior porcen-
tagem de macroéfagos com fagocitose ++ nas células obtidas
do grupo de animais sororreagentes quando comparadas
as células do grupo de animais ndo sororreagentes ao VAEC
(P=0,001). Por sua vez, observou-se maior porcentagem
de macréfagos com fagocitose + nas células obtidas do
grupo de animais ndo sororreagentes, quando compara-
das as células obtidas no grupo de animais sororreagentes
(P=0,012) (Quadro 1). Ainda, correlagio positiva no grupo
dos animais sororreagentes entre macroéfagos fagocitando
++ com mondcitos fagocitando (r=0,488, P=0,006) foi evi-
denciada (Fig.1). Neste contexto sabe-se que um dos meca-
nismos mais importantes na resposta imune inata contra o
VAEC é a produgao de interferon tipo I, que pode interferir

Quadro 1. Avaliagio da fagocitose (% de células fagocitando)
ex vivo de Corynebacterium pseudotuberculosis, por células da
série mondcito-macrofago obtidas de amostras sanguineas
(média + desvio padrao) de caprinos sorreagentes e
soronegativos para o virus da Artrite Encefalite Caprina

Negativo Positivo P
(n=15) (n=15)
Monécito 9,03 (+3,67) 11,51 (+ 4,14) 0,09
Macroéfago 28,49 (+8,83) 23,49 (+9,93) 0,18

Macroéfago Espraiado
Fagocitose Total
Mondcito Fagocitando
Fagocitose® +
Fagocitose® ++

10,03 (+ 3,63)
52,39 (+ 8,93)
2,081 (+1,55)

9,21 (+3,76) 0,55
5545 (+11,12) 0,41
2,89 (+2,19) 0,25
34,87 (+591) 27,67 (+4,83) 0,012
1545 (+8,62) 24,88 (+10,44) 0,001

2 Fagocitose +: até 12 particulas de C. pseudotuberculosis por célula. ° Fa-
gocitose ++: mais que 12 particulas de C. pseudotuberculosis por célula.

Fig.2. Macréfago caprino fagocitando (++), apresentando cito-
plasma abundante, vacuolizado contendo em alguns destes
Corynebacterium pseudotuberculosis, microscopia dptica, co-
loragcdo com o corante de Rosenfeld, obj.1000x

Pesq. Vet. Bras. 32(12):1225-1229, dezembro 2012



1228 Barbara G.S. Sanches et al.

com a diferenciacdo dos mondcitos (Blacklaws 2012), o
que pode resultar na maturagdo de monécitos em macréfa-
gos, supostamente favorecendo maior atividade fagocitica
(Patel et al. 2012), demonstrada no presente estudo pela
maior capacidade de realizar fagocitose, quando compara-
da as células dos animais nao sororreagentes.

O percentual total de macréfagos fagocitando (fagocito-
se ++ e fagocitose +), assim como a porcentagem total de
células fagocitando (macréfagos e mondcitos) ndo diferiu
entre os grupos (Tabela 1), em concordancia com a litera-
tura (Anderson et al. 1983). Esse é um dado importante, o
qual demonstra ndo haver diferenca na quantidade de cé-
lulas realizando fagocitose, independente se o animal apre-
senta ou ndo anticorpos antivirus da AEC.

Os fagécitos mononucleares apresentam papel funda-
mental na patogénese da infecgio por C. pseudotuberculo-
sis, fornecendo um nicho intracelular para sobrevivéncia e
multiplicagdo deste bastonete gram-positivo intracelular
facultativo, cuja evasdo do sistema imune ocorre por ini-
bicdo da formacgdo do fagolisossomo, resultando em mul-
tiplicagdo da bactéria e morte celular, provocando lesdo
necrética e liberacdo da bactéria (Walker et al. 1994). No
entanto, deve-se salientar que a fagocitose de C. pseudotu-
berculosis pode variar de acordo com a cepa (Stefanska et
al. 2010), embora Abreu et al. (2008), em condi¢des brasi-
leiras, encontrou um Unico padrao genotipico de C. pseudo-
tuberculosis responsavel por abscessos superficiais.

Pelo supra descrito, os resultados do presente estudo
indicam para maior dissemina¢do da LC em caprinos in-
fectados pelo virus da AEC, pois, neste grupo, houve uma
maior quantidade de células bacterianas fagocitadas, o que
poderia propiciar a disseminac¢do do patégeno para outros
tecidos e a formacdo de novos granulomas.

CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir que a infec¢do pelo
virus da artrite encefalite caprina ocasiona aumento na in-
tensidade de fagocitose das células da série monocito-ma-
créfago, sugerindo que a AEC predispde os animais a LC e/
ou favorece a progressdo da mesma, todavia mais estudos
sdo necessarios para confirmar esta hipdtese.
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