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RESUMO

BACCILI, C. C. Imunizacdo passiva e ativa de bezerros para o Virus da
Diarreia Viral Bovina (BVDV) e Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1).
[Passive and active immunization of calves for Bovine Viral Diarrhea Virus
(BVDV) and Bovine Herpesvirus type 1 (BoHV-1)]. 2013. 124 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a resposta imune (RI) humoral
e celular de bezerros recém-nascidos mediante imunizacdo passiva e ativa,
usando como modelo o Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) e o Herpesvirus
Bovino tipo-1 (BoHV-1). Esta pesquisa foi dividida em duas etapas e seus
dados estdo apresentados em dois capitulos. Capitulo 1- Acompanhou-se a
imunizacao passiva de bezerros do nascimento até os seis meses de idade e a
influéncia da vacinacdo materna no periodo pré-parto nessa resposta. Os
animais foram distribuidos em dois grupos experimentais que receberam
colostro de maes néo imunizadas (G1, n=4) e (G2, n=6) de mées imunizadas
no periodo pré-parto para o BVDV e BoHV-1. A colostragem foi feita pela
administracdo de seis litros de colostro nas primeiras doze horas de vida,
distribuidas em duas mamadas. Nesta etapa foi possivel verificar: (1) a
presenca de titulos de ACs neutralizantes apenas no grupo de bezerros que
receberam colostro de méaes imunizadas, obtendo soroconversdo apoés a
mamada de colostro em 2/6 (33%) bezerros para o BVDV e 6/6 (100%) para o
BoHV-1; (2) manutencao dos titulos de ACs protetores até os trés meses de
vida. Em relacdo a RI celular: (3) observou-se maior proporcédo de células T
auxiliares CD4* (P=0,05) no grupo de bezerros que receberam colostro de
maes imunizadas no periodo pré-parto; (4) o leucograma dos bezerros
demonstrou respostas inflamatérias em alguns momentos desta pesquisa, mais
intensa nos animais que ingeriram colostro proveniente de mées nao-
imunizadas. Capitulo 2- Acompanhou-se a imunizacdo de bezerros para
BVDV e BoHV-1 aos seis meses de idade. Dez bezerros foram distribuidos em
dois grupos de bezerros nao vacinados (VAC-, n=5) e vacinados para o BVDV
e BoHV-1 (VAC+, n=5), as analises foram realizadas antes da imunizagdo aos
180 dias (T0), apds a 1°dose aos 210 dias (T1) e apds a 2° dose aos 240 dias
(T2). Os resultados obtidos para avaliagdo da RI humoral foram: (1)

soroconversao de 2/5 (40%) animais no momento T1 e 3/5 (60%) no T2 para o



BVDV; (2) soroconversao em 2/5 (40%) no T1 e 5/5 (100%) no T2 para o
BoHV-1. Para a RI celular observou-se: (3) maior expressdo de CD25" pelas
subpopulacdes de linfocitos T gama-delta WC1* no VAC*, observando-se
diferenca estatistica no momento T1 (P=0,0016). Com base nos resultados
obtidos nas duas etapas experimentais desta pesquisa pode-se concluir que a
vacinagdo materna € uma estratégia para melhorar a qualidade do colostro e
as repostas imunes humoral e celular dos bezerros para BVDV e BoHV-1; a
duracdo da imunidade materna considerando-se niveis protetores de Acs foi de
trés meses; os componentes do colostro influenciaram na resposta inflamatéria
dos bezerros a exposicao natural aos patdogenos; a vacinagdo dos bezerros aos
seis meses de idade estimulou a resposta imune humoral para BoHV-1 e

parcial para BVDV.

Palavras-chave: Bezerros. Imunizacdo passiva. Vacinacdo. Virus da Diarreia
Viral Bovina. Herpesvirus bovino



ABSTRACT

BACCILI, C. C. Passive and active immunization of calves for Bovine Viral
Diarrhea Virus (BVDV) and Bovine Herpesvirus type 1 (BoHV-1).
[Imunizagéo passiva e ativa de bezerros para o Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV) e Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1)]. 2013. 124 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

The aim of this research was to evaluate the humoral and cellular
immune response (IR) of newborn calves by active and passive immunization,
using by model the Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) and Bovine Herpesvirus
type-1 (BoHV-1). This research was divided in two stages and the datas are
presented in two chapters. Chapter 1: Was followed the passive immunization
of calves from birth until six months old and the maternal vaccination influence
on pre-partum period on this response. The animals were divided in two
experimental groups that received colostrum from unvaccinated mothers (G1, n
= 4) and (G2, n=6) from immunized mothers in the pre-partum period to BVDV
and BoHV-1. The calves received six liters of colostrums on the first twelve
hours of life, divided in two feedings. At this stage was verified: (1) the
presence of neutralizing titers antibodies (Abs) only in group of calves that
received colostrum from immunized mothers, getting seroconversion after
feeding in 2/6 (33%) of calves for BVDV and 6/6 (100%) for BoHV-1, (2)
maintenance of Abs titers protectors up to three months of life. In relation to
immune cellular response: (3) was observed higher proportion of helper T cells
CD4* (P = 0.05) in the group of calves that received colostrum from immunized
mothers during pre-partum; (4) the leukogram of calves showed inflammatory
responses in some moments of this research, more intense in animals that
ingested colostrums from non-immunized mothers. Chapter 2: Was followed
the immunization of calves for BVDV and BoHV-1 at six months old. Ten calves
were divided in two groups of calves non-vaccinated (VAC-, n = 5) and
vaccinated for BVDV and BoHV-1 (VAC +, n = 5). The analyzes were performed
before immunization at 180 days (TO0), after the 1st dose at 210 days (T1) and
after the 2nd dose at 240 days (T2). The results for evaluation of immune
humoral response were: (1) seroconversion 2/5 (40%) animals at the T1
moment and 3/5 (60%) of T2 for BVDV, (2) soroconversion on 2/5 (40 %) in the



T1 to 5/5 (100%) at T2 for BoHV-1. For the immune cellular response was
observed: (3) increased expression of CD25* subpopulations of T lymphocytes
by gamma-delta WC1* in VAC*, observing statistical difference in T1 moment
(P = 0.0016). Based on the results obtained in the two experimental stages of
this research can be concluded that maternal vaccination is a strategy to
improve the quality of colostrum and humoral and cellular immune response of
calves to BVDV and BoHV-1, the duration of maternal immunity considering
protective levels of Abs was three months. The components of colostrum
influence the inflammatory response of calves to natural exposure to
pathogens. The vaccination of calves at six months old stimulated the humoral
immune response to BoHV-1 and partial for BVDV.

