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RESUMO

O Brasil possui um rebanho bovino com cerca de 200 milhGes de cabegas, movimentando
cerca de 67 bilhdes de reais. Um dos fatores que possibilitam termos o segundo maior
rebanho bovino do mundo é a criacdo a pasto, onde se pode criar uma grande quantidade de
animais com custo de producdo mais baixo, neste contexto as ragas zebuinas sdo mais
indicadas por serem altamente adaptadas as elevadas temperaturas e resistentes a doengas,
como a mastite, apresentando assim boa eficiéncia produtiva em regides tropicais, onde os
taurinos encontrariam dificuldade para conseguir se manter. Tal caracteristica de
adaptabilidade e resisténcia a doencas torna o zebuino importante objeto de estudo do sistema
imunolégico bovino. Para este estudo foi utilizado 30 vacas zebuinas leiteiras das racas Gir,
Sindi e Guzerd, sendo distribuidos 10 animais para cada raga. As amostras de sangue colhidas
foram avaliadas por meio da técnica do hemograma e da imunofenotipagem de leucécitos
periféricos por citometria de fluxo de linfécitos T, B, células NK e macréfagos. Os dados
obtidos foram submetidos ao teste de normalidade (One Way — ANOVA) e posteriormente ao
teste de Kruskal-Wallis, quando a distribuicdo dos dados n&o seguia a distribuicdo normal.
Observou-se entre 0s pardmetros hematoldgicos analisados que apenas os leucdcitos totais
foram significativamente diferentes (p<0,05) e foi observado maior valor médio para a
concentracdo de hemoglobina para os animais da raga Guzerd, proteina plasmatica a raca Gir
e maior valor médio de linfdcitos, mondcitos e eosindfilos para a raca Sindi. Na
imunofenotipagem foi observado que bovinos da raga Guzerd apresentaram maior percentual
de linfocitos T e de macrdfagos em relagdo aos da raga Gir e Sindi. Nas condicfes que foi
desenvolvido o presente estudo, conclui-se que bovinos zebuinos sdo hematologicamente
adaptados a criacdo em sistema de producdo tropical e sdo imunologicamente resistentes a

doencas, como por exemplo a mastite, quando comparados a animais da raca Holandesa.

Palavras chave: Zebuinos. Citometria de fluxo. Imunologia.



ABSTRACT

Brazil has about 200 million bovine head, moving about 67 billion reais. One of the factors
that make possible we have the second largest cattle herd in the world is the fact that we
create bovine in a pasture. So we can create a lot of animals with lower cost of production. In
in this context zebu breeds are more suitable because they are highly adapted to high
temperatures and resistant to diseases such as mastitis, thus presenting good productive
efficiency in tropical regions, where taurine breeds would find hard conditions to survive.
This characteristic of adaptability and disease resistance makes the zebu important object of
study of the bovine immune system. For this study we used 30 zebu dairy cows Gir, Sindhi
and Guzerat, 10 animals for each breed. The blood samples collected were analyzed by the
haemogram technique and by immunophenotyping of peripheral leukocytes by flow
cytometry for T, B lymphocytes, NK cells and macrophages. The data were tested for
normality (One Way - ANOVA) and subsequently to the Kruskal-Wallis test when the data
distribution did not follow a normal distribution. Were observed between haematological
parameters than just the total leukocytes were significantly different (p <0.05) and higher
medium value was observed for hemoglobin concentration for animals Guzerat, plasma
protein for Gyr and higher average values for lymphocytes, monocytes and eosinophils to the
Sindhi breed. In immunophenotyping was observed that Guzerat cattle had a higher
percentage of T lymphocytes and macrophages compared to Gir and Sindhi. under the
conditions of the present study, it was concluded that cattle are zebu are hematologic adapted
to create production system in tropical areas and immunologically resistant to diseases such as

mastitis, when compared with animals of the Holstein breed.

Key words: Zebuine. Flow cytometry. T Immunology.
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1 INTRODUCAO

Para que paises de clima tropical consigam suprir a demanda de alimentos de origem
bovina faz-se necessario ndo somente a utilizacdo de animais produtivos, mas também
adaptados as condicfes ambientais e sanitarias. Bovinos Bos indicus apresentam pelagem
curta, lisa e densa (4700 — 5000 pélos / pol®) (DOMINGUES, 1974; SANTIAGO, 1983;
VERISSIMO et al., 1998) que dificulta o estabelecimento de ectoparasitos sobre a pele. Os
animais com aptid&o leiteira apresentam boa produtividade sob condigdes tropicais, como o
Gir (2575 Kg, Faria et al., 2001), o Sindi (2346 Kg, Cruz et al., 2009) e Guzera (2018Kg,
Ribeiro et al., 2009), além de apresentarem baixo indice de mastite, sendo registrado por
Souza (2010) que encontrou indice de 9,4% em animais da raga Sindi e Guzera, bem abaixo
do registrado para vacas da raca holandesa por Cunha et al., (2008) que foi de 38,7%.

Tais observacdes mostram que o0s zebuinos apresentam boa produtividade leiteira, sdo
resistentes ao estabelecimento de ectoparasitos e a mastite. Na literatura alguns trabalhos
mostram a importancia do estudo da imunologia bovina (MARCIANO, 2004; BITTAR et al.,
2004; MORAES 2008), tracando um paralelo entre caracteristicas de susceptibilidade e
resisténcia a doencas e parasitos para racgas taurinas e zebuinas com base no perfil
imunofenotipico. Porém, ainda ndo existe descrita uma caracterizacdo imunoldgica
comparativa entre vacas zebuinas das racas Gir, Sindi e Guzera, criadas sob sistema extensivo
em regides tropicais.

Desta forma o presente trabalho revela - se importante para o estudo das caracteristicas
imunolégicas dos zebuinos, avaliando assim o perfil imunofenotipico de vacas zebuinas de
elevada producéo leiteira Gir, Sindi e Guzeréd de maneira a elucidar a participacdo de algumas

populacdes celulares no processo de resisténcia a doengas infectoparasitarias.



17

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos econdmicos, resisténcia a doengas e relevancia do estudo imunoldgico de

ragas zebuinas

O Brasil é dono do segundo maior rebanho bovino do mundo com cerca de 200
milhdes de cabecas, movimentando cerca de 67 bilhGes de reais. Um dos fatores que
contribuem para a formacéo desses nimeros expressivos € a criacdo de animais a pasto
(MAPA, 2013). Neste sentido, animais Bos indicus sempre se mostram importantes para a
melhoria da qualidade produtiva da bovinocultura, uma vez que apés serem importados e se
miscigenarem com bovinos que aqui j& habitavam, conseguiram transmitir para as crias
importantes atributos como a tolerancia ao calor e a resisténcia a parasitos, viabilizando desta
forma a criagdo de bovinos a pasto (SILVA, 2006).

Com a finalidade de reunir num mesmo animal a produtividade de ragas taurinas
especializadas para a producgdo leiteira e a alta adaptabilidade do zebuino as condicdes de
producdo nos trdpicos, foi bem divulgado o emprego do cruzamento de animais da raga Gir
com a Holandesa, formando o Girolando que retne a capacidade leiteira do Holandés com a
rusticidade do Gir para producdo de leite em regides tropicais (WENCESLAU et al., 2000).

