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Dosagem de lisozima para avaliacdo da resposta imune
em bezerros

Lysozyme as an indicator of the immune response in calves

Mauricio Garcia,* Sabrina Caruso Chate,* Ana Carolina Rusca Porto,* Yara Ferreira Figueira,* André Dias Dieguez,*
Flavia Corbari Feres,* Maria de Fatima Monteiro Martins*

Resumo

O presente trabalho visou verificar a eficiéncia da dosagem de lisozima como indicador de imunidade em bovinos, valendo-se
de animais naturalmente acometidos de processo diarréico. Para tanto, foram utilizados bezerros com até trés meses de
idade, criados em manejo semi-intensivo e divididos em trés grupos experimentais (I — sem diarréia, Il — com diarréia mas
sem sintomas sistémicos, Ill — com diarréia e sintomas sistémicos). Foram colhidas amostras sangiiineas de cada animal,
que foram processadas para a realizagdo da dosagem de gamaglobulinas por eletroforese, dosagem de 1gG por imunodifusdo
radial, contagem de linfécitos e dosagem de lisozima. Os resultados encontrados mostraram existir linfopenia nos animais do
grupo lll, mas néo foi verificada hipogamaglobulinemia na eletroforese ou na imunodifusdo radial. Nao foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes no nivel de lisozima entre os grupos estudados. Nao foi possivel demonstrar corre-
lac@o entre a dosagem de lisozima e os outros indicadores preconizados no presente experimento. Todavia, embora no
presente experimento ndo se tenha encontrado uma correlagdo positiva entre o teor de lisozima e pardmetros de resposta
imunitaria, os resultados obtidos sugerem que novos trabalhos devam ser realizados para que tal parametro seja validado
como indicador biolégico.
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Abstract

The purpose of this work was to evaluate the serum lysozyme concentration as an indicator of immune response in bovine,
considering naturally affected animals with diarrheic process. The experiment was conducted using 3 months old calves,
raised in semi-intensive system and allocated into 3 groups with 10 animals each one (I - no diarrhea, Il — diarrhea but no
systemic symptoms, Il — diarrhea and systemic symptoms). Blood samples were collected from each animal and processed
by electrophoresis to verify the gamma-globulin content. The IgG was measured by radial immunodiffusion. Other measurements
included blood lymphocyte count and serum lysozyme concentration. The results showed lymphopenia in animals of group lIl,
but no differences were found in gamma-globulin content, as measured by electrophoresis and radial immunodiffusion. No
differences were found in the lysozyme content in all groups analyzed and it was not possible to demonstrate a correlation
between the lysozime content and the other indicators studied in this experiment. However, although it was not found this
positive correlation, the results suggest that new works have to be performed to validate this parameter as a biological indicator.
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Introducéo e literatura mordial para que possam, com suas proprias defesas, se
privar de moléstias comuns na criagdo (Burton e Erskine,
2003). Neste sentido, o estudo do sistema imune dos rumi-
nantes é de extrema valia, porém ainda carecem estudos

Com a popularizagé@o da pecuéria organica no mercado naci-
onal e mundial (Campanhola e Valarini, 2001), a aten¢éo do
consumidor esta cada vez mais voltada para produtos com  qis aprofundados que visem, nesta espécie, estabelecer

limitado uso de defensivos e produtos quimicos. Para conse-  concretamente modelos experimentais de avaliagdo da res-
guir isso, a melhor maneira € a prevencao das doencas, onde posta imunitaria (Garcia et al., 1999).

a manutencao da salde dos animais é de importancia pri-
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Uma forma de se avaliar a resposta imune que tem sido muito
empregada consiste na determina¢do da concentracdo de
anticorpos no soro. Diversas técnicas sdo preconizadas para
tanto, como a eletroforese, a imunoeletroforese, a
imunodifusdo radial e a turbidimetria com sulfato de zinco
(Satterfield e Rourke, 1981). Entretanto, Bittar et al. (2004) co-
mentam que a imunidade protetora ndo esta diretamente re-
lacionada com os niveis de anticorpos porque 0s anticorpos
totais sdo produzidos tanto contra antigenos do parasita quanto
contra antigenos do hospedeiro, como resultado de resposta
inflamatéria. Portanto, para a avaliagdo da eficacia do siste-
ma imune, deveriam ser utilizados testes especificos para a
andlise das respostas humoral e celular.