Key words: Calves. Passive Immunization. Vaccination, Bovine Viral

Diarrhea Virus. Bovine Herpesvirus.
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1 INTRODUCAO

A Diarreia Viral Bovina (BVD) e a Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR),
causadas respectivamente pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) e
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), sdo enfermidades cosmopolitas e
apresentam extrema importancia econdmica para a bovinocultura de corte e
leite.

Estimativas relataram que as infeccfes ocasionadas pelo BVDV resultam
em perdas econdmicas anuais de 760 milhdes a 2,2 bilhdes de doblares
(DRISKELL; RIDPATH, 2006); de 20 a 57 milhdes de ddlares para cada hum
milh&o de pari¢cdes nos Estados Unidos da América - EUA (HOUE, 1999).

O impacto econémico representado pela BVDV e BoHV-1 relaciona-se as
perdas decorrentes com gastos em diagndstico e tratamento, diminuicdo da
producdo de leite e carne, transtornos reprodutivos, além das restricbes ao
comércio internacional de animais vivos e seus produtos (FRANKEN, 2006;
OIE, 2010).

Estudos soroldgicos brasileiros demonstraram altas taxas de animais
sororreagentes em rebanhos n&o vacinados para o BVDV (FLORES et al.,
2005; FLORES, 2007). Nos Estados de Sao Paulo/Minas Gerais, Goias, Rio
Grande do Sul e regido amazbnica maranhense, respectivamente, foram
observadas prevaléncias de 12 a 100%, 64%, 66%, 61,5% de amostras
sorologicamente positivas em 88%, 82% e 95% das propriedades avaliadas
(DIAS; SAMARA, 2003; QUINCOZES et al.,, 2007; BRITO et al.,, 2010;
CHAVES et al., 2010). Para o BoHV-1, a prevaléncia estimada de animais
soropositivos no Estado de S&o Paulo foi de 71,01% (SILVA, 2011; DIAS;
SAMARA, 2013).

Dentre as medidas utilizadas no controle do BVDV e BoHV- 1 destacam-
se os estudos relacionados as estratégias de imunizagdo passiva e ativa dos
bovinos susceptiveis (RIDPATH; BOLIN, 1995; CHASE; HURLEY; REBER,
2008; KELLING, 2004).

Bezerros recém-nascidos apresentam sistema imune imaturo ao
nascimento, devido ao seu crescimento durante o periodo fetal ocorrer em

ambiente uterino estéril, assim, apresentam resposta imune primaria aos
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patdogenos com intensidade fraca e de curta duracdo (CORTESE, 2009); os
horménios produzidos pela placenta materna, como progesterona,
prostaglandina E2 e citocinas IL-4 (interleucina 4) e IL-10 afetam o neonato,
suprimindo a resposta imune mediada por células e memoéria imunolégica
(Th1), em contrapartida, estes mediadores promovem resposta imune humoral
(Th2). Além disso, os altos teores séricos de estrégeno e cortisol materno e
fetal também tém efeitos imunossupressivos (MOREIN; ABUSUGRA,
BLOMQVIST, 2002; CHASE; HURLEY; REBER, 2008).

O amadurecimento do sistema imune dos bezerros dependera dos
desafios antigénicos enfrentados e serd equivalente ao animal adulto quando
estes bezerros atingirem a puberdade (REBER et al., 2006). Desta forma, a
mamada de colostro e a duracdo da imunidade passiva transferida da méae ao
bezerro sdo fundamentais para a sua sobrevida, no entanto, a persisténcia dos
anticorpos maternos sao variaveis e dependentes do manejo da colostragem,
da qualidade imunoldgica do colostro fornecido e desafios antigénicos do
periodo.

Além das imunoglobulinas, linfocitos e citocinas também podem ser
transferidos ao recém-nascido pelo colostro. No entanto, o impacto destas
células para a defesa do bezerro recém-nascido ainda é desconhecido e pouco
estudado (GOMES, 2008), assim como sua relacdo com a resposta imune
celular de bovinos jovens (LEMAIRE et al., 2000).

A interface imunidade passiva versus imunidade ativa em bezerros € um
tema controverso, principalmente referindo-se ao momento ideal para a
realizacdo da primo-vacinacdo, considerando-se que a presenca de ACs
maternos no sangue dos neonatos bloqueiam a imunidade humoral ativa
induzida pela vacinagdo (ELLIS et al., 2001). Em contrapartida, pesquisas
recentes tem demonstrado que a resposta imune celular pode ser estimulada
pela imunizacdo dos bezerros mesmo em presenca de altos titulos de ACs
maternos circulantes (ENDSLEY et al., 2003).

A diminuicdo nos niveis sanguineos dos componentes maternos
transferidos aos recém-nascidos parece predispor os bezerros jovens as
infecgcbes causadas pelo BVDV e BoHV-1 ou intensificar a gravidade das
sindromes clinicas ocasionadas por esses virus. Assim, a prevencdo destas

doencas mediante estratégias que amplifiquem a resposta imune passiva ou a
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vacinacdo precoce dos bovinos jovens sdo fundamentais para os sistemas de
criagdo pecuéria.

Considerando-se o0s aspectos relacionados a supressdo da resposta
imune dos bezerros aos virus e os impactos econémico dos agentes virais na
pecuaria brasileira, o objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a resposta imune
humoral e celular de bezerros recém-nascidos mediante imuniza¢do passiva e
ativa, usando como modelo as respostas aos virus da diarreia viral bovina
(BVDV) e herpesvirus bovino tipo- 1 (BoHV-1).

Este trabalho foi apresentado em dois capitulos, considerando-se os
resultados obtidos para a imunizacao passiva (Capitulo 1) e ativa (Capitulo 2)
ao BVDV e BoHV-1.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1- DIARREIA VIRAL BOVINA

A diarreia viral bovina € causada pelo BVDV, que possui acido
ribonucléico (RNA) como material genético. E um membro do género
Pestivirus, da familia Flaviviridae, classificado tradicionalmente em dois
bi6tipos: ndo citopatogénico (NCP) e citopatogénico (CP), devido a sua
capacidade de produzir citopatologia em cultivo celular (GILLESPIE; BAKER,;
MCcENTEE, 1960). Sdo subdivididos em gendtipos denominados BVDV- 1 e
BVDV- 2, que possuem grande variabilidade antigénica, resultando em
diferentes cepas/estirpes (RIDPATH, 2010).