Entre as caracteristicas de resisténcia dos zebuinos a parasitos podemos citar
caracteristicas fenotipicas de pele e pélo. Nos zebuinos, apesar de mais fina, a pele é mais
resistente que a do Bos taurus por dificultar a acdo de fixagdo da probdscide de ectoparasitos
como o carrapato bovino (DOMINGUES, 1974; SANTIAGO, 1983). Com relacéo a pelagem,
0 zebuino apresenta-se curta, lisa e densa (4700 — 5000 pélos / pol?), que inibe ou impede que
pequenos parasitos se estabelecam sobre a pele, ja a pelagem longa, fina e rala dos taurinos
(cerca de 3000 pélos / pol?) facilita o estabelecimento do carrapato sobre a pele do hospedeiro
servindo de abrigo contra predadores que deles se alimentam (DOMINGUES, 1974;
SANTIAGO, 1983; VERISSIMO et al., 1998).

Com relagéo a resisténcia a mastite, Fonseca et al., (2008) estudaram o perfil da
expressao de genes relacionados a resisténcia a mastite em bovinos leiteiros das ragas
Holandesa preto e branco (PB) e Gir leiteiro, observando que vacas da raga Gir com mastite
tenderam a expressar 7,35 vezes menos 0 gene para a expressdo de interleucina 10 (I1L-10)
envolvida na inibicdo da atividade de células NK, quando comparadas &s vacas da raca

Holandesa PB também com mastite.
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2.2 Raca Gir

S40 oriundos do sul da peninsula de Kathiawar (india) que apresenta temperaturas
entre 10 e 44°C, durante todo o ano (SANTOS, 1994). E um bovino caracteristico por
apresentar chifres voltados para trds, por vezes retorcidos, barbela bem desenvolvida e
pelagem de coloracdo branca, vermelha, amarela e preta podendo apresentar Varias
combinagdes entre essas cores, como retratado na figura 1 (LEDIC, 2002).

Figura 1: Fémea bovina representante da raca Gir.
FONTE: httpgir-leiteiro.comvacas-da-genetica-aditiva-ultrapassam-10-mil-kg-

A importagdo desses animais iniciou a partir de 1911 (SANTOS, 1994), sendo
frequentemente utilizada no cruzamento com ragas de origem européia especializadas para
producdo leiteira, devido as dificuldades de adaptacdo que taurinos encontram (estresse
térmico, baixa qualidade de alimento, parasitos e manejo inadequado) em regides tropicais
(FACO et al., 2002; SILVA et al. 2010).

Na india ¢ muito utilizada para o fornecimento de leite (FARIA et al., 2001). No
Brasil, foi observado por Ribeiro et al., (2009) que estudaram a producéo de leite em vacas
Gir e Guzera em diferentes ordens de parto, na regido litoranea do estado do Rio Grande do
Norte observaram que vacas da raca Gir, produziram em 305 dias de lactacdo 2575 Kg de
leite, com maior teor de lactose entre as vacas multiparas em comparagao as da raga Guzera.

Verissimo et al., (2008) contaram o nimero de mastdcitos dérmicos em animais das

racas Nelore, Gir, Holandés, Pardo Suico e Jersey e relacionaram com a quantidade de
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Rhipicephalus (Boophilus) microplus entre as ragas. Foi observado pelos autores que animais
da raga Gir apresentaram contagens mais elevadas de mastécitos/mm? (61.73) em relagéo a
raca Holandesa (48.76) e Jersey (29.32). As maiores contagens foram obtidas em animais
Nelore (139,42) seguido por animais da raca Pardo-Suigo (67,31), sendo observado pelos
autores que quanto maior o numero de mastocitos menor era a populacdo de carrapatos,
demonstrando assim a resisténcia da raga Gir a ectoparasitos frente a ragas taurinas leiteiras

criadas em regides tropicais.

2.3 Raca Sindi

A raca Sindi é originéria da regido de Kohistan, na provincia de Sindi no Paquistdo
que apresenta clima semi-arido com precipitacdo anual de até 300mm. A introducéo desses
animais no Brasil ocorreu a partir de 1952, onde desde entdo se manteve concentrado em
poucos rebanhos, ndo apresentando uma evolugdo expressiva como as demais racgas bovinas
importadas para o Brasil (TURCO et al., 2004).

As condigdes inerentes a raca derivam de condi¢Bes proprias no pais de origem. Séo
caracteristicas desses animais o tamanho pequeno, com bela aparéncia, apresentando cabega
pequena com chifres pequenos e grossos, orelhas de tamanho médio e largas. A pigmentacdo
da pele e das mucosas é escura, recoberta por uma pelagem fina de coloragdo que pode ser
vermelha, vermelha escura, ou castanha (figura 2). Adapta-se facilmente a condicdes de solo e
clima diferentes, com notével recuperacdo apds um periodo seco, apresentando elevada
resisténcia e rusticidade, boa fertilidade e producéo leiteira, produzindo em 275 dias de
lactacdo 2346 Kg numa regido semi—éarida. O gado Sindi na india, juntamente com animais
das racas Sahiwal, Tharparjar e Hariana sdo tidas como as melhores ragas para producéo
leiteira (TURCO et al., 2004; CRUZ et al., 2009).
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Figura 2: Fémea bovina representante da raca Sindi amamentando a cria.
FONTE: httpwww.sindi.org.brportalindex.phpnoticias188

Souza e colaboradores em 2007 estudaram o gado Sindi quanto a resisténcia a
elevadas temperaturas no semi-arido do Nordeste brasileiro, por meio da afericdo da
temperatura retal, frequéncia cardiaca, respiratoria e analise de parametros hematoldgicos. Foi
observado que animais desta raca apresentaram maior grau de adaptabilidade entre as
zebuinas para as regides semi-aridas, sendo altamente tolerantes ao calor, alcancando quase a
nota maxima no teste de tolerdncia ao calor (por meio da afericdo da temperatura retal,
frequéncia respiratoria nos animais que estdo na sombra e sob incidéncia solar direta)
preconizado pelos autores, ficando atrds somente de caprinos da raca Moxoto, nativos da
regido. Tal fato garante que a raga Sindi possa ser explorada na regido semi—arida do Nordeste

brasileiro com maiores chances de sucesso para a atividade pecuéria da regiao.

2.4 Raga Guzera

O Guzera € originario de uma regifio da India conhecida como Gujarat que apresenta
solo arenoso, precipitacdo anual de até 700mm concentradas entre julho e outubro, com
temperatura variando entre 5 e 50°C durante o ano. Comegou a ser explorada no Brasil a
partir de importagdes realizadas em 1870 (SANTOS, 2005; MUCARI-OLIVEIRA, 2003;
PELICIONI et al., 2003).
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Entre os zebuinos € a raca tida como a menos exigente e com potencial genético
apropriado para regides brasileiras onde a diversidade ambiental é expressiva. E um animal
importante para a formagdo de outras como a Indubrasil e a Guzolando. E uma raga que
apresenta boa producao leiteria. Ribeiro et al., (2009) observaram que vacas multiparas da
raca Guzera produziram em 305 dias de lactagdo 2018Kg de leite, com maior teor de gordura
(4,93%) em comparacao a vacas da raca Gir (4,20%) com a mesma ordem de parto.

Animais da raca Guzera se destacam pela imponéncia, apresentando chifres grandes
em forma de lira, pelagem que varia do cinza claro ao escuro, podendo ser branca nas fémeas.
Os membros sdo bem desenvolvidos e musculosos, com pele escura e pigmentada, como
mostrado na figura 3 (MUCARI - OLIVEIRA, 2003; PELICIONI et al., 2003; SANTOS,
2005).

