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Avaliacao da atividade da mieloperoxidase neutrofilica
em bovinos da raca Holandesa e sua correlacao com niveis
plasmaticos de acido ascorbico

Evaluation of neutrophilic myeloperoxidase activity in Holstein cows and
its correlation to plasma ascorbic acid levels
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Resumo

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima que desempenha papel fundamental nos mecanismos bactericidas dos mamiferos,
sendo encontrada principalmente em leucécitos polimorfonucleares neutréfilos. A MPO esta diretamente relacionada com os
mecanismos bactericidas dependentes de O,, sendo catalisadora do processo de formagéo de radicais altamente reativos
como o &cido hipocloroso (HCLO), a partir de H,0, e ions halogénios, constituindo, portanto, importante mecanismo de defesa
contra microrganismos patogénicos. O acido ascérbico apresenta efeitos estimulatérios sobre a atividade fagocitaria de
leucécitos, sobre a fungdo do sistema reticuloendotelial e sobre a sintese de anticorpos, além de estimular a atividade de MPO
in vitro em humanos, aumentando a produgéo de HCIO-. No homem, foi descrito um quadro de deficiéncia de MPO que leva a
diminuigdo da capacidade bactericida dos neutréfilos contra Staphylococcus aureus e Candida albicans, e também a uma
maior susceptibilidade desses individuos as infeccdes em geral. Neste trabalho foram coletadas amostras de sangue de 100
vacas da raga Holandesa, - distribuidas em diferentes estagios de lactagdo e provenientes de trés rebanhos comerciais.
Utilizou-se o método de Kaplow, originalmente utilizado em humanos, para a avaliagdo da atividade MPO de neutréfilos e a
técnica de HPLC (“High Performance Liquid Chromatograph”) para a determinag&o dos niveis plasmaéticos de 4cido ascérbico.
Os resultados da correlagdo entre a atividade MPO e os niveis de acido ascérbico foram analisados através do programa
“Computacional Statistical Analysis System” (SAS Institute Inc., 1985), mostrando associa¢do negativa entre a atividade
enzimatica da MPO e o nivel plasmatico de acido ascérbico in vivo. Além disto, houve efeito significativo do nimero de
lactagdes sobre esta associagao.
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Abstract

The activity of polymorphonuclear leukocytes (PMNL) or neutrophils is critical for the immune response against invading
bacteria by phagocytosis and killing. One of the main neutrophil killing mechanisms is the myeloperoxidase-halide system
(MPO) that plays a fundamental role in the oxygen-dependent bactericidal mechanism of neutrophil. MPO has a catalytic
effect on highly reactive radicals, such as HOCI, when combined with H,0, and halide. Ascorbic Acid stimulates leukocyte
fagocytic activity, antibody synthesis and MPO activity in humans in vitro. It was collected blood samples from 100 Holstein
mature cows from 3 commercial dairy herds of Sdo Paulo state (Brazil) in different stages of lactation. Blood samples were
collected from the jugular vein, and blood smears were done in glass slides, as described by Kaplow (1965). Ascorbic Acid
was measured by HPLC (High Performance Liquid Chromatograph). There was a negative relationship between MPO activity
and plasmatic Ascorbic Acid levels in vivo. Besides that, there was a significant effect of lactation number on that association.
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Introdugao vacas americanas estao infectadas (Philpot e Nickerson,

W . s 1991), sendo que no Brasil, alguns estudos indicam variagéo
A mastite é a doenga que mais onera a produgao leiteira no de 20% a 38% (Fonseca, 1992; Langenegger et al., 1970).
mundo. Analisando a prevaléncia da mastite como doenca  pentre os agentes causadores de mastite destaca-se o
infecciosa, alguns autores registraram que cerca de 30% das Staphylococcus aureus, apontado pela International Dairy
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Federation (1991) como o principal agente etiolégico em 18
de 23 paises analisados. No Brasil, varios estudos confir-
mam a predominancia desta bactéria como principal agente
causador da mastite bovina (Langenegger et al., 1970; Langoni
et al., 1990). A dificuldade de controlar este agente infeccioso
esta relacionada & baixa eficacia dos tratamentos com
antimicrobianos e as reduzidas taxas de cura esponténea,
levando a um insatisfatério nivel de eliminagdo das infecgdes
existentes (Sears, 1993). Alguns autores destacam que fa-
Ihas nos mecanismos de morte intracelular também podem
contribuir para esta baixa taxa de cura espontanea (Cooray e
Hakansson, 1995; Santos et al.,, 1996).