Uma outra técnica para a avaliacdo da resposta imune é a
quantificacdo das subpopulagdes linfocitarias existentes na
circulacédo sangiiinea através da identificagdo de marcadores
especificos (Wyckoff et al., 1993; Garcia et al., 1994). A conta-
gem de linfécitos, porém, oferece apenas uma idéia quantita-
tiva destas células e nada diz a respeito da sua funcéo ou da
sua atividade. Ora, um animal pode ter uma quantidade ade-
quada de linfocitos, mas tais linfécitos podem estar inativos.
Uma alternativa para se determinar se linfécitos estédo ativos
€ avaliar sua capacidade de multiplicacdo em cultivos celula-
res, ja que a multiplicacdo dos linfocitos é fundamental para
uma boa resposta imune. A técnica mais comum para a ava-
liacdo da capacidade de multiplicacao de linfocitos in vitro é
chamada blastogénese ou estimulagcdo mitogénica
(Fitzpatrick et al., 1992; Otto et al., 1993; Lonneux et al., 1998).
Todavia, € uma técnica de dificil execucgdo, exige aparelha-
gem sofisticada e freqiientemente emprega marcadores ra-
dioativos que s6 podem ser manipulados por laboratérios
devidamente estruturados.

Diante disso, muitos autores tém dado preferéncia para téc-
nicas de avaliagdo in vivo da resposta imune. No caso da
resposta humoral, a técnica de eleicdo consiste na inoculagéo
prévia de um determinado antigeno e posterior mensuragao
da produgdo de anticorpos contra este determinado antigeno
(Fitzpatrick et al., 1992; Pollock et al., 1992; Garcia et al., 1994;
Garcia et al., 2003a).

Ja no caso da resposta celular, a reagcdo cutanea de
hipersensibilidade tardia foi escolhida por muitos autores
como modelo de sua avaliagdo. Trata-se de uma técnica de
simples realizacdo que consiste em se aplicar um determi-
nado antigeno no tecido intradérmico. Caso o animal tenha
sido previamente sensibilizado a este antigeno, ird se formar
uma reagdo que podera ser avaliada medindo-se a espessu-
ra da sua pele antes e depois da rea¢do, usando-se um
paquimetro (Cheville et al., 1993; Reddi et. al., 1981; Garcia et
al., 1994).

Ao lado de todas essas técnicas, esta a dosagem de lisozima,
descrita como indicador de imunidade no homem e em vari-
0s outros animais (Osserman e Lawlor, 1966; Bonizzi et al.,
1989; Ponti et al., 1989). A lisozima é uma enzima antibacteriana
presente nos tecidos e em todos os fluidos corpdéreos, exceto
no fluido cerebroespinhal, suor e urina (Brightaman et al.,
1991). A lisozima divide os peptideoglicanos que compdem a
parede celular das bactérias gram-positivas. Ela também
destroi algumas bactérias gram-negativas em conjunto com
complemento.
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A lisozima é encontrada em altas concentragdes nos
lisossomos dos neutréfilos e se acumula nas areas de infla-
macao aguda, incluindo os locais de invasdo bacteriana. Ela
também é sintetizada na mucosa gastrica e nos macréfagos
dentro da mucosa intestinal. Como o resultado é encontrado
em grandes quantidades no fluido intestinal. O pH ideal para
atividade da lisozima, embora seja um pouco baixo (pH de 3
a 6) é facilmente obtido nos locais inflamatérios, bem como
dentro dos fagossomos. A lisozima também é uma opsonina
potente, facilitando a fagocitose na auséncia de anticorpos
especificos e sob condi¢cbes nas quais a sua atividade
enzimatica possa ser ineficaz. A lisozima também é capaz de
destruir varios virus (Tizard, 1998).