Figura 3: Animais representando a raca Guzera.
FONTE: www.guzera.org.br

Furtado e colaboradores em 2012 avaliaram tourinhos da raga Guzera com idade
média de 31 meses mantidos em confinamento, monitorando a influéncia de variaveis
climaticas sobre as fisiologicas (frequéncia respiratéria, temperatura retal e superficial). Nao
foi observada variacdo significativa dos parametros fisioldgicos quando em correlagdo com
variaveis climaticas, indicando que animais desta raca sdo bem adaptados as condicGes de
criagdo nos tropicos.
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2.5 HEMATOLOGIA DE BOVINOS

Hemograma é um exame simples e que ndo exige grandes recursos tecnoldgicos,
todavia fornece informac6es importantes sobre o estado de satde do animal, no momento da
coleta do sangue (GARCIA-NAVARRO, 1998).

Para tanto é necessério estabelecer valores de referéncia para cada espécie, com base
em animais sadios. Porém tais referéncias podem sofrer variacfes influenciadas por fatores
etarios, sexualis, raciais, nutricionais, parasitarios, infecciosos, ambientais (altitude, umidade
relativa do ar e temperatura ambiente) e de manejo, devendo os valores de referéncias serem
preferencialmente regionais (BIRGEL JUNIOR et al., 2001; VIANA et al., 2002).

O perfil hematoldgico é util para a avaliagdo das diferentes fases do ciclo produtivo de
bovinos leiteiros. Campos e colaboradores em 2008 com o objetivo de avaliar parametros
hematoldgicos (hematdcrito, hemoglobina, leucécitos totais, neutréfilos segmentados e
linfocitos totais) em correlagdo com cortisol em vacas holandesas, observou uma diminuicdo
do numero médio de eosinofilos entre inverno (572/ul) e verdo (318/ul), sendo esta queda
atribuida ao efeito da estacdo verdo e ndo do efeito do cortisol sobre pardmetros
hematoldgicos.

Birgel Junior e colaboradores em 2001 estudaram a influéncia exercida pelos fatores
etérios sobre o leucograma de 253 fémeas bovinas da raca Jersey, soro negativas para o virus
da Leucose Enzoodtica dos Bovinos (LEB), com idade entre 3 e 72 meses, criadas em regime
intensivo no Estado de S&o Paulo. Neste estudo foi observado que ocorreu uma queda
gradativa de leucécitos totais entre 24 (13962/mm?) e 72 meses (10564/mm?), bem como nas
contagens de neutréfilos (2709/mm? vs 2657/mm?), basofilos (91/mm? vs 67/mm?®), linfécitos
(10507/mm?® vs 6857/mm®) e monécitos (214/mm? vs 113/mm®), com aumento apenas no
nimero de eosin6filos (441/mm? vs 870/mm?), sendo estas diferencas atribuidas pelo autor
como sendo influéncia da idade sobre estes pardmetros hematoldgicos.

Costa e colaboradores no ano 2000 avaliaram a influéncia dos fatores etarios no
leucograma de fémeas Bos indicus da raca Nelore soro negativas para o virus da LEB. Para
tanto foram colhidas amostras sanguineas de 158 animais divididos de acordo com as
seguintes faixas etarias: até 3 meses, 3 a 6 meses, 6 a 12 meses, 12 a 24 meses, 24 a 48 meses,
48 a 72 meses e maior que 72 meses. Os valores absolutos de Neutr6filos, Bastonetes,
Basotfilos e de Mondcitos ndo sofreram influéncias relacionadas com a idade. Os Neutrofilos
segmentados sofreram influéncia com o avangar da idade dos animais, atingindo valor

maximo (3918/mm°) até os 3 meses de vida, ap6s este periodo foi observado queda dos
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valores, até atingir a contagem minima (2416/mm?®) que ocorreu entre 6 e 12 meses de vida.
Com relacéo aos Linfécitos tipicos foi observado valor minimo (5906/mm?®) entre 48 e 72
meses. Linfdcitos atipicos apresentaram queda dos valores a partir dos 48 meses, atingindo
valor minimo (760/mm?®) entre 48 e 72 meses. Ocorreu aumento do nimero absoluto de
Eosindfilos até o periodo de 24 a 48 meses de idade, atingindo 999 células/mm?.

Abud et al.,(2008) estudaram 58 novilhas Bos indicus da raga Nelore com média de 17
meses de idade puberes e pré-puberes, criadas na Embrapa Cerrados, Planaltina—DF e
observaram aumento na média da contagem de Leucdcitos totais (12,68x10%mm? vs
10,8768x10%mm?), Eosinéfilos (616,3168x10°/mm® vs 378,5168x10%mm?), Linfécitos
(7938,3868x10°/mm* vs 6722,7468x10° mm® e Mondcitos (483,7768x10°/mm*  vs
248,5568x10°/mm?) de novilhas puberes em relacéo as pré—pliberes respectivamente.

Souza e colaboradores em 2007 avaliaram o numero de hemécias, hematdcrito,
hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo da hemoglobina corpuscular
media (CHCM) durante a estacdo chuvosa e seca de doze fémeas Bos indicus da raca Sindi,
com idade média de 18 meses, criadas em regime extensivo na regido semi-arida do Nordeste
brasileiro e observaram aumento dos valores do periodo seco para o chuvoso para
hemoglobina (11,1g/dl vs 13,5 g/dl), hematdcrito (33,9% vs 38,9%), VCM (36,9 /i vs 44,8
Iu®) e CHCM (32,6% vs 34,6%) no periodo chuvoso, sendo sugerido pelos autores que as
variacles observadas nos pardmetros sanguineos foram influenciadas pela elevada umidade

relativa do ar durante o periodo chuvoso.
2.6 IMUNIDADE EM BOVINOS

A imunologia moderna tem evoluido muito, juntamente com a biologia molecular,
compreendendo melhor o funcionamento do sistema imune, que é basicamente dividido em
duas linhas de defesa (ABBAS, 2008).

A primeira linha de defesa do organismo é formada pela imunidade inata, também
chamada de natural, composta por mecanismos inespecificos de defesa. Sendo constituida
pelas barreiras bioquimica, fisica e celular (ABBAS, 2008). Na barreira bioquimica as
proteinas que compdem o sistema complemento sdo capazes de se ligar covalentemente a
proteinas especificas da superficie microbiana, induzindo a lise de microrganismos que
sofreram fixacdo de fatores do complemento, promovendo a fagocitose dos microrganismos
onde o complemento encontra-se ativado (TIZARD, 2002; ABBAS, 2008). A barreira fisica é

composta pelo epitélio de revestimento que abriga também uma populagdo celular residente.
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Nos bovinos, os mastdcitos dérmicos atuam inibindo a fixacdo de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, sendo observado por Verissimo et al., (2008) em animais da raga Nelore
apresentaram, em valores médios, maior niimero de mastécitos dérmicos por mm? (139,42)
que animais da raca Gir (61,73) quando comparado a animais da raca Holandesa (48,76),
encontrando uma correlagdo negativa entre o nimero de mastocitos na derme superficial e a
quantidade de carrapatos, demonstrando desta forma a importancia da imunidade inata na
resisténcia bovina frente a infestagéo por carrapato.

J& a barreira celular é composta pelos fagdcitos (neutrdfilos e macrofagos) e células
natural killers (NK). Os macrofagos sdo células que se originam de precursores sanguineos
(mondcitos) e ao se sitiarem em diferentes tecidos recebem nomes especiais como células de
Kdpffer no figado, macréfagos alveolares no pulméo e micrdglia no sistema nervoso central.
Uma das maneiras de ativacdo dos macrdfagos ocorre através da ligacdo do lipopolissacarideo
(LPS) bacteriano ao CD14", estimulando o macrdfago a destruir microrganismos através da
fagocitose. Os macrofagos apresentam ainda a habilidade de permanecer por mais tempo que
os neutrdfilos nos locais da inflamagéo, sendo por isso células efetoras dominantes nas fases
mais tardias da resposta imune natural (ABBAS, 2008).