O genoma do virus é constituido de uma fita simples de RNA com
orientacdo positiva, com 12.500 nucleotideos. Apresenta duas regides ndo
traduzidas (“untransleted regions” - UTRs) nas suas extremidades 5’ e 3’ e uma
fase de leitura aberta (“open reading frame” — ORF). Esta ORF codifica uma
poliproteina de aproximadamente 3.900 aminoacidos, processada por
proteases virais e celulares em 11 ou 12 proteinas maduras durante e apés a

traducdo. Tais genes das proteinas apresentam a seguinte sequéncia:
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autoprotease N terminal (Npro), proteina do capsideo (C), glicoproteinas do
envelope (ERNS, E1 e E2) e proteinas ndo estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A e NS5B) (THIEL et al. 1996; LINDENBACH et al., 2007).

A intensidade das manifestacdes clinicas decorrentes das infeccdes pelo
BVDV depende da cepa viral, imunidade do hospedeiro e a ocorréncia de
infec¢des secundarias (LINDBERG, 2003).

Em animais imunocompetentes, infeccdes por BVDV resultam na
formacdo de anticorpos (Acs) neutralizantes duas a trés semanas apos a
infeccdo. Estes Acs impedem que o virus alcance aos oOrgaos-alvo e feto.
Nestes casos, a doencga tende a ser branda e transitoria, com quadros de
depressédo, hipertermia, diarreia leve e leucopenia transitoria (FINO et al.,
2012). Lindberg (2003) relatou que animais imunocompetentes infectados
produzem imunidade e protecao fetal nas futuras gestacoes.

Alguns genotipos e cepas de BVDV sdo mais patogénicas e resultam em
doenca grave, na qual os animais infectados desenvolvem leucopenia e
trombocitopenia. As manifestacdes clinicas sdo observadas seis a sete dias
apos a infeccado, incluindo hipertermia, inapeténcia, lesbes em mucosas
associadas com quadros respiratorios e gastrointestinais. A imunossupressao,
especialmente relacionada as deficiéncias nos mecanismos da resposta imune
celular, resulta no aparecimento de doencas secundarias (LINDBERG, 2003).

Cepas mais virulentas do BVDV- 1 e BVDV- 2 podem causar quadros
severos da Sindrome Hemorragica (LIEBER-TENORIO; RIDPATH; NEILL,
2003; RIDPATH et al., 2000).

Infeccbes para BVDV em fémeas prenhas nao-imunocompetentes
resultam em infeccdo fetal em 100% dos casos, animais persistentemente
infectados (Pl), malformacdes, morte fetal, abortamento em qualquer periodo
da gestacdo, mumificacdo, retardo no crescimento fetal, nascimento de
bezerros fracos e debilitados (LINDBERG, 2003).

As infecc¢Bes causadas pelo biétipo NCP no inicio da gestagéo, de 40 a
142 dias, originam bezerros imunotolerantes e PI. Estes animais representam a
principal fonte de infec¢éo na propriedade, pois eliminam grande quantidade do
virus, porém sao soronegativos e clinicamente normais ao nascimento. Os
animais Pl podem desenvolver doenca das mucosas, geralmente fatal ao redor
de seis a 18 meses de idade (LINDBERG, 2003). Além disso, foi observada
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maior incidéncia (48%) de doencas respiratérias nos bezerros PI
(LONERAGAN et al., 2005; RIDPATH, 2010).

As consequéncias da acdao BVDV no sistema imune do hospedeiro
resultantes em imunossupressdo foram descritas na excelente revisdo de
literatura apresentada por Chase, Elmowalid e Yousif (2004).

O BVDV infecta células fundamentais ao sistema imune inato e
especifico, tais como granulécitos, macréfagos, células mieldides
apresentadoras de antigeno, linfécitos B, T auxiliar (CD4*) e T citotoxico
(CD8"). Infeccbes de macrofagos pelos bidtipos CP ou NCP do BVDV
promovem depresséo da fagocitose; diminuicdo da expressao de receptores de
imunoglobulinas (Fc) e do sistema complemento; redugdo da atividade
microbicida, pela menor quantidade de radicais do Oz produzido; diminui¢do na
producdo de fatores quimiotaticos e citocinas como o TNF-alfa; e
desencadeamento da apoptose em células infectadas e ndo infectadas. Além
disso, macréfagos infectados com o bidtipo NC do BVDV apresentam menor
producdo da citocina IFN-gama, principal citocina com efeitos anti-virais
(CHASE, ELMOWALID e YOUSIF, 2004).

A diminuicdo da habilidade dos macrofagos infectados pelo BVDV na
apresentacdo de antigenos para as células auxiliares (CD4*) resultam em
supressdo da resposta imune especifica. A infeccdo pelo BVDV possui maior
efeito nos linfécitos T caracterizados por linfopenia branda (10-20%) a severa
(50-60%). As subpopulactes de linfécitos auxiliares CD4* e citotoxicos CD8*
apresentam marcante diminuicdo (CHASE, ELMOWALID e YOUSIF, 2004).

Os linfocitos T CD4* coordenam a resposta imune mediada por células.
Estas células respondem, quando estimuladas com as proteinas virais
estruturais NS3, E2, E™S, NP e proteina ndo estrutural (NS2-3). Células
auxiliares infectadas pelo BVDV apresentam maior resposta imune celular do
tipo Thl (2 a 5x). No entanto, o BVDV apresenta mecanismo para desviar a
resposta Thl para a resposta humoral do tipo Th2, que resultam em maiores
proporcdes de células B e interleucina IL- 4; baixas expressdo do receptor para
IL-2 (CD25*) e nas concentra¢des das citocinas IL-2 e IFN-gama (CHASE,
ELMOWALID e YOUSIF, 2004).

As células T citotoxicas CD8* também atuam na defesa do hospedeiro

ao BVDV. Estes linfocitos sdo responsaveis pela producdo das citocinas IL-2 e
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IFN-gama. O MHC de classe | parece apresentar sitios de ligacdo para as
proteinas virais C (capsideo) E2, E™ e NS2-3, no entanto, esse receptor
apresenta expressdo diminuida nas infec¢cbes pelo BVDV (CHASE,
ELMOWALID e YOUSIF, 2004).

A deplecdo da populacdo de linfocitos B também foi verificada nas
infec¢des pelo BVDV. O virus contempla quatro principais proteinas estruturais
antigénicas, sendo elas: proteina C (capsideo), glicoproteinas E™S, E1 e E2.