Apesar dessas propriedades, sdo muito raros os trabalhos
internacionais que utilizem a dosagem de lisozima para a
avaliacdo do sistema imune. Brightman et al. (1991) estuda-
ram a concentragdo de lisozima na lagrima de bezerros, ca-
bras e ovelhas. Os autores detectaram que a lisozima so esta
presente nas lagrimas de cabras e ovelhas, e ndo de bezer-
ros. Ja Berneri et al. (1991) usaram a técnica para compara-
¢do da evolugdo de vacinas especificas de imunomodu-
ladores no controle de doencgas de bezerros de corte. Riedel
e Schmidit (1991), estudando a influéncia de leucécitos no
colostro no sistema imune de bezerros neonatos, utilizaram
a técnica de dosagem de lisozima e provaram a presenca da
enzima no colostro. Outros estudos foram feitos para demons-
trar a presenca de lisozima no leite (Piccinini et al., 1999) e a
eficacia da enzima na resisténcia a mastite (Seyfert et al.,
1996). Bonizzi et al. (1989), estudando a caracterizacdo de
alguns parémetros de imunidade néo-especifica em bezer-
ros de leite, observaram haver um aumento da concentragao
de lisozima sangiiinea na primavera.

No Brasil, Garcia et al. (2002) realizaram um estudo prelimi-
nar empregando a lisozima como indicador de imunidade
em ovinos. Neste estudo foram utilizados seis carneiros adul-
tos, dos quais foram colhidas amostras sanglineas diaria-
mente, por um periodo de oito dias, totalizando 48 amostras.
As provas utilizadas foram: dosagem de gamaglobulinas por
eletroforese, dosagem de lisozima e contagem leucocitaria. A
contagem de linfécitos, quando confrontada com a dosagem
de lisozima, apresentou uma correlagédo positiva de 11%, va-
lor ndo significante estatisticamente. J4 a dosagem de
gamaglobulinas apresentou uma correlagdo positiva de 37%,
valor estatisticamente significante. Os resultados deste tra-
balho indicam existir uma correlacdo entre os valores de
lisozima e a concentracdo de gamaglobulinas no soro. Em
um estudo posterior, todavia, 0os autores ndo conseguiram
reproduzir tais resultados em condi¢des de imunossupresséo
experimental (Garcia et al., 2003b).

Objetivo

A analise da literatura disponivel mostra a caréncia de traba-
Ihos sobre o uso de lisozima como parédmetro para avaliagcao
da resposta imunitaria em bovinos. Como se trata de uma
técnica simples e acessivel, ao contrario de varias outras téc-
nicas empregadas com esse fim, a principal motivacdo deste
trabalho foi dar uma contribuicdo para essa questdo, estu-
dando a eficiéncia da dosagem de lisozima como indicador
de imunidade, em um modelo baseado na diarréia de ocor-
réncia natural em bezerros.
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Materiais e métodos

Estabelecimento dos grupos de estudo e coleta do
material

Foram utilizados 30 bezerros com idade de até trés meses,
criados em uma propriedade leiteira de manejo semi-inten-
sivo, divididos em trés grupos com 10 animais cada, de acor-
do com sua condicao clinica frente a diarréia, adotando-se o
protocolo especificado na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificagdo da condi¢do dos animais conforme
os achados clinicos durante exame

Condigédo do Achados clinicos

animal

| Sem diarréia
1l Com diarréia e sem sintomatologia sistémica

(temperatura inferior a 39,5°C,
normorexia e sem prostracao)

1] Com diarréia e sintomatologia sistémica

(temperatura superior a 39,5°C
ou anorexia ou prostracéo)

De cada animal foi coletada uma amostra de sangue, em
tubos a vacuo (Vacutainer, Becton), com e sem anticoagulante.
Apo6s a coleta, as amostras foram encaminhadas para o la-
boratério, sendo que os tubos sem anticoagulante foram para
centrifuga para extracéo de soro e posteriormente separados
em aliquotas.