Mecanismos de ativacdo envolvendo moléculas da superficie de células NK ainda sdo
pouco conhecidos. Sivori et al., (1997) demonstraram que o principal desencadeador de lise
celular, mediada por células NK, ocorre através de uma proteina de 46KDa (NKp46) com
expressdo restrita em células NK. Segundo Warren et al., (2005) a designacdo CD para a
NKp46 é CD335.

Elhmouzi-Younes et al., (2009), estudaram células NK de bovinos, da raca holandesa,
entre 2 dias e 3 anos de idade com o objetivo de compreender melhor a imunidade inata em
bezerros recém nascidos. Foi observado que bezerros com idade inferior a 8 dias
apresentaram em média 1/3 de células NK entre os leucdcitos mononucleares (2,5%), em
comparagdo com bezerros com mais de 8 dias de vida (7,5%).

As células dendriticas sdo as principais células apresentadoras de antigenos (APCs)
capazes de desencadear uma resposta dos linfocitos T. Ap6s realizar endocitose de antigenos
proteicos de microrganismos extracelulares ou antigenos proteicos utilizados como adjuvantes
em vacinas, as células dendriticas migram para os linfonodos apresentando esses antigenos
via complexo principal de histocompatibilidade classe Il (MHC II) para células T CD4" naive,
se tornando APCs eficazes (Figura 4) (ABBAS, 2008).
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Figura 4: Figura apresentando os componentes da imunidade inata com a resposta imune de macréfagos e
células dendriticas.
FONTE: ABBAS, 2008, modificado.

A segunda linha de defesa é a imunidade adquirida, também chamada de adaptativa,
composta por linfécitos e anticorpos, sendo por isso subdividida em celular e humoral. A
imunidade humoral é responsavel pela produgdo de anticorpos por células B, combatendo
microrganismos que ndo se encontram dentro de células, opsonizando-os para a realizagéo de
fagocitose e se ligando a fatores do complemento ativado (ABBAS, 2008).

A importancia da imunidade humoral na criacdo de bovinos situa-se na amamentagao
do colostro, pois é através do colostro (rico em imunoglobulinas) que o bezerro adquire
resisténcia as doengas, enquanto o organismo ainda ndo é imunologicamente competente, o
que garante melhores condic¢Ges de desenvolvimento na fase de cria, deixando o bezerro em
bom estado de salide para outras fases de criacdo (MACHADO NETO et al., 1997).

A imunidade mediada por células se inicia com a apresentacdo via MHC Il de
antigenos proteicos de microrganismos extracelulares, fagocitados pelas células dendriticas
para células T CD4", ativando-as que respondem estimulando células como os macréfagos,
células dendriticas e células B, reforcando a atuacéo destas células na imunidade inata. A
resposta através de células T CD8" sdo iniciadas por antigenos microbianos presentes no
citosol (virus) de ceélulas infectadas e apresentadas via complexo principal de
histocompatibilidade classe | (MHC 1) de células dendriticas, terminando com o
desenvolvimento de grénulos citoplasmaticos contendo perforina e granzima ativando a lise
da célula alvo (ABBAS, 2008).

De todos os linfocitos sanguineos de bovinos adultos, somente 20 a 30% s&o da
linhagem CD4 que apresentam a habilidade de expressar moléculas de superficie responséveis

por ativar outras células como os macré6fagos, linfocitos B e células dendriticas. Linfocitos T
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CD4" CD8" apresentam receptor para células T (TCR) do tipo y/6 ¢ expressam WCI. Nos
ruminantes estima-se que cerca de 60% da populacéo de células T tenham TCR do tipo yd que
se caracterizam por terem atividade fundamentalmente citotoxica, ndo necessitando serem
apresentados a moléculas MHC 1l que se encontram na superficie das APCs. Apresenta,
portanto potencial de reconhecer e responder rapidamente a moléculas expressas por tipos
celulares distintos, reconhecendo diretamente os antigenos alvo, de modo semelhante ao
realizado por células NK (TIZARD, 2002; MORAES, 2008; MURPHY, 2010).

Marciano (2004) caracterizou o perfil leucocitario e fenotipico de linfocitos (CD4",
CD8" e CD21") da circulagdo periférica de bovinos das ragas Holandesa, Pardo-Suica,
Hereford, Nelore, Gir e Guzera. Ao analisar o perfil fenotipico de linfocitos entre animais da
mesma raca, foi evidenciada pela autora diferenca significativa para os percentuais de
linfocitos (62,08%) entre as ragas taurinas, ja nas racas zebuinas foi observado que animais da
raca Nelore e Guzera apresentaram percentual de linfocitos significativamente menor que o
observado para a raga Holandesa. Entre as ragas foi evidenciado que animais da raga
Holandesa (43,2%) e Pardo-Suica (56,96%) apresentaram percentual de linfocitos T
significativamente superiores em relacdo a Gir (34,01%) e significativamente inferior em
relacdo a Guzerd (59,41%).

Bittar et al., (2004), estudaram o perfil fenotipico de linfécitos periféricos de bovinos
Hereford, Holandés e Pardo-Suico e observaram que houve uma diferenca quanto a
porcentagem de linfocitos T CD4" e CD8" entre as racas Holandesa (25,32% para células T
CD4" e 17,82% para células T CD8") e Pardo-Suica (32,39% para células T CD4" e 24,56%
para células T CD8"). A raca Holandesa apresentou maior percentual de linfocitos B (CD21%)
(18,58%) e menor percentual de linfocitos T (CD4" e CD8"), em comparagéo a raca Hereford
que foi de 12,25% para CD21".

2.7 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo (CF) € um método de andlise que permite a obtengdo de
informagBes quantitativas e qualitativas por meio da caracterizagdo bioldgica (por meio do
uso de anticorpos), fisica (tamanho e granulosidade) ou de complexidade da parede celular
por meio da utilizagdo de anticorpos, ou ainda qualquer outra particula como microrganismos,
sendo portanto uma ferramenta de analise multiparamétrica, com capacidade de analisar um
grande nimero de células ou particulas em suspencdo numa amostra, de maneira individual
(BROWN e WITTWER et al., 2000; RIESEBERG et al., 2001).
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Um citdmetro de fluxo é composto basicamente por 5 elementos: a(s) fonte(s) de
radiacdo, filtros dpticos para a selecdo de um determinado comprimento de onda a partir de
um espectro de onda mais amplo, detectores dos sinais emitidos, a cdmara de fluxo onde as
células passam em fila Unica e uma unidade processadora dos dados (SILVA et al., 2004;
BACAL e FAULHABER, 2003). Esta suspencdo celular é sugada para a cAmara, onde ocorre
a passagem linear das células no centro do fluxo do fluido isotonico, sendo interceptadas
através do feixe de laser que se encontra perpendicular a particula (Figura 5A), sofrendo
dispersdo frontal (Forward Scatter - FSC) e lateral (Side Scatter — SSC), (Figura 5B e 5C)
captada por fotodetectores. A combinagdo desses tipos de dispersdes revela informacdes

como o tamanho e a complexidade celular (SILVA et al., 2004).
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Figura 5: Funcionamento do citdmetro de fluxo. (A) Particulas em suspengdo passando em fila indiana perpendicularmente ao feixe de laser,
com a filtragem dos comprimentos de onda. (B) Célula sendo interceptada pelo raio laser sofrendo dispersdo frontal (FSC). (C) Célula sendo
interceptada pelo raio laser sofrendo dispersao lateral (SSC).