A E™ induz formacdo de taxas de Acs, porém apresentam baixa
atividade neutralizante; a glicoproteina E2 € o alvo antigénico para os ACs, e
estimula maiores titulos em animais vacinados ou infectados naturalmente.
Antigenos estruturais NS2-3 induzem alta producdo de ACs em animais
infectados ou vacinados com o virus vivo modificado, enquanto vacinas
inativadas induzem baixa producdo de ACs para NS2-3. Altos titulos de ACs
neutralizantes previnem o desenvolvimento da doenca (NOBIRON et al., 2003).

Mecanismos de resposta celular na prevencao da diarreia das mucosas
em animais Pl jovens envolvem a subpopulacao de linfécitos T gama-delta pelo
elevado numero dessas proporcdes celulares durante os primeiros meses de
vida de bezerros (BRUSCHKE et al., 1998).

A revisdo de literatura apresentada por Chase, Elmowalid e Yousif
(2004) justifica o envolvimento do BVDV no “Complexo Doenga Respiratoria
Bovina” e em outras enfermidades secundarias, relacionadas com altas taxas

de morbidade e mortalidade, especialmente em animais jovens.

2.2- RINOTRAQUEITE INFECCIOSA BOVINA

A rinotraqueite infecciosa bovina/vulvovaginite pustular infecciosa bovina
(IBR/IPV), é causada pelo Herpesvirus Bovino Tipo 1 (BoHV-1), membro da
familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus
(ROIZMAN e PELLETT, 2007).

A IBR é caracterizada como uma intensa reacao inflamatoéria do trato
respiratorio, acompanhada de dispneia, descarga nasal e depressdo. O BoHV-

1 possui subtipos 1.1 e 1.2, sendo o subtipo 1.1 o principal causador da IBR e o
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1.2, principal causador da vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) e da
balanopostite pustular infecciosa (IPB) (ROIZMAN et al., 1992).

As manifestagbes clinicas causadas pelo BoHV-1 sdo brandas a
severas, associadas com quadros respiratorios - rinotraqueite infecciosa bovina
(IBR) ou genitais - vulvovaginite/balanopostite pustular infecciosa (IPV/IBP).
Além disso, pode causar conjuntivite e outros disturbios reprodutivos como
morte embrionéria e abortamentos (SILVA, 2011).

Levings e Roth (2013) escreveram uma revisao de literatura sobre a
imunidade ao herpesvirus bovino tipo- 1, e a consideraram como robusta,
intensa e duradoura. Os mecanismos de resposta imune a virus descritos para
o BVDV sédo semelhantes aos encontrados para o BoHV- 1, envolvendo a
atuacao de linfocitos T citotoxicos (CD8*) e a formacdo de ACs neutralizantes
para eliminar a infeccdo e prevenir a re-infeccdo. Além disso, animais
previamente infectados podem proteger seus conceptos via colostro.

O BoHV-1 também possui estratégias para promover imunossupressao
no hospedeiro, tais como diminuicdo da expressdo do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) e apresentacdo de antigenos; promove morte das
células T citotdxicas. Estes mecanismos também favorecem a instalacdo de
outros agentes, desenvolvimento de doencas secundarias e contribui no

“Complexo Doenca Respiratdria Bovina”.

2.3- DEFICIENCIAS NA RESPOSTA IMUNE VERSUS SUSCEPTIBILIDADE
DO BOVINO JOVEM

O crescimento do feto bovino ocorre em ambiente uterino estéril e
impermeavel a macromoléculas, que implica em imaturidade imunolégica e
hipogamaglobulinemia ao nascimento. Neste periodo, o feto conta com a
resposta imune inata que é independente da exposi¢cdo antigénica (CHASE;
HURLEY; REBER, 2008).

As alteracbes hormonais no final da gestacdo como o aumento de
cortisol materno e fetal possuem impacto na resposta imune inata de bezerros

recém-nascidos, que implicam na diminuicdo da fagocitose e atividade
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bactericida de neutrofilos e macrofagos. Além disso, neonatos apresentam
baixos niveis e reducdo da atividade dos fatores do sistema complemento;
diminuicdo da atividade funcional das células Natural Killer; e menor proporcéo
de células dendriticas (BARRINGTON; PARRISH, 2001; CHASE; HURLEY;
REBER, 2008).

Os altos teores de progesterona, prostaglandina E2, citocinas IL-4 e IL-
10 produzidas pela placenta bovina promovem resposta imune (RI) no neonato
pré-termo predominantemente do tipo Th2, envolvidas com a ativacdo das
linhagens de células B e producdo de ACs, porém, sua producéo de interferon-
gama e a RI mediada por células (Thl) apresenta-se suprimida. Além disso, o
aumento do estrogeno e do cortisol ao final da gestacdo causa neutrofilia e
linfopenia compativeis com o leucograma de estresse (MOREIN, ABUSUGRA,
BLOMQVIST, 2002; BENESI et al., 2012).

Ao nascimento, o bezerro recém-nascido virgem é transferido de um
ambiente uterino estéril e para um exposto aos micro-organismos. Neste
momento, sua inabilidade para iniciar resposta imune pode ser atribuida a
imaturidade dos mecanismos de protecdo e 0o maior tempo necessario para
montar resposta imune humoral e mediada por células (BARRINGTON;
PARRISH, 2001). Nesta fase, sua resposta imune é priméria e caracterizada
por producdo de baixas concentracfes de imunoglobulinas (Igs) (CORTESE,
2009).

A diminuicdo dos mecanismos da imunidade adquirida do bezerro
recém-nascido é caracterizada pela baixa resposta funcional de linfécitos;
possui Rl predominantemente Th2, ndo possuem memoéria imunoldgica, as
moléculas MHC de classe Il encontram-se diminuidas assim como a
apresentacdo de antigenos; e sdo hipogamaglobulinémicos ao nascimento
(CHASE; HURLEY; REBER, 2008).

Do nascimento até a puberdade, poucos foram os estudos que
avaliaram o amadurecimento do sistema imune celular de bezerros sadios.
Kampen et al.,, (2006) usando a citometria de fluxo determinaram as
subpopulacdes de linfécitos do sangue de bezerros, do nascimento até os seis
meses de idade. Observaram que a populacdo de linfocitos T (CD3*)
representa 28% a 34% da populacdo total de linfocitos, além de

aproximadamente 10% destes sao citotoxicos (CD8*) e 20% sao auxiliares
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(CD4"), adicionalmente, ndo observaram oscilacfes entre a quantidade dessas
células no periodo estudado. As células TCRy&* correspondem a 25% do total
de linfocitos durante a primeira semana de vida e diminui para 16% entre 19° a
21° semana pos-nascimento.