A mieloperoxidase (MPO) é uma hemoproteina lisossomal
localizada nos granulos primarios de leucdcitos
polimorfonucleares (Cooray, 1994, Cooray et al., 1993;
Klebanoff, 1991) que na presenca de peréxido de hidrogénio
(H,0,) e ions halogénios constitui-se em potente sistema
bactericida (Klebanoff, 1991), podendo, também, ser efetiva
contra fungos, virus, micoplasmas e células tumorais de ma-
miferos. Sua agéo bactericida ocorre apds a ingestao da par-
ticula pelos polimorfonucleares (PMN). Durante o burst
oxidativo ocorre a reduggo do 0, em anion superéxido que é
reduzido a H,0,. A MPO tem agao catalitica na formagéo de
radicais altamente reativos, como o acido hipocloroso (HCIO),
a partir de H,0, e ions halogénios (CI, I, Br) que tem impor-
tante papel nos mecanismos de morte intracelular de bacteri-
as, possivelmente através da halogenagao protéica (Bogliolo,
1981). Hampton et al. (1996) reafirmaram o importante papel
das enzimas superéxido dismutase e mieloperoxidase no
processo oxidativo de morte de Staphylococcus aureus den-
tro dos neutréfilos, sendo que a primeira atua em conjunto
com uma via dependente de mieloperoxidase. Segundo es-
tes autores, a superdxido dismutase contribuiu em 25% na
destruicdo desta bactéria e a mieloperoxidase em 33 a 40%.
Cooray e Bjorck (1995) estudaram os efeitos bactericidas do
sistema mieloperoxidase/perdxido/haleto sobre bactérias
patogénicas causadoras de mastite, mostrando que este sis-
tema é extremamente efetivo contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis e Escherichia coli.

O primeiro relato de deficiéncia de MPO foi feito em humanos
por Grignaschi et al. (1963), descrevendo a deficiéncia com-
pleta da enzima em um paciente. Diversos autores (Cech et
al., 1979; Edwards et al., 1988) observaram diminui¢do da
capacidade bactericida de leucécitos polimorfonucleares
(PMNs) de individuos com a deficiéncia de MPO, contra mi-
crorganismos como Staphylococcus aureus e Candida
albicans. Nauseef (1990) descreveu que a deficiéncia de MPO
é um defeito genético relativamente comum, ocorrendo na
freqiéncia de 1:2000-4000 na populagdo humana. Kitahara
et al. (1979) e Parry et al. (1981), determinando a atividade de
MPO numa populagéo de pacientes de um hospital, encontra-
ram prevaléncia da deficiéncia de MPO em neutrdfilos entre
1:2100 e 1:4000. A MPO humana é uma proteina dimérica
com duas subunidades, uma pesada com 59 KDa e a outra
leve com 13.5 KDa (Johnson e Nauseef, 1991), sendo sinteti-
zada primariamente como uma proteina simples de 80 KDa
(Nauseef, 1986), que apés a tradug@o sofre um processa-
mento proteolitico, para entdo ser armazenada nos lisossomos
neutrofilicos, durante o estagio promielocitico do desenvolvi-
mento mieldide (Lubbert et al., 1991).
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Nauseef et al. (1983) descreveram que individuos com defi-
ciéncia hereditaria de MPO n&o apresentavam evidéncias
enzimaticas, imunoquimicas ou espectrofotométricas da pre-
senga de MPO ativa, verificando a existéncia de uma proteina
imunoquimicamente relacionada a MPO, com o mesmo peso
molecular de 90 KDa e tamanho do precursor biossintético
para a MPO. Com base nestes resultados, sugeriu-se que a
deficiéncia de MPO poderia estar relacionada a um defeito no
processamento pés-traducional de um precursor da MPO
(Nauseef et al., 1983). Em outro estudo, Tobler et al. (1989)
descreveram um quadro de deficiéncia completa de MPO em
um individuo que ndo apresentava evidéncia da presenca des-
te precursor relacionado com a MPO, sugerindo que a deficién-
cia de MPO pode, também, ser pré-traducional. Nauseef et al.
(1994) e Kizaki et al. (1994) descreveram a base genética da
deficiencia de MPO em humanos como sendo devida a uma
mutagdo, causada pela substituigdo da base timina por citosina
no “exon” 10 no nucleotideo 8089. Analisando a mielope-
roxidase bovina, Cooray et al. (1993) identificaram trés diferen-
tes formas de MPO (I, 1l e Ill) que apresentaram grande simila-
ridade entre si, mas importantes diferengas quanto a sua ati-
vidade. Alguns fatos que sugerem a deficiéncia de MPO tam-
bém possa acometer os bovinos: a) a deficiéncia de MPO des-
crita no homem leva a infecgdes recorrentes causadas por
Staphylococcus aureus (Edwards et al., 1988), quadro este tam-
bém muito freqliente nas infecgdes da glandula mamaria dos
bovinos; b) a deficiéncia de MPO pode estar associada a infec-
¢bes recorrentes causadas, principalmente, por bactérias
catalase positivas (Robbins et al., 1991); ¢) as infecgdes na
glandula mamaria dos bovinos causadas por Streptococcus
agalactiae, um agente contagioso semelhante ao
Staphylococcus aureus e catalase negativo, ndo apresentam,
caracteristicamente, um quadro de infecgdes recorrentes (Fox
e Gay, 1993); d) a raga Holandesa é altamente consanguinea,
0 que proporciona a disseminagdo de doencas ligadas a he-
ranga genética, tal como a deficiéncia de MPO e o BLAD (“Bovine
leukocyte adhesion deficiency”); ) similaridade na seqiéncia
de aminoacidos entre a MPO bovina e a humana.