Dosagem de gamaglobulinas por eletroforese

A percentagem de gamaglobulinas foi estimada através da
eletroforese de proteinas séricas em gel de agarose, segun-
do Barta e Pourciau (1984). Foram colocados na cuba de
eletroforese 190mL de tampé&o barbital 0,05m e de pH 8,5. No
filme de agarose (Celm gel, filme de agarose gel — cédigo
0716) foram aplicados 0,6 pL de soro com o uso de
micropipeta especifica. Em seguida, esse filme foi colocado
na tampa com a por¢éo onde foi aplicada a amostra do lado
do pdlo negativo da tampa. A tampa foi colocada sobre a cuba
e a corrida foi iniciada com a duracdo de 35 minutos a 90
volts. Ao término da corrida, a tampa foi retirada e o excesso
de tampao das bordas do filme foi eliminado. O filme foi reti-
rado da tampa e mergulhado em 200mL de negro de amido
0,2% acido acético a 5%, por 5 minutos. Apds essa etapa, 0
filme foi mergulhado em 200mL de acido acético 5% também
por 5 minutos. Na seqiiéncia, o excesso de acido acético foi
retirado e o filme foi mantido a temperatura de 60°C para
secagem. Em seguida, foi novamente colocado no acido
acético 5% até o fundo ficar transparente, quando foi seco
novamente a 60°C. Ao final o filme foi lido em densitdmetro
(DS 50, Celm) a 520mm.

O valor percentual de gamaglobulinas foi multiplicado pelo
valor obtido na dosagem de proteinas totais, para se obter o
valor absoluto. Para a determinacdo da quantidade total de
proteina foi empregado o método do biureto, conforme des-

R. bras. Ci. Vet., v. 12, n. 1/3, p. 66-71, jan./dez. 2005

crito por Weichselbaum (1946), utilizando-se um kit comerci-
al para dosagem de proteinas (Labtest) e procedendo a leitu-
ra em analisador eletrénico (Quicklab).

Dosagem de IgG por imunodifus&o radial

Foi feita a dosagem de 1gG através da técnica de imunodifuséo
radial (IDR), de acordo com a descricdo de Mancini et al.
(1965), usando kit comercial para dosagem de IgG (Binding
Site, RN200. 3 e RN360. 3).

Contagem de linfécitos

A contagem de linfocitos foi obtida multiplicando-se o valor da
contagem total de leucdcitos, obtido em equipamento eletr6-
nico (CELM, modelo CC530), pela contagem diferencial obti-
da em extensdo sanglinea.

Dosagem de lisozima

A técnica utilizou 20mg de uma cepa liofilizada de Micrococcus
lysodeikticus (Sigma, cod. M3770) suspensa em 0,6 mL de
solucéo fisioldgica, conforme descrito por Bonizzi et al. (1989).
Essa suspenséo foi adicionada a 40 mL de agarose a 1% em
tampéo fosfato 1/15 M, pH 6,3 (22,1 mL de Na,HPO,. 2H,0 1/
15Me 77,9 mL de KH,PO, 1/15 M). Apés a solidificagdo do gel,
foram feitos pogos de 5mm de didmetro distantes de 3cm um
do outro. Os pogos foram preenchidos com 0,05 mL do soro
a ser testado. A leitura da placa foi feita apds a incubacéo a
24°C por 18 horas e consistiu da medida da area do halo de
lise bacteriana ao redor dos pocos, calculada a partir do dia-
metro do mesmo.

Andalise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por andlise de
variancia e estudos de correla¢é@o (Zar, 1996), para um valor
de p<0,05. Foi empregada planilha eletrénica comercial (Excel
97, Microsoft) de acordo com as recomendacdes de Dretzke e
Heilman (1998).