FONTE: www. imunohemato.blogspot.com (modificado)

Apos a interceptacdo do laser sobre a célula ocorre emissdo de luz que sdo coletadas
por sistemas Opticos que direcionam a luz para uma serie de espelhos dicroicos e filtros,
responsaveis por isolar uma banda de comprimento de onda que entdo sdo detectados por
tubos fotomultiplicadores e digitalizados pelo computador que pode dispor as informagdes em
histograma ou dot plot (BROWN e WITTWER, 2000).

Anticorpos podem se ligar a fluorocromos que se ligam a receptores especificos na
membrana da célula e ao serem interceptados pelo feixe de laser sdo excitados para um nivel
maior de energia. Ao retornar ao estado basal os fluorocromos emitem energia, por meio de
um comprimento de onda maior e especifico (espectro de cor) que sdo captados e
digitalizados pelo computador (BROWN e WITTWER, 2000). Fluorocromos diferentes
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apresentam distintos espectros de absor¢do e emissdo que podem ser separadas por filtros
Opticos no citdmetro (BACAL e FAULHABER, 2003), com possibilidade de anélise de mais
de 20 parametros utilizando diferentes combinacdes de anticorpos (ALVAREZ et al., 2010).
Na citometria de fluxo uma variedade de espécimes (sangue, medula dssea, urina e
tecidos solidos) (BROWN e WITTWER, 2000) podem ser marcadas com anticorpos ligados a
fluorocromos e grande niimero de células e subpopulagdes celulares podem ser analisadas.
Este processo recebe o nome de imunofenotipagem (BACAL e FAULHABER, 2003), o que
torna a citometria de fluxo uma ferramenta valiosa para a avaliagdo do estado de saude do
organismo, ou para a comparacdo do perfil imunofenotipico entre ragas zebuinas leiteiras,

(Gir, Sindi e Guzera) objetivo central desta dissertacéo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Analisar o perfil hematoldgico e imunofenotipico de linfocitos periféricos de vacas em
lactacdo das ragas Gir, Sindi e Guzerd, estabelecendo um perfil imunofenotipico comparativo

entre as trés ragas citadas, em criagdo extensiva sob clima tropical.

3.2 Objetivos especificos

- Construir um banco de dados com informagdes de pardmetros hematoldgicos e
imunolégicos de vacas das racas Gir, Sindi e Guzerj;

- Caracterizar um perfil imunoldgico comparativo entre bovinos das racas Gir, Sindi e
Guzerd em condi¢Bes de campo;

- Correlacionar os perfis obtidos com as caracteristicas de resisténcia imunofenotipica

ou de adaptabilidade em ambiente tropical;
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

O trabalho experimental foi realizado no periodo de 20 de dezembro de 2012 a 20 de
janeiro de 2013, utilizando 30 vacas higidas em lactacéo divididas igualmente entre as racas
Gir, Sindi e Guzera, com idade entre 2 e 10 anos. Os animais da raca Gir e Guzera
apresentavam idade entre 4 e 10 anos e a Sindi entre 3 e 6 anos. A temperatura ambiente
variou entre 20 e 26°C, umidade entre 69 e 93% e a pluviosidade média registrada para o
periodo ficou entre 0 e 4902 mm. Estes dados obtidos através do site
(www.iftm.edu.br/uberaba/met/consulta.php#) do Instituto federal do Triangulo Mineiro,
campus Uberaba (IFTM). Os animais pertencem a Fazenda Escola da Universidade de
Uberaba (19° 31.75" S e 48° 02.28" 0O), situada a margem da rodovia Br 050 Km 145,
localizada a 26 Km da cidade de Uberaba, Minas Gerais e mantidos em pasto formado por
Cynodon spp cultivar tifton recebendo sal mineral e 4gua ad libittum e receberam todas as
vacinas exigidas pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento.

Para os animais experimentais foi realizada a avaliacdo da contagem de células
somaticas do leite (CCS) pelo laboratério Clinica do Leite da Universidade de So Paulo, na
cidade de Piracicaba, sendo encontrado valor médio em 1000 células/ml, 289,3 células para a

raca Gir, 298,7 para a Sindi e 238,8 células para a raga Guzera.
4.2 Coleta de sangue

O sangue dos animais experimentais foi coletado, por meio de puncdo da veia jugular,
utilizando agulha (25x8mm) apropriada para sistema de coleta a vacuo e armazenados em
tubos a vacuo de poliestireno, estéreis, da marca Vacuette® (Campinas — So Paulo — Brasil)
contendo anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) K3 para a realizagdo do
exame de hemograma e imunofenotipagem. Para a realizacdo do exame de hemograma as
amostras foram armazenadas sob refrigera¢cdo em caixas de isopor e enviadas pessoalmente
para o Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario de Uberaba (HVU), Minas
Gerais. As amostras destinadas a realizacdo da imunofenotipagem foram armazenadas em
caixa de isopor (sem refrigeracdo) e enviadas pessoalmente para o Laboratério de
Biomarcadores de Diagndstico e Monitoracéo (LBDM) do Centro de Pesquisas René Rachou
— FIOCRUZ em Belo Horizonte, Minas Gerais.
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4.3 Perfil hematolégico

O perfil hematolégico dos animais experimentais foi realizado analisando-se
primeiramente a viabilidade da amostra quanto & existéncia de fibrina e codgulo, em seguida
foi realizada a analise da série eritrocitaria e contagem do nimero de plaquetas, por meio da
operacdo do contador automatico de células sanguineas modelo ABC Vet® (ABX
Diagnostics® — Montpellier — France) sendo avaliado, nimero de hemécias totais, a dosagem
de hemoglobina e 0o nimero de leucdcitos totais. A seguir foi realizada a confeccdo das
ldminas com os esfregagos sanguineos, coradas pelo kit panotico rapido para uso
hematolégico marca Laborclin® (Pinhais — Parana — Brasil) para a realizagio da contagem
diferencial de leucdcitos (linfocitos, neutréfilos segmentados, bastonetes, mondcitos e
eosindfilos), mediante contagem e analise das células presentes na lamina, utilizando

microscopio dptico marca Olympus, com aumento de 1000x.

4.4 Avaliacao do perfil imunoldgico

O ensaio de citometria de fluxo para a imunofenotipagem dos leucdcitos periféricos
seguiu o seguinte protocolo. Em tubos individuais de poliestireno com capacidade de cinco ml
foram adicionados anticorpos monoclonais mouse antibovine CD4"*, CD8", CD14" e CD25"
(AbD Serotec®), marcados com Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), diluidos em PBS wash
1x (solucéo salina tamponada com fosfato — PBS = 0,15M, 8g/L de NaCl, 2g/L de KCI, 2g/L
de KH2PO4 e 1,15¢/L de Na2HPO4, pH 7,2 com 0,5% de albumina bovina sérica e 0,1% de
azida sodica), na concentracdo de 1:50, e o0 anticorpo anti y5* WC1 (FITC) na concentragdo
de 1:25. Em tubos individuais de poliestireno de cinco ml foi adicionado anticorpo
monoclonal mouse antibovine CD21(FITC) na concentragdo de 1:50, juntamente com o
anticorpo monoclonal mouse antibovine CD335" marcado com ficoeritrina (PE) na
concentragdo de 1:25 diluidos em PBS wash 1x.