O namero de linfocitos B também esta reduzido em bezerros neonatos e
representa apenas 4% do total de linfécitos circulantes na primeira semana de
vida, bem menor que a proporgédo de 20 a 30% encontrada em animal adulto.
Esse fato resulta ha demorada produc¢éo de anticorpos endégenos, mesmo que
0s bezerros tenham resposta predominante Th2. Com o avancar da idade,

observa-se aumento da populacéo de células B (KAMPEN et al., 2006).

2.4 TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA

O colostro bovino é composto de fatores nutricionais e elementos
imunoprotetores solUveis e celulares, tais como imunoglobulinas (lgs), células e
citocinas capazes de conferir imunidade contra uma variedade de micro-
organismos patogénicos (GOMES, 2008).

A concentracdo de IgG, IgA e IgM no colostro de vacas da raca
Holandesa de primeira ordenha € de 10.078; 413,8 e 625 mg/dL,
respectivamente (GOMES, 2008). A IgG1 representa aproximadamente 90%
da IgG, desta forma acredita-se que essa € a principal imunoglobulina
envolvida com a transferéncia de imunidade ao recém-nascido (ELFSTRAND
et al., 2002).

Os leucdcitos sédo as células predominantes na secrecdo mamaria
(BOUTINAUD; JAMMES, 2002) e no colostro bovino, 69,5% das células
presentes correspondem aos mondcitos e células epiteliais, 16,4% aos
linfécitos, 13,3% aos neutroéfilos e 0,27% aos eosindfilos (GOMES et al., 2011).
A subpopulacgéo linfocitaria € composta por 66,9% de linfocitos T (CD3*) e 24%
de linfocitos B (CD21*). Dentro da populagdo de LT, 24,6% s&o auxiliares
(TCD4*) e 26,0% citotoxicos (TCD8*) (BARRINGTON; PARISH, 2001;
OHTSUKA et al., 2010).
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Estudos recentes tém demonstrado a presenca de citocinas no colostro
bovino, tais como a interleucina 1B (IL-1pB), IL-6, fator de necrose tumoral alpha
(TNF-a) e interferon-gama (IFN-y) (YAMANAKA et al, 2001; 2003;
MADUREIRA, 2012).

A absorcéo dos leucocitos do colostro bovino pela mucosa intestinal de
bezerros recém-nascidos foi comprovada pelo trabalho de Liebler-Tendrio;
Riedel-Caspari; e Pohlenz (2002). Atualmente o professor Dr. David John
Hurley da The University of Georgia tem orientado trabalhos nesta linha de
pesquisa (REBER et al,2006; 2008 a, b; DONOVAN et al., 2007). No entanto,
0S mecanismos envolvendo a presenca destas células na resposta imune apos
imunidade passiva ainda sédo bem pouco compreendidos.

Segundo a literatura classica 0 manejo de colostragem deve ser
realizado pelo fornecimento do volume equivalente a 10% do peso vivo dos
bezerros nas primeiras doze horas de vida. Quando 0s neonatos nao
conseguem absorver quantidades suficientes dos componentes colostrais,
apresentam condicdo imune denominada falha na transferéncia de imunidade
passiva (FTIP).

A FTIP pode ser provocada por diversos fatores, relacionados
principalmente a qualidade imunoldgica, ingestdo e absor¢cdo inadequada do
colostro fornecido, tornando o neonato susceptivel a varias enfermidades
bacterianas e virais (RADOSTITS et al., 2007). Feitosa et al. (2010)
observaram taxas de FTIP em bezerros holandeses correspondentes a 30%.

Pesquisas avaliando a transferéncia de imunidade passiva ao BVDV e
BoHV-1 foram desenvolvidas por varios pesquisadores (RIDPATH, BOLIN,
1995; MENANTEAU-HORTA AMES, JOHNSON 1985; MECHOR et al., 1987;
HUBNER et al., 1996; MOREIRA et al., 2001; GATTI et al., 2010; DONOVAN
2007), poréem nenhum dos trabalhos encontrados avaliaram a resposta
mediada por células no sangue dos bezerros apds a colostragem.

Aspectos particulares da imunizacdo passiva de bezerros recém-
nascidos para o BVDV e BoHV- 1 serdo apresentados no capitulo 01 desta

dissertacéao.
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2.5 IMUNIZACAO ATIVA PARA O BVDV E BoHV-1

Classicamente as vacinas disponiveis no mercado podem ser
classificadas em atenuadas (virus vivo modificado) e inativadas (mortas).
Recentemente estdo sendo desenvolvidas vacinas “ndo-replicantes” por
questOes de bioseguranca, dentre elas podem ser citadas ageuelas contendo
proteinas recombinantes, peptidicas, de DNA (acido desoxiribonucleico) e
vetores replicativos ndo patogénicos. No entanto, a grande variagcdo genética
do BVDV pode ndo ser suficiente para prevenir infeccdo com genotipos e
cepas heterdlogas (LINDBERG, 2003).

Gendtipos de BVDV- 1 sao distintos geneticamente do BVDV- 2
sobretudo na regido da glicoproteina E2/gp53, principal proteina do virion
relacionada a inducdo de Acs neutralizantes e protecéo. Este fato alerta para a
necessidade da inser¢cdo do BVDV- 2, além do BVDV- 1, nas formulacdes das
vacinas para garantia da inducédo de resposta imune aos dois genotipos. Vogel
et al. (2002) demonstraram que a vacinacdo de animais com imundgenos
contendo apenas o BVDV- 1 induziu fraca resposta para formacdo de ACs
neutralizantes para o BVDV- 2.

No Brasil estdo registradas 13 vacinas comerciais para BoHV-1 e BVDV,
a maioria delas é polivalente e contém cepas apenas do BVDV- 1 (BRASIL,
2013). Outro ponto que merece destaque é a formulacdo destes imunégenos,
gue tem como base cepas virais americanas, europeias ou advindas de outros
paises da América Latina, antigenicamente diferentes das encontradas em
territorio brasileiro (VOGEL et al., 2002).