Resultados

Os resultados dos parametros imunolégicos estudados es-
tdo expostos na tabela 2 e os testes de correlagdo se encon-
tram na Tabela 3.

Tabela 2 — Valores médios dos parametros imunolégicos em
bezerros saudaveis (Grupo I), diarréicos (Grupo lI) e diarréicos
com sintomatologia sistémica (Grupo III).

Parametro Grupo | Grupo  Grupo lll
1l
(n=10) (n=10) (n=10)
Linfécitos sangiiineos (céls. /uL) 10.310° 9.912®  7.801°
Gamaglobulinas séricas (g/dL) 1,672 1,522 2,10%
IgG séricas (g/dL) 2,79° 2,72° 3,71°
Lisozima sérica (4rea de lise mm?) | 85,82 87,5 80,4°

aletras iguais indicam valores estatisticamente iguais (na mesma linha)



Tabela 3 — Correlagdo entre a dosagem de lisozima sérica e
outros parametros de imunidade em bezerros (n = 30)

Valor
24,5% (ns)
-11,1% (ns)

6,5% (ns)

Correlacao

Lisozima x Linfocitos
Lisozima x Gamaglobulinas
Lisozima x IgG

ns = correlagdo estatisticamente néo significante (p>0,05)

Discusséao

Encontrar um marcador de imunidade em bovinos, de baixo
custo e facil execucdo pode representar um grande avango
no controle de varias doengas e uma forma de estabelecer
embasamento cientifico para diversos procedimentos liga-
dos a pecuéria organica, modalidade de crescente interesse
no cenario brasileiro e mundial. Todavia, a grande maioria
dos experimentos que se valem de modelos de mensuragéo
da resposta imune esta relacionada com pesquisa de base
ou em humanos, onde 0s recursos sdo mais abundantes e
permitem utilizar técnicas mais sofisticadas, como a
estimulacdo blastogénica de linfécitos, as dosagens de
linfocinas e a citometria de fluxo.

Tais técnicas, todavia, sdo inacessiveis para as condicGes
brasileiras de pesquisa de campo com bovinos e a busca de
alternativas cientificamente adequadas e economicamente
viaveis foi uma das principais motivacdes que levou os auto-
res deste trabalho a pesquisar a dosagem de lisozima, uma
técnica simples, barata e de facil execugao.

Para avaliar esse parametro, havia a necessidade de se com-
parar a dosagem de lisozima em animais imunossuprimidos
com aquela encontrada em animais de um grupo controle. Ao
invés de se optar por animais imunossuprimidos experimen-
talmente, como foi feito em outro trabalho de nosso grupo,
em ovinos (Garcia et al., 2003b), neste projeto optou-se por
escolher animais naturalmente imunossuprimidos. Assim, a
escolha de animais diarréicos teve esse propdsito, ou seja,
partiu-se do principio que animais nestas condicdes estari-
am imunossuprimidos por efeito de seu quadro clinico. Essa
hipotese (diarréia e imunossupresséao) foi baseada em vari-
os estudos que demonstraram essa associagdo, como ocor-
re em Gudapty e Atluru (1992) e Brum et al. (2002). Segundo
Roth et al. (1981), que trabalharam com o virus da diarréia
bovina, a imunossupresséo é advinda da infec¢do aguda e
estaria relacionada com uma disfuncdo leucocitaria.
Pernthaner et al. (1997) admitem também ocorrer
trombocitopenia e Adler et al. (1996) descrevem decréscimo
no fator de necrose tumoral alfa. Feitosa et al. (2001) demons-
tram que a taxa média de IgG em bezerros que vieram a 6bito
nos trés primeiros meses de vida foi menor que aquela en-
contrada nos animais que sobreviveram.