Foram adicionados aos anticorpos diluidos 30 microlitros (uL) de sangue total
previamente homogeneizado, seguido de vortexacdo dos tubos para homogeneizagdo
juntamente com o anticorpo diluido em PBS wash 1x, seguida de incubagdo por 30 minutos
ao abrigo da luz. Apos a incubacdo dos anticorpos monoclonais foi adicionado trés ml de
solucéo de lise (FACS LISYNG SOLUTION® — Becton Dickinson®), com os tubos ja sob
vortexagdo seguida de incubagdo por 8 minutos em temperatura ambiente. Apos este periodo

os tubos foram centrifugados a 1300 rotagBes por minutos (rpm), durante 7 minutos a
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temperatura de 20°C. Depois da centrifugacéo foi realizado o descarte do sobrenadante em
movimento pendular seguido pela adi¢do de trés ml de PBS wash 1x. Todos os tubos apds a
vortexacdo foram centrifugados a 1300 rpm durante 7 minutos a temperatura de 20°C. Ao
término desta segunda centrifugacdo foi feito o descarte do sobrenadante foi realizado
inversdo dos tubos em movimento pendular e adicionado 200 pL de solucdo fixadora para
citometria MaxFacsFix (MFF) (10,0g/l de paraformaldeido, 10,2g/l de cacodilato de sédio e
6,659/l de cloreto de sodio, pH 7,2). Apds este processo, 0s tubos foram mantidos em
geladeira a temperatura de 5°C até o momento da leitura. A leitura foi realizada apds 24 horas
em citdmetro de fluxo do tipo FACS CALIBUR® (Becton Dickinson®), sendo adquiridas
20000 células por tubo.

4.4.1 Anélise da imunofenotipagem dos leucdcitos periféricos

A anélise das células foi realizada utilizando o software Flow Jo® (versd010.0). O
primeiro passo constituiu-se na identificacdo e selecdo da populagdo celular em graficos que
apresentam tamanho versus granulosidade (FSC x SSC), por meio do posicionamento da gate
onde a populacdo celular de interesse é majoritaria (figura 06 A). Apos a selecdo da
populacdo celular, através da gate foi gerado o gréafico dividido em quadrantes. Na figura 6B
podemos observar as populagdes celulares marcadas com anticorpo monoclonal anti CD14"

(3,91%), formado a partir das células marcadas presentes na gate do gréafico da figura 6 A.
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Figura 6 — Representacdo da populacdo de mondcitos em gréfico do tipo
dot plot (FSC vs SSC) mostrando a populagdo de mondcitos isolada (A) e
macréfagos marcados com anticorpo monoclonal anti CD14" (B)
apresentando as percentagens em cada quadrante.
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Da mesma forma, procedeu-se a analise dos linfécitos (figura 7). Inicialmente
selecionou-se a populacéo celular de interesse em gréficos que apresentam tamanho versus
granulosidade (FSC x SSC), por meio do posicionamento da gate onde a populagéo celular de
interesse é majoritéria (figura 7A), onde a selecdo da populacéo de linfocitos no gréafico 7A,
gera os graficos 7B, 7C, 7D, 7E e 7F, para CD4" (20,05%), CD8" (11,23%), CD21" (41,72%)
x CD335%(2,20%), CD25%(2,56%) e vy (WC1) (3,39%) respectivamente. A partir do grafico
da figura 7F foi realizado o isolamento da populagdo de y5" (WC1) high (2,16%) e o
percentual de células y&* (WC1) low (1,23%) foi obtido subtraindo o percentual de células y&*
(WC1) (3,39%) do percentual de células y5* (WC1) high (2,16%).
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Figura 7 — Representacdo da populacdo celular separada em grafico do tipo dot plot (FSC
vs SSC) (A), bem como da populagdo de linfocitos bovinos marcados com anticorpo
monoclonal anti CD4" (B), anti CD8" (C), anti CD21" (D), células NK marcadas com
anticorpo monoclonal anti CD335" (D), ativagéo celular por meio do anticorpo monoclonal
anti CD25" (E), y8" (WC1) (F), isolamento da populagdo de células y3* (WC1) high (G),
apresentando as percentagens em cada quadrante.
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4.5 Anélise estatistica

A anélise estatistica dos dados foi feita utilizando o programa PRISMA® (versdo 4.0).
Para as varidveis continuas que apresentaram distribuicdo normal, a comparagdo das médias
dos trés grupos (Gir, Sindi e Guzerd) foi realizada analise de variancia (One Way - ANOVA),
com nivel de significancia de 5%, com corre¢do de Bonferroni. Quando a analise de
homogeneidade ndo apresentou distribuicdo normal, em pelo menos um dos grupos
estudados, foi realizado teste de Kruskal-Wallis, com significancia de 5% em conjunto com o

teste de comparagdo multipla de Dunn’s.
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5.1 Avaliacdo dos parametros hematologicos dos zebuinos das racas Guzera, Gir e Sindi

Os valores apresentados na tabela 1 referem-se ao menor e maior valor encontrado

entre 0s animais experimentais para cada pardmetro por raca analisada, seguido pela média +

desvio padrdo. No eritrograma observa-se que o nimero de hemécias, a concentracdo de

hemoglobina, o hematdcrito, a hemoglobina corpuscular média (HCM) e CHCM se
encontram dentro do intervalo de referéncia (FELDMAN, 2000; MEYER, 1995; SMITH,

1994) para cada raca analisada.

Tabela 1 - Valores minimos e maximos por animal por raga, seguido de média+ desv. padrdo (X+SD) obtidos por meio do exame

de hemograma de 30 vacas higidas das ragas Gir, Sindi e Guzera. Uberaba, MG, 2013.

RACAS
HEMOGRAMA Gir Sindi Guzera Intervalo de
referéncia”
ERITROGRAMA Min - Max Min - Max Min - Max Min - Max
N° HemAcias 6,1-8,78 7,33-9,15 5,65 - 9,04
(x10%/mm?®) 7,89+0,75a 8,05+0,67a 8,03+1,02a 5-10,0
Hemoglobina 8,7-11,4 96-11,4 9-127
(g/dl) 10,25+0,84a 10,43+0,65a 10,64+1,21a 8-15,0
Hematdcrito (%) 27,2 -36,8 30,0-35,7 28,3-40,8
32,75+2,97a 33,22+2,03a 33,15+4,10a 24 — 46
Proteina 8,2-9 8,0-10 8-9,2
Plasmatica (g/dI) 8,68+0,27a 8,68+0,56a 8,5+0,38a 7-8,5
VCM (fl) 38,70 - 45,76 34,47 - 44,45 35,61 - 49,20
41,60+2,29a 41,43+3,30a 41,61+4,74a 40 -60
HCM (pg) 12,16 — 14,34 11,18 - 15,12 11,39 — 14,85
13,03+0,76a 13,00+0,98a 13,36+1,46a 11 -17
CHCM (%) 30,15 -31,98 30,34 - 31,97 31,12 - 32,86
31,33+0,83a 31,41+0,81a 32,13+0,51a 30-36
LEUCOGRAMA Min - Méax Min - Max Min - Méax Min - Max
Leucdcitos
totais 10100 - 20200 9300 - 51400 7500 — 14400
(x10/mm?) 12960+3568,75ab 21150+14208,70a 10800+2147,87b 4000 - 12000
Neutréfilo
Segmentado 17 -58 7-38 28 —43
(x10/mm?) 33,8+13,63a 31,4+12,04a 21,8+12,66a 600 — 4000
Linfocitos 32-73 42 - 88 32-63
(XlO/mms) 55,1+13,96a 45,1+18,51a 57,8+25,54a 2500 - 7500
Mondcitos 3-10 1-11 4-24
(/mm?) 7,1+2,18a 9,3+7,35a 5,0+4,11a 25 - 840
Eosindfilos 3-10 1-20 1-12
(/mm?) 5,4+3,17a 4,6+4,27a 6,70+7,63a 0 — 2400
Plaguetas 163000 — 841000 451000 — 783000 483000 — 752000
(x10%/ul) 532600+216874,87a 548500+133133,39%a 595400+164979,59a 100000 — 800000