No Brasil somente é permitida a comercializagdo de vacinas inativadas
para o BVDV devido a sua seguranca bioldgica, pois vacinas vivas possuem
capacidade de promover infeccao fetal em vacas prenhes e doenca em animais
imunossuprimidos. No entanto, estes imundgenos possuem CcOmo
desvantagem uma resposta imune fraca e de curta duragdo. Vacinas vivas,
como algumas comercializadas no Brasil para o BoHV-1, sdo capazes de
produzir resposta imune satisfatoria e duradoura, que implica em menor

periodicidade de vacinagdo. No entanto, possuem algumas desvantagens por
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proporcionarem falha na estocagem ou acondicionamento equivocado, ou
mesmo reversao de viruléncia (KELLING, 2004).

Algumas pesquisas avaliando a eficacia das vacinas comerciais para o
BVDV e BoHV-1 em animais adultos foram desenvolvidas por pesquisadores
do sul do Brasil (VOGEL et al., 2002; LIMA et al., 2004; SILVA, 2006), no
entanto, particularidades relacionadas aos bezerros no periodo de transicdo
foram pobremente explorados.

Pesquisas internacionais tém apontado para a realizacdo precoce de
vacinacdo em bezerros, porém ainda existem poucos estudos relacionados ao
tema (CHASE; HURLEY; REBER, 2008). O conhecimento da duragao dos ACs
maternos na circulagcdo dos bezerros parece ser um ponto fundamental para
determinacao do periodo ideal para a vacinacdo dos bovinos jovens, pois sabe-
se que ACs maternos blogueiam a imunidade induzida pela vacinacdo mas néo
a resposta imune celular. Alguns trabalhos foram desenvolvidos estudando
essa questdo usando vacina viva modificada: Lemaire et al. (2000); Ellis et al.
(2001); Fulton et al. (2004); Ridpath et al. (2003), Endsley et al. (2004); Platt et
al. (2008) e Platt et al. (2009).

Aspectos particulares da imunizagéo de bezerros jovens para o BVDV e
BoHV- 1 serdo apresentados no capitulo 2 desta dissertacao.
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CAPITULO 1 INFLUENCIA DA VACINACAO MATERNA NA
TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA CONTRA O VIRUS DA
DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV) E HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1
(BoHV-1)

3 INTRODUCAO

Bezerros podem se infectar e desenvolver quadros compativeis com a
diarreia viral bovina (BVD) (PLATT et al., 2009) e rinotragueite infecciosa
bovina (IBR) (MOELLER JR et al., 2013), devido ao seu status e imaturidade
imunolégica ao nascimento. Além disso, bezerros recém-nascidos apresentam
resposta imune predominantemente humoral (Th2) e supressédo da resposta
mediada por células, sendo esta ultima importante na defesa do organismo
para agentes virais (BARRINGTON; PARRISH, 2001; MOREIN et al., 2002;
CHASE; HURLEY; REBER, 2008a, b; CORTESE, 2009).

O despreparo do recém-nascido diante das infecc¢des virais aponta para
a necessidade de assisténcia imunoldégica imediatamente apds o nascimento
por meio da administracdo de colostro materno. A importancia dos Acs
maternos adquiridos pela mamada de colostro na protecdo de bezerros € um
consenso (FAGLIARI et al.,, 1996; FEITOSA et al., 2010). Porém, pesquisas
atuais tém demonstrado que outros fatores imunes do colostro, como células e
citocinas também sado transferidos como parte da imunidade passiva
(LIEBLER-TENORIO; RIEDEL-CASPARI; POHLENZ, 2002; REBER et al.,
2006, 2008a, b).

Apesar do grande numero de pesquisas brasileiras sobre a transferéncia
de imunidade passiva aos bezerros recém-nascidos, pouco se conhece sobre
0os aspectos de imunidade passiva especificos para o BVDV e BoHV- 1
considerando o manejo de colostragem, qualidade do colostro e desafios
antigénicos do sistema de criagdo de bezerros no Brasil.

Ridpath e Bolin (1995) avaliaram trés grupos de bezerros, que
receberam colostro, substituto do colostro e substituto lacteo, até oito horas (h)
pos-nascimento, respectivamente, para obtencdo de animais com altos, baixos

e auséncia de titulos de anticorpos neutralizantes para o BVDV. Os bezerros
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foram desafiados com o virus NCP - estirpe 890 no periodo compreendido
entre 7 a 50 dias de vida. Os bezerros alimentados com substituto do
leite/colostro apresentaram auséncia ou baixos titulos de anticorpos
neutralizantes para o BVDV e manifestaram doenca aguda e gave, com
hipertermia, leucopenia, trombocitopenia e diarreia. Os bezerros alimentados
com colostro apresentaram quadro clinico brando ou ndo manifestaram a
doenca.

Menanteau-Horta; Ames e Johnson(1985) relataram que a persisténcia
de Acs maternos para o BVDV é de 180 dias e sua meia vida é de
aproximadamente 21 dias. Para o BoHV- 1 pesquisas relataram sua
permanéncia na circulacdo de bezerros até os seis a sete meses de vida. No
entanto, sabe-se que a duracdo destes ACs depende da qualidade imunologica
do colostro fornecido (HUBNER et al., 1996).

Mechor et al. (1987) verificaram se o consumo de colostro com altas
taxas de Acs maternos poderiam proteger bezerros de infec¢cdes agudas
provocadas pelo BoHV-1. Bezerros alimentados com colostro oriundos de
maes vacinadas (titulos colostro = 256-512) e ndo vacinadas (titulos colostro =
8) apresentaram titulos de Acs neutralizantes correspondentes a 64-256 e 2-4,
respectivamente. Esses animais foram desafiados com 48h de vida para o
BoHV-1 e todos os bezerros (n=5) de maes ndo vacinadas morreram ou foram
eutanasiados. No grupo soronegativo, 0s bezerros demonstraram rumenite
necrosante aguda, faringite, glossite, esofagite, laringite e traqueite. Os animais
soropositivos tiveram apenas pequenas areas de rinite necrotizante subaguda
fibrinopurulenta.

Hubner et al. (1996) avaliaram 11 bezerras positivas para a presenca de
Acs para o BoHV-1 em propriedade com baixa prevaléncia da doenca e
verificaram baixos titulos de Acs séricos nestas bezerras apos a mamada de
colostro de 2 a 16, além de diminuicdo dos teores de ACs até os seis meses de
idade. Os bezerros comecgaram a apresentar resultados negativos na
soroneutralizacdo (SN) a partir dos 28 dias de vida, no entanto, alguns animais
mantiveram titulos circulantes até seis meses de idade.