Em outras palavras, ha evidéncias suficientes na literatura
que permitem supor que animais diarréicos estariam
imunossuprimidos. Ainda assim, neste trabalho procuramos
nos assegurar da questdo, através da contagem linfocitaria,
sendo encontrada uma linfopenia no grupo que apresentava
diarréia associada a sinais sistémicos, fato que reforca a
suposicdo de que estavam com sua imunidade comprometi-
da. Entretanto, nesses animais ndo foi demonstrada a ocor-

69

réncia de hipogamaglobulinemia, quer por eletroforese, quer
por imunodifusdo radial. Esses resultados sugerem que o
nivel global de anticorpos séricos pode ndo ser um bom indi-
cador de imunossupressao, fenémeno também encontrado
por Silva et al. (2001) e comentado por .Bittar et al. (2004).

Desta forma, cabe salientar que este artigo ndo é um trabalho
sobre diarréia, é sobre imunidade, e a diarréia serviu apenas
como modelo experimental para se ter um grupo de animais
imunossuprimidos. Assim, de posse desse grupo, especial-
mente os animais do grupo lll, precisdvamos entdo comparar
os resultados da dosagem de lisozima com aqueles encon-
trados no grupo | (controle). Todavia, ndo houve diferencas
significantes entre os resultados desses grupos. Além disso,
ndo foi possivel demonstrar haver correlacdo estatisticamen-
te significante entre a dosagem de lisozima e outros indica-
dores, como a contagem de linfécitos, a dosagem de
gamaglobulinas e a dosagem de 1gG.

A auséncia dessa diferenca contrasta dramaticamente com
os resultados apresentados por Bonizzi et al. (1989) e Ponti et
al. (1989), que empregaram a lisozima para analisar a imuni-
dade inespecifica em bovinos de leite e de corte, respectiva-
mente. A dosagem de lisozima foi também correlacionada
por esses autores com outros paradmetros como dosagem
de proteinas séricas, dosagem de imunoglobulinas, dosa-
gem de complemento, atividade bactericida do soro e
estimulagcdo bastogénica de linfécitos.

O que chama a atencgao, todavia, é o fato de ambos os traba-
Ihos serem de pesquisadores do mesmo grupo italiano e
ndo existirem resultados semelhantes em pesquisadores de
outros grupos. O que se nota, na verdade, é uma linha de
pesquisa desse grupo, consistente com esses resultados, e
que se repete em outros artigos, como é o caso de Archetti et

al. (1996), Amadori et al. (1997) e Bonnizzi et al. (2003).

No que se refere a resultados por n6s encontrados previa-
mente (Garcia et al., 2002), cabe ressaltar que foi realizado
com ovinos sem imunossupressao e se tratou de um ensaio
preliminar onde foi encontrada apenas correlacao entre a
dosagem de lisozima e a dosagem de gamaglobulinas,
parametro que, conforme citado anteriormente, ndo pode ser
considerado como um indicador seguro de imunos-supres-
sdo. Tais resultados ndo foram corroborados em experimen-
to posterior (Garcia et al., 2003b), em que a dosagem de
lisozima foi avaliada em ovinos experimentalmente imu-
nossuprimidos com ciclofosfamida. Nesta segunda vez, ndo
foram encontradas diferencas estatisticamente significati-
vas.

Ficam, desta forma, abertas algumas questées. Novos expe-
rimentos precisam ser conduzidos para avaliar por que moti-
vo nao foi possivel reproduzir os achados dos pesquisadores
italianos e também para analisar o comportamento da
lisozima em condi¢des de imunossupressdo experimental
em bovinos.

Conclusdes

Nas condi¢Oes realizadas no presente experimento, a dosa-
gem de lisozima sérica ndo se mostrou um indicador eficien-
te de imunidade em bezerros. N&o foram encontradas dife-
rencas estatisticamente significantes no nivel de lisozima
entre os grupos estudados e ndo foi possivel demonstrar
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correlacé@o entre a dosagem de lisozima e os outros indicado-
res. Todavia, embora no presente experimento ndo se tenha
encontrado uma correlacédo positiva entre o teor de lisozima e
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