Os valores paramétricos foram apresentados como meédia + desv. padrdo (One Way - ANOVA) com corregdo de Bonferroni
(p<0,05) para todos o0s animais por raga analisada. Valores seguidos de letras diferentes, na linha, sdo significativamente diferentes

“ Intervalo de referéncia:
FELDMAN, Bernard F; ZINKL, Joseph G; JAIN, Nemi C. Schalm's veterinary. 5ed. Philadelphia: Lippincott Williams e Wilkins,

2000.
MEYER, Coles; RICH. Medicina de laboratorio veterinario. Interpretacéo e diagnostico. Sdo Paulo: Roca, 1995.

SMITH, Bradford P. Tratado de medicina interna de grandes animais: moléstias de equinos, bovinos, ovinos e caprinos. Sdo Paulo
(SP): Manole, 1994.
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O volume corpuscular médio (VCM) revela que os valores minimos apresentados em
todas as racas (38,70 para a Guzer4, 34,47 para a Gir e 35,61 para a raga Sindi) se encontram
mais baixos que os apresentados no intervalo de referéncia (40 — 60). Baixos valores de VCM
indicam hemacias de tamanho pequeno, caracteristico de racas zebuinas, tal caracteristica é
compensada pelo maior carreamento de hemoglobina e consequentemente de oxigénio, em
comparacdo a hemécias de tamanho normal, revelando assim uma elevada capacidade dos
zebuinos em carrear quantitativamente hemoglobina com oxigénio para as células
(FELDMAN, 2000; MEYER, 1995; SMITH, 1994). Tal capacidade de maior carreamento de
oxigénio confere as ragas zebuinas elevada capacidade de adaptacéo a elevadas temperaturas,
por meio do aumento da frequéncia respiratoria, oxigenando melhor os tecidos e eliminando
calor pela expiragdo, como observado por Souza et al., (2007) em que animais da raca Sindi
foram altamente resistentes a elevada temperatura no semi-arido nordestino.

Para o parametro proteina plasmatica observa-se que o0s valores minimos apresentados
para cada raca, na tabela 1, se encontram dentro do intervalo de referéncia. Para os valores
maximos observa-se que ocorre um leve aumento da concentracdo proteina plasmatica. Na
literatura é relatado que a concentracdo de proteina plasmatica pode ser afetada pelo balanco
de liquidos do organismo, ou devido a desidratacdo. No presente trabalho os animais se
encontravam em periodo de lactacdo o que poderia justificar uma baixa na concentracdo de
proteina plasmatica como relatado por Feldman, 2000; Meyer, 1995; Smith, 1994. Todavia
ndo foi observada no presente estudo, uma queda da concentragdo proteica. Possivelmente,
este aumento possa ser justificado pela suplementagdo proteica oferecida para os animais
durante o periodo de estudo do presente trabalho.

Foi observado para as racas Gir, Sindi e Guzerd (em valores médios) que a
concentracdo de hemoglobina (g/dl) (10,25 vs 10,43 vs 10,64), hematocrito (%) (32,75 vs
33,22 vs 33,15), VCM (fl) (41,60 vs 41,43 vs 41,61) e CHCM (%) (31,33 vs 34,41 vs 32,13),
se encontram dentro do intervalo de referéncia respectivamente para hemoglobina (8 - 15),
hematdcrito (24 — 46), VCM (40 - 60) e CHCM (30 - 36), se apresentando proximos aos
apresentados por Souza et al., (2007), que avaliaram a resisténcia de animais da raca Sindi a
elevadas temperaturas, o que sugere que todos os animais do presente trabalho apresentam
boa capacidade de carreamento de oxigénio (funcdo da hemoglobina) e quantidade suficiente
de hemécias para carreamento da hemoglobina com oxigénio, com condigdes suficientes de
levar oxigénio as células frente a um aumento da frequéncia respiratoria quando submetidos a

elevadas temperaturas.
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Foi observado que os valores médios para leucécitos totais (12960x10°/pl), eosin6filos
(609,6/pl) e linfécitos (7167,6 x10°/ul) da raca Gir se encontram em concordéncia com os
valores apresentados por Abud et al., (2008) que observaram maiores valores de leucécitos
totais (12680 x10°*/pl), eosindfilos (616,31), linfcitos (7938,38) em 58 novilhas Bos indicus
plberes e pré-puberes da raca Nelore com média de 17 meses de idade, criadas na Embrapa
Cerrados em Planaltina — Distrito Federal, sendo relatado pelo autor que este perfil pode ser
utilizado como indicador auxiliar de determinacdo da puberdade em novilhas pré-piberes no
bioma cerrado.

O valor médio de leucdcitos totais (12960 x10%/ul) da raca Gir e de linfécitos
(15021,1/ul) da raca Sindi apresentados no presente estudo (tabela 3) estdo de acordo com o
ndmero de leucécitos totais (13962/mm®) e de linfécitos (10507/mm?) apresentados por
Birgel Janior et al (2001) para fémeas da raca Jersey entre 3 e 24 meses criadas em regime
extensivo no Estado de S&o Paulo. O autor demonstrou que o fator etario influencia o
leucograma dos bovinos, atribuida principalmente ao comportamento do nimero absoluto de
linfocitos. Apesar do presente estudo ndo ter como objetivo avaliar a influéncia do fator etario
sobre o quadro leucocitario dos animais experimentais, a raca Sindi apresentava idade entre 3
e 6 anos e os da raca Gir entre 4 e 10 anos, o que explica o predominio de leucdcitos totais e
de linfdcitos observado para animais da raca Sindi do presente estudo em comparagao as racas

Gir e Guzera.

5.2 Avaliacdo dos parametros imunofenotipicos dos zebuinos das ragas Gir, Sindi e

Guzera

Os percentuais minimos e maximos dos animais das racas Gir, Sindi e Guzera, para 0s
parametros: células T (CD4", CD8" e y§"), B (CD21"), mondcitos (CD14"), células que

apresentam CD25" e células NK (CD335%), encontram-se apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Valores minimos e maximos e médiatdesv. padrdo (X+SD) obtidos por meio da imunofenotipagem
de 30 vacas higidas das ragas Gir, Sindi e Guzera. Uberaba, MG, 2013.

A RACAS
PARAMETROS (%) Gir Sindi Guzera

CD4* 1418 -42,61 0,37 -41,14 20,44 — 43,75
26,64a+8,47 15,90b+14,74 30,69a+6,67
CD8* 0,05 -21,82 1,51 - 24,05 13,09 - 33,04
12,96a+7,17 9,83b%7,32 20,21a+5,97

Razdo CD4'/ CD8" 1,42 -2,88 0,15 -4,04 0,84 -2,38
43,45a+130,90 1,69b+1,47 17,99a+45,62

CD21" total 105-41,72 17,53 - 64,58 8,17 - 35,7
26,06b+10,44  35,46a+1590  61,52b+20,85

CD14" 0,64 - 6,26 0,53 - 4,06 3,55-7,88

3,65a+1,83 1,91b+1,46 5,00a+1,39

CD25" 2,56 -5,79 0,46 - 8,5 3,19-9,12

4,32a+1,10 3,92a+2,57 5,57a+2,05

v8* 3,39-8,41 0,73-11,88 2,84 -8,93

6,63a+1,63 4,89a+3,42 6,07a+1,78

¥d" high 2,16 - 6,66 0,39 -8,24 1,06 - 6,26

4,79a+1,37 3,29a+2,58 3,41a+1,61

y8" low 1,23 -2,63 0,34 - 3,64 1,59 - 4,18

1,84a+0,45 1,59b+1,07 2,66a+0,93

CD335" 1,28-7,16 0,56 — 2,73 1,55 -9,96

3,58a+1,92 2,04a+1,91 3,96a+2,79

Os valores paramétricos foram apresentados como média + desv. padrdo (One Way - ANOVA) com
correcdo de Bonferroni (p<0,05) para todos os animais por raca analisada. Valores seguidos de letras
diferentes, na linha, sdo significativamente diferentes (p<0,05) e os seguidos de letras iguais, na linha, ndo
sdo significativamente diferentes entre si (p>0,05).