Moreira et al. (2001) demonstraram que bezerros nascidos de mées
soropositivas e ndo vacinadas para o BoHV-1 apresentaram titulos séricos de

Acs até os trés meses de idade; e filhos de vacas soropositivas e imunizadas
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apresentaram maiores titulos de Acs. Os autores referiram que o0 virus estava
circulante durante o periodo estudado porque animais ndo reagentes
apresentaram soroconversdo durante o periodo experimental. Desta forma, a
persisténcia dos titulos de ACs maternos ndo pdde ser interpretada com
confiabilidade mediante exposicéao natural ao antigeno.

Gatti et al. (2010) verificaram que bezerras nascidas de maes
soronegativas e ndo imunizadas ndo apresentaram titulos de Acs circulantes
especificos para o BoHV-1 apos a ingestdo de colostro. Além disso, as filhas
de maes soronegativas e vacinadas apresentaram baixos titulos de Acs
especificos apds a colostragem até os trinta dias de idade; filhas de vacas
soropositivas vacinadas ou ndo imunizadas apresentaram maiores titulos de
ACs neutralizantes que o0s grupos citados anteriormente. Além disso,
observaram a persisténcia de ACs neutralizantes séricos até 120-150 dias de
vida nos filhos de maes soropositivas vacinadas ou néo.

Donovan et al. (2007) avaliaram os efeitos dos leucdcitos colostrais na
resposta imunologica de bezerros neonatos para o virus da diarreia viral bovina
(BVDV) e Mycobacterium spp até 28 dias de vida pos-nascimento. As maes
dos neonatos foram vacinadas apenas para o BVDV. Os referidos autores
observaram que a ingestdo de colostro com células viaveis favoreceu a
resposta proliferativa das células mononucleares do sangue dos bezerros
neonatos ao BVDV citopatico e nao citopatico. O mesmo fenémeno nao foi
observado para o Mycobacterium spp, portanto, acredita-se que a transferéncia
da resposta imune celular ao neonato depende do contato prévio da mée com
o antigeno. Com excecédo deste referido trabalho ndo foram encontrados outros
estudos que avaliaram a imunidade celular de bezerros apds a sua imunizacao
passiva.

No levantamento bibliografico realizado foram encontradas algumas
limitagcBes nos estudos realizados no Brasil: as pesquisas brasileiras avaliaram
apenas a imunidade humoral dos bezerros especialmente pela titulagédo de ACs
neutralizantes especificos para o BoHV- 1; nenhum destes trabalhos
apresentaram resultados a respeito da imunidade celular; pesquisas
especificas sobre imunidade passiva ao BVDV foram escassas.

Altas taxas de falha na transferéncia de imunidade passiva, ao redor de

35% (FEITOSA et al., 2010) e a persisténcia dos componentes imunolégicos do
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colostro materno na circulagdo sanguinea dos bezerros sdo dependentes da
sua qualidade. Desta forma, a hipbtese desta pesquisa € que a vacinacao
materna no periodo pré-parto pode ser uma estratégia para amplificar a
resposta imune celular, além da resposta imune humoral, no sangue de
bezerros recém-nascidos aumentando sua protecdo para infec¢cdes provocadas
por agentes virais.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da vacinacao
materna no periodo pré-parto sobre a resposta imune humoral e celular de

bezerros do nascimento aos seis meses de idade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DA FAZENDA EXPERIMENTAL

A etapa experimental desta pesquisa foi realizada na Agéncia Paulista
de Tecnologia dos Agronegaocios (APTA) — Gado de Leite, localizada na cidade
de Nova Odessa. Esta propriedade nao utilizava qualquer esquema de
vacinagdo para BVDV e BoHV-1 e possuia histérico de baixa prevaléncia para
0 BVDV ao redor de 13% para o virus da diarreia viral bovina.

4.2 SELECAO DAS FEMEAS GESTANTES

As vacas gestantes foram inicialmente selecionadas pela previsdo do
parto, considerando a data da inseminagdo artificial e em relagcdo a sua
proximidade com o periodo experimental desta pesquisa. Foram colhidas
amostras de sangue provenientes de 36 vacas pela venopuncao da jugular,
utilizando-se sistema a vacuo em tubos sem anticoagulante para a obtencao do
soro e realizagao da prova de soroneutralizacdo (SN) para BVDV e BoHV-1.
Estas amostras foram congeladas a -70°C e encaminhadas para
processamento no “Laboratorio de Viroses de Bovideos” do Instituto Bioldgico,
segundo procedimentos descritos pela Organizacao Internacional de Epizootias
(OIE, 2008).

Foram selecionadas dez vacas gestantes soronegativas para BVDV e
BoHV-1, que foram distribuidas em dois grupos experimentais, vacas nao

vacinadas (Grupo 1) e vacinadas (Grupo 2) no periodo pré-parto (Quadro 01).
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Quadro 01 — Vacas gestantes, identificacdo das maes e
seus respectivos conceptos de acordo
com 0s grupos experimentais

crupos Vacas (?:Ziiﬁrgi)

Experimentais
1333 1548
1437 1552

Grupo 1 (G1) 1406 1560
1288 1563
1265 1566
4453 1567

Grupo 2 (G2) 4436 1968
1241 1569
1459 759
1485 763

Fonte: Baccili, C. C. (2013)

4.3 IMUNIZACAO DAS VACAS (G2)

As vacas selecionadas inicialmente para composi¢cdo do Grupo 2 foram
imunizadas no periodo pré-parto com a vacina comercial contendo as estirpes
do BVDV tipo 01 (5960) de um isolado em lowa (EUA), BVDV tipo 2 (53637)
inativadas de um isolado de Ontario (EUA) e BoHV-1 (RLB103). A vacinacdo
das maes foi realizada aos 42 e 21 dias do momento do parto previsto pela
aplicacao subcutanea de 5mL da vacina comercial.

4.4 ACOMPANHAMENTO DAS VACAS

As vacas gestantes foram mantidas em piguete maternidade dos 30 dias
que antecederam o parto até o momento da paricdo e identificadas com o uso
de colar para diferencia-las do restante do rebanho. Para detecc¢éo do trabalho
de parto, as fémeas eram avaliadas no periodo diurno e noturno a cada duas
horas, para controlar a ingestao de colostro e colheita de amostras sanguineas

dos bezerros antes da primeira mamada. Os partos foram assistidos e 0s
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recém-nascidos separados de suas mées imediatamente apds o nascimento
(Figura 01).