As vitaminas antioxidantes — vitamina E, vitamina C e o b-caroteno
— tém sido apontadas como capazes de aumentar a resposta
imune em varias espécies (Roth e Kaeberle, 1985). A evidéncia
para a fungdo antioxidante destas substancias baseia-se na
propriedade de diminuir a oxidagdo de membranas, enzimas,
polissacarideos, acidos nucléicos e outras macromoléculas,
causadas primariamente pela produgéo de radicais livres pro-
venientes do metabolismo celular (Bendich, 1993; Nockels, 1988;
Roeder, 1995). J& os ruminantes sdo totalmente dependentes
da sintese endégena de acido ascorbico para os seus requeri-
mentos. Desta forma, quaisquer situagdes em que ocorra dimi-
nuigdo da disponibilidade de precursores para a sintese desta
vitamina — glicose e galactose — pode haver produgéo insufici-
ente da mesma para a demanda do animal (Macleod et al.,
1996). Vacas com elevada produgédo de leite podem estar pre-
dispostas a deficiéncia marginal de vitamina C, em virtude dos
requerimentos de glicose e galactose para a sintese de leite na
glandula mamaria (Macleod et al., 1996). A vitamina C apresenta
efeitos estimulatérios sobre a atividade fagocitaria de leucdcitos,
sobre a fungéo do sistema reticuloendotelial e sobre a sintese
de anticorpos. No homem, Bolscher et al. (1984) demonstraram
que o acido ascérbico estimula a atividade de MPO in vitro,
aumentando a produgdo de acido hipocloroso (HCIO) e tam-
bém alterando o pH étimo para a atuagdo da MPO. Nesta rea-
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¢éo, grandes quantidades de O, sdo produzidas, ocorrendo
presenca de formas inativas da MPO (Il e lll), o que leva & dimi-
nuicao da sintese de acido hipocloroso (Marquez et al., 1990).
Na presenga de acido ascoérbico as formas inativas sao
reconvertidas na forma ativa da MPO (1), o que causa aumento
na formagdo de acido hipocloroso e, desta forma, aumenta a
atividade bactericida da MPO (Marquez e Dunford, 1990).

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
correlag@o entre os niveis plasmaticos de acido ascérbico e
sua correlagdo com a atividade mieloperoxidase neutrofilica
em vacas leiteiras da raga Holandesa.

Material e métodos

Foram coletadas 100 amostras de sangue de vacas da raca
Holandesa uniformemente distribuidas em diferentes esta-
gios de lactag@o e provenientes de trés rebanhos leiteiros
comerciais, localizados nos municipios de Cagapava-SP (Fa-
zenda A), Tieté-SP (Fazenda B) e Piracicaba-SP (Fazenda C).
Imediatamente apds a coleta do sangue, preparava-se a ex-
tensao sangliinea, processando-as imediatamente segun-
do o método de Kaplow (Kaplow, 1965), que é considerada
uma metodologia sensivel, rapida e altamente relacionada
com a atividade da MPO (Cramer et al., 1982). Para tal, foi
utilizada benzidina purificada como composto indicador, em
uma solugéo corante simples e estavel que, quando oxidada,
precipita-se em cristais ou granulos marrons ou azuis (Kaplow,
1965). Os resultados s@o expressos na forma de escore para
MPO, que é determinado pela contagem de 100 neutrdfilos
consecutivos, graduando-os de 0.a 4 + (cruzes), segundo a
intensidade de coloragdo destes granulos. O acido ascérbico
foi determinado através da técnica de HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) segundo metodologia
descrita por Waine e Burton (1989).