Os valores percentuais foram analisados, estatisticamente e foi observada diferenca
entre as racas Sindi e Guzerd para os seguintes pardmetros CD4" (15,90% vs 30,69%,
p<0,05), CD8" (9,83% vs 20,21%, p<0,001), CD4" + CD8" (25,73% vs 50,90% p<0,01),
CD21" total (35,46% vs 19,16% p<0,01), razdo T/B (1,08% vs 3,46%, p<0,05), CD14"
(1,91% vs 5,00%, p<0,001) e y5" low (1,59% vs 2,66%, p<0,05). Entre as ragas Gir e Guzera
foi observada também diferenca para células marcadas com anticorpo anti-CD21" total
(26,06% vs 19,16%, p<0,001), conforme mostrado na figura 8.
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Figura 8: Percentual de células marcadas com anticorpos anti CD4", anti CD8", gama—
delta (y5), anti CD14" e os parametros CD-4" + CD-8" e razdo T/B.

Os valores paramétricos sdo apresentados como média + desv. padrdao (One Way -
ANOVA), com corregdo de Bonferroni.

* Letras diferentes, entre as colunas, indicam diferengas significativas entre as ragas para
0s parametros analisados.

Para os parametros supracitados observa-se que animais da raca Guzera apresentaram
um predominio de células T CD4", CD8", y5* e mondcitos (CD14"). Partindo do principio que
macréofagos (CD14") sdo células importantes para a imunidade inata, com atuagdo marcante
na fagocitose de microrganismos com permanéncia mais prolongada no local da inflamagéo,
os resultados sugerem que os animais da raca Guzerd apresentam melhor capacidade de
resisténcia a doengas. Carneiro et al., (2009) descrevem que os leucdcitos, principalmente 0s
polimorfonucleados sdo importantes agentes de eliminacdo de bactérias causadoras de
mastite, resultados estes observados na analise comparativa entre as trés racas de estudo,
esclarecendo que a ordem de resisténcia a mastite segue com Gir, Sindi e Guzera.

Uma vez que os macrdfagos presentes na glandula mamaria sdo responsaveis por

secretar componentes derivados do acido aracdonico, pode conferir grande capacidade de
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defesa da glandula maméria (RAINARD e RIOLLET, 2003). Isto é reforcado conforme
relatado por Abbas, (2008) que macrofagos sdo células com papéis centrais na imunidade
inata e adquirida, onde a especificidade da resposta é de células T. Todavia a funcéo efetora
da eliminagdo de microrganismos ocorre através da fagocitose, realizada pelos macréfagos.

Souza (2010) estudando a prevaléncia de mastite em animais das racas Sindi e Guzera
que ndo recebiam cuidado sanitério para prevencdo de mastite, observou indice maior no
periodo seco, quando comparado ao periodo chuvoso (9,4 vs 6,9%), respectivamente. indice
bem menor que o encontrado por Cunha et al., (2008) que foi de 38,7% no ano de 2003 para
animais da raca Holandesa. Souza (2010) demonstrou maior resisténcia de zebuinos das ragas
Sindi e Guzer4 a mastite quando comparados a taurinos da raga Holandesa. Estes baixos
indices podem ser justificados conforme Fonseca et al., (2008) que estudaram o perfil da
expressao de genes relacionados a resisténcia a mastite em bovinos leiteiros das ragas
Holandesa preto e branco e Gir leiteiro. Foi encontrada expressdo génica 7,35 vezes menor
para interleucina 10 (IL-10) (responsavel por inibir a atividade de células NK) em animais da
raca Gir, quando comparadas as vacas da raca Holandesa preto e branco. Este relato vai de
encontro ao observado no presente trabalho, quando analisado os valores de células NK, uma
vez que animais da raca Sindi apresentam 2,64 vezes menos células NK que os animais da
raca Gir e 3,64 vezes menos que 0s animais da raga Guzerd, sugerindo uma possibilidade que
0s animais da raga Guzera sdo mais resistentes a mastite.

Este resultado pode ser confrontado quando analisado o pardmetro de CD21", visto
que animais da raca Sindi apresentaram valores maiores quando comparados as demais ragas.
Tendo em vista que células B (CD21") sdo responsaveis pela produgdo de anticorpos
conforme descrito em Abbas, (2008). Estes parametros propiciam uma importante fonte de
resisténcia imunoldgica para os bezerros, deixando-os em condi¢cbes de suportar melhor
outras fases de criacdo, além de preservar a saide mamaria (MACHADO NETO et al., 1997).

Bittar e colaboradores no ano de 2004, com o objetivo de avaliar o perfil fenotipico de
linfocitos periféricos (CD4*, CD8" e CD21%) de bovinos taurinos das racas Holandesa,
Hereford e Pardo-Suica, observaram menor percentual de linfocitos T totais (CD4* e CD8") e
maior de linfécitos B (CD21%), com menor relagdo T/B da raca Holandesa em comparagéo a
raca Hereford. Foi sugerido pelos autores que o menor percentual de linfocitos T (CD4" e
CD8") em animais da raca Holandesa pode estar relacionado com a maior susceptibilidade da
raca a infecgOes por Babesia e a maior razdo T/B da raca Hereford sobre a raga Holandesa
pode estar associada a maior resisténcia apresentada pela raca Hereford a infeccdes por

Babesia. No presente estudo foi observado que os animais da raca Guzerd descrevem um
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padrdo de resposta imunoldgica semelhante ao apresentado pela raga Hereford quando
avaliada razdo T/B. Reforcando a este padrdo o predominio de linfocitos T CD4", CDS8",
CD335" sugerindo maior resisténcia dos animais da raca Guzera a doencas infectoparasitarias.

Para 0 parametro CD21" os maiores valores encontrados para a raga Holandesa
também corroboram com os resultados apresentados para a raga Sindi, sugerindo uma
resposta humoral mais efetiva.

Para os demais parametros analisados entre as racas Gir, Sindi e Guzera, ndo foi
observada diferenca significativa (p>0,05) para: y8* (WC1), y&" (WC1) high, CD25" e
CD335", conforme apresentado na tabela 2.

Para a espécie bovina em comparacdo as demais espécies de mamiferos domésticos
apresenta maiores valores de y8" (WC1) e 8" (WC1) high (TIZARD 2002), sem justificar
uma relagdo imunoldgica direta, este pensamento € pautado pelo presente trabalho uma vez

que os valores encontrados nas trés racas estudadas ndo apresentaram diferenca estatistica.
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6 CONCLUSOES

Ocorreu diferenca no perfil imunoldgico entre animais da raga Sindi (células B CD21%) e
animais da raca Guzera (células T CD4", CD8" e CD335%);

Considerando os parametros hematoldgicos abordados no projeto, sugere-se que:

As ragas zebuinas do presente trabalho tem maior possibilidade de resisténcia as condi¢des de

producdo tropical;

A raca Guzerd tem maior possibilidade de ser mais resistente a doengas infectoparasitarias,
devido ao predominio de CD4", CD8" e CD335".
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