Os resultados foram analisados através do programa
computacional “Statistical Analysis System” (SAS,1985), sen-
do anteriormente verificada a normalidade dos residuos pelo
Teste de SHAPIRO-WILK (PROC UNIVARIATE) e as variancias
comparadas pelo Teste do qui-quadrado (Comando SPEC
do PROC REG). Os dados (variavel dependente) que nao aten-
deram a estas premissas foram submetidos a transforma-
¢éo logaritmica (log X + 1) ou pela raiz quadrada [RQ (X + 1/2)].

Resultados e discussao

A seguir sao apresentados, nas Tabelas 1, 2, e 3, os resulta-
dos das médias da concentragdo plasmatica de acido
ascorbico e o escore da atividade mieloperoxidase, de acor-
do com a distribuicdo em fung&o da fase de lactagdo, nimero
de lactagbes e fazendas.

Tabela 1: Concentragéo plasmatica de acido ascérbico e es-
core da mieloperoxidase (MPQO) de vacas da raga Holandesa,
em fungéo do nimero de lactagdes

Niimero:de lactagoes Concentracao
. plasmatica'de 4cido

ascorbico(mg/L)

Escore de MPO

Mutiparas 2.63 118.60
Primiparas 259 95.06
35.97 78.24

Coeficiente de variacdo

*De acordo com o método de Kaplow.
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Tabela 2: Concentragao plasmatica de acido ascérbico e es-
core da mieloperoxidase (MPO) de vacas da raga Holandesa,
em fungao da propriedade.

Fazenda Concentracio Escore de-MPO -
plasmatica de acido :
: ascorbico{mg/l) |
A 2.73° 83.20°
B 2.85° 48.72°
c 2.15° 221.14°
Coeficiente de variagio 35.97 78.24

Obs.: Valores com letras diferentes na mesma coluna, diferem significati-
vamente (P < 0.05).
* De acordo com o método de Kaplow.

Tabela 3: Concentragdo plasmatica de acido ascérbico e
escore da mieloperoxidase (MPO) de vacas da raga Holande-
sa, em fungao da fase ‘de lactagao.

Fase da lactagao Concentracao Escorede Mpo'
plasmaticade‘acido
ascorbico:(mg/L)
Geral
Seca 2.66 145.58
1 -4 semanas 2.64 121.17
5 — 8 semanas 2.60 97.68
9~ 20 semanas 2.39 123.35
21 -40semanas 2.65 58.80
Coeficiente de variagdo 35.97 78.24
Primiparas ‘
Seca 2.62 135.50
1 -4 semanas 2.31 99.33
5 — 8 semanas 274 78.83
9 — 20 semanas 227 93.80
21 -40semanas 2.55 61.71
Coeficiente de variagédo 35.97 78.24
Multiparas
Seca 2.69 -152.91
1 -4 semanas 2.78 128.88
5 — 8 semanas 2.54 104.26
9 — 20 semanas 244 133.20
21 -40semanas 272 56.25
Coeficiente de variagdo 35.97 78.24

*De acordo com o método de Kaplow.

Foi feita a andlise estatistica para avaliar a associagao entre
a concentrag@o plasmatica de &cido ascérbico e escore de
MPO. Foram analisados, também, os efeitos das varidveis
nimero de lactagdo, estagio de lactacdo e rebanho sobre
esta associagéo, através do teste de comparagao de retas.




Houve efeito significativo (P=0.0101) da associagdo entre aci-
do ascérbico e mieloperoxidase, de acordo com a equagao
geral. Observou-se, ainda, que a variavel numero de lactagdes
influiu significativamente nesta associagao, conforme as equa-
¢Oes abaixo:

Equagao Geral:

MPO= 181,30 - 28,68(Aas) (R?=0.0906, P = 0.0039)

Equagao por Numero de Lactagao:
Multiparas: MPO = 161,82 + 18,08(Aas) (R?= 0.0428, P = 0.1096)
Primiparas: MPO = 276,91 + 72,98(Aas) (R?= 0.3789, P = 0.004)

Onde MPO= escore de MPO, de acordo com o método de Kaplow, e
Aas = concentragdo plasmatica de acido ascérbico em mg/L.

Analisando-se os resultados de concentragdo de acido
ascérbico e escore de mieloperoxidase, verificou-se que o
dltimo apresentou alto coeficiente de variagao. Tal fato pode
ser atribuido ao comportamento normal desta variavel na
espécie bovina ou em virtude da aplicabilidade da técnica
para a espécie bovina. Considerando os dados obtidos com
o uso desta técnica para a avaliagdo da atividade enzimatica
da MPO, verificou-se que nédo houve efeito da fase de lactagao
e do nimero de lactagdes sobre a concentragédo de acido
ascorbico e escore de MPO. Entretanto, foi observado efeito
significativo da fazenda sobre as varidveis conforme a Tabe-
la 2. Uma vez que todas as fazendas apresentavam animais

Referéncias bibliogréaficas

BENDICH, A. Physiological role of antioxidants in the immune system.
Journal of Dairy Science, v.76,n.9, p. 2789-2794, 1993.

BOGLIOLO, L. Patologia. 3. ed., Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1981.

BOLSCHER, B.G.J.M.,ZOUTBERG, G. R, CUPERUS, R. A, WEVER, R.
Vitamin C stimulates the chloronating activity of human
myeloperoxidase. Biochimica et Biophysica Acta, v. 784,n.2/3,p.
189-191, 1984.

CECH, P, PAPATHANASSIOU, A, BOREUX, G.,ROTH, P, MIESCHER, P.
A. Hereditary myeloperoxidase deficiency. Blood, v. 53, n. 3, p.
403-411,1979.

COORAY, R. Use of myeloperoxidase as an indicator of mastitis in
dairy cattle. Veterinary Microbiology, v. 42,n. 4, p. 317-326, 1994.

, BJORCK, L. Bactericidal activity of the bovine myeloperoxidase
system against bacteria associated with mastitis. Veterinary
Microbiology, v. 46, n. 4, p. 427-434, 1995.

, HAKANSSON, L. Defective polymorphonuclear neutrophil
function in dairy cows showing enhanced susceptibility to
intramammary infections. Journal of Veterinary Medicine B, v. 42,
n. 10, p. 625-632, 1995.

, PETERSSON, C.G.B.,HOLMBERG, O. Isolation and purification
of bovine myeloperoxidase from neutrophils granules. Veterinary
Immunology and Immunopathology, v. 38, n. 3-4, p. 261-272,
1993.

CRAMER, D. R., SORANJO, M. R., COMIN, A., MIOTTI, V., PATRIARCA,
P. New aproaches to the detection of myeloperoxidase deficiency.
Blood, v. 60, n. 2, p. 323-327, 1982.

EDWARDS, S.W., HART, C. A., DAVIES, J. M., PATTISON, J., HUGHES,
V,, SILLS, J. A.. Imparied neutrophil killing in a patient with defective
degranulation of myeloperoxidase. Journal of Clinical Laboratory
and Immunology, v .25, n. 4, p. 201-206, 1988.

151

de padrdes e origens semelhantes, a diferenca encontrada
pode ser devida a fatores ambientais, em especial a nutrigao
do rebanho. ’

Considerando as condigdes em que foram obtidos os esco-
res de MPO, a correlagdo negativa encontrada in vivo € dis-
cordante dos resultados obtidos com ensaios in vitro em hu-
manos (Bolscher et al., 1984). Desta maneira, para bovinos,
esta relagdo parece ser inversa daquela encontrada in vitro
para humanos. Quando foi adicionado ao modelo estatistico
da associagdo entre a concentragdo de acido ascorbico e
atividade enzimatica de MPO, as variaveis fazenda, numero
de lactacdes, estagio de lactagdo e suas interagdes, houve
efeito significativo do nimero de lactagdo sobre esta associ-
acao, de forma que nas primiparas este efeito inverso foi muito
mais evidente que nas multiparas. Isto significa que a asso-
ciagdo tem comportamento diferente para multiparas e
primiparas. Entretanto, ndo existem dados na literatura que
possam esclarecer as razdes para tal diferenca.

Conclusoes

Sob as condigdes em que este trabalho se desenvolveu, foi
possivel estabelecer as seguintes conclusoes:

« Foi encontrada associagdo negativa in vivo entre atividade
enzimatica da MPO e o nivel plasmatico de &cido ascorbico.

« Houve efeito significativo do nimero de lactagdes e do reba-
nho sobre a associagdo entre atividade enzimatica da MPO e
o nivel plasmatico de &cido ascorbico.
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