Figura 01 — (a/b) Piquete maternidade onde as vacas gestantes permaneceram no pré-parto;
(c) Identificagdo das vacas gestantes; (d/e) bezerro recém-nascido oriundo de
parto noturno ocorrido no piquete maternidade - Sdo Paulo - 2013

(©)
Fonte: Baccili, C. C. (2013)

4.5 IMUNIZACAO PASSIVA E MANUTENCAO DOS BEZERROS

Apés a paricdo, as vacas foram encaminhadas para a sala de ordenha
para obtencdo do colostro (Figura 02). Foram administrados seis litros de “pool”
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de colostro de 12 ordenha proveniente de suas respectivas maes por meio de
mamadeira e, quando necessario, sondagem oro-géstrica, quantidade dividida
em duas alimentacdes diarias de trés litros cada, administradas até 12 horas
pos-nascimento (p.n.) (Figura 03). A seguir, os bezerros foram alimentados
com seis litros 6L de sucedaneo lacteo?, racdo comercial®, feno, sal mineral e
agua “ad libitum” até o desmame de forma a acelerar o desenvolvimento dos
pré-estbmagos. Aos 60 dias de vida iniciou-se o desmame gradual.
Posteriormente, a quantidade de racdo comercial dos bezerros foi
gradualmente aumentada para trés quilos 3kg.

Os animais foram mantidos em baias até os 15 dias de vida e
posteriormente foram transferidos da APTA para a Clinica de Bovinos e
Pequenos Ruminantes (CBPR) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Séao Paulo (USP) para evitar exposicao
natural ao BVDV e BoHV-1 (Figura 04).

Figura 02 — a/b — Ordenha das vacas no pés-parto imediato para obtengdo de colostro - Sao
_Paulo - 2013

(a)
Fonte: Baccili, C. C. (2013).

1 Lacthor®, Tortuga
2 Racdo para bezerros®, Agromix
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Figura 03 — a/b — Fornecimento de colostro aos bezerros recém-nascidos com uso de
mamadeira e sondagem oro-gastrica - Sdo Paulo - 2013

(a)
Fonte: Baccili, C. C. (2013)

Figura 04 — (a) Vista externa; (b) Vista interna das baias onde os bezerros ficaram
alojados dos 15 dias p.n aos seis meses de idade - S&o Paulo - 2013

(b)

(@)

Fonte: Baccili, C. C. (2013).
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4.6 CONSTITUICAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os bezerros foram distribuidos em dois grupos experimentais, conforme
imunizacdo materna ao virus da BVDV e BoHV-1 no periodo pré-parto
(Quadros 02 e 03).

Quadro 02 — Constituicdo dos grupos experimentais

Grupos experimentais (G) G1 G2
Recebimento colostro X X
Vacinacdo materna X

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Quadro 03 — Distribuicdo das vacas e bezerros de acordo com dos grupos experimentais G1
e G2

Identificagcdo Animais
ExpGe:iun?gr?tais Bezerros Bezerros pata Parigao
Vacas -
(Experimento) (Fazenda)
1333 1 1548 16/06/2012
Grupo 1 1437 2 1552 18/06/2012
1406 3 1560 24/06/2012
1288 4 1563 27/06/2012
1265 5 1566 12/07/2012
4453 6 1567 12/07/2012
Grupo 2 4456 7 1568 19/07/2012
1241 8 1569 22/07/2012
1459 9 759 26/09/2012
1485 10 763 08/10/2012

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

4.7 COLHEITA DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue dos bezerros (n=10) foram obtidas antes do
fornecimento de colostro (T0), a cada dois dias apds o fornecimento do colostro
(T1 a T5), aos quinze (T6) e trinta (T7) dias de vida, seguidas de colheitas
mensais até os 180 dias pos-nascimento (T12), conforme ilustrado no Quadro
04. As amostras foram colhidas em tubos com EDTA e sem anticoagulante. Os

tubos com EDTA foram utilizados para realizacdo dos leucogramas e
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imunofenotipagem dos linfécitos sanguineos; os tubos sem anticoagulante
foram usados para obter soro para a titulagdo de anticorpos especificos para o
BVDV e BoHV-1.

Quadro 04 - Momentos padronizados para colheitas
das amostras de sangue e soro no
periodo pos-natal de bezerros neonatos

Momentos das colheitas
Antes da ingestao
Tempo Zero (TO) do colostro

T1 1-2 dias
T2 3-4 dias
T3 5-6 dias
T4 7-8 dias
T5 9-10 dias
T6 15 dias
T7 30 dias
T8 60 dias
T9 90 dias
T10 120 dias
T11 150 dias
T12 180 dias

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

4.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS

4.8.1 Leucograma dos bezerros
O numero total de leucécitos sanguineos foi obtido por meio da
contagem automatica® e a contagem diferencial realizada por meio da

avaliacdo dos esfregacos sanguineos e diferenciacdo do padrdo leucocitario ao
microscopio 6ptico com aumento de 400 X. (BIRGEL; BENESI, 1982).

4.8.2 Imunofenotipagem das subpopulagdes de linfocitos

As subpopulagbes dos leucdcitos sanguineos foram determinadas

3 ABC Vet® - ABX™
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utilizando-se anticorpos monoclonais especificos para receptores de superficie
celular, associados com marcadores de diferenciacdo e ativacdo, pela técnica
de citometria de fluxo, conforme painel de anticorpos selecionados (Quadro 5).

Foram transferidos 100uL de sangue total obtido em tubos com EDTA,
para tubos de citometria de fluxo. A lise dos eritrécitos foi realizada pela adi¢ao
de 900pL de solugédo comercial, que permaneceram em temperatura ambiente
por 15 minutos. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 282 G por 8 minutos;
o sobrenadante foi desprezado e os leucocitos sanguineos ressuspendidos em
1 mL de PBS, a mistura foi novamente centrifugada para lavagem das células.
Por fim, acrescentou-se 1 mL de PBS ao “pellet” de leucécitos.

Para a marcacdo das células foi adicionado 1pg dos anticorpos
monoclonais primarios nas suspensodes celulares, mantidas sobre gelo triturado
por 30 minutos, e novamente lavadas em solugcédo de PBS. Em seguida, foram
adicionados anticorpos monoclonais secundarios, utilizando-se fluorocromos?®,
1lpg de FITC (Fluorescente Isothiocyanate) e PE (Phycoerythrin) e 10 ug de
PERCP (Peridinin-Chlorophyll Proteins), conforme ilustrado no Quadro 06.
Ap6s 30 minutos sobre gelo, em ambiente escuro, as amostras foram
novamente submetidas a lavagem e ressuspendidas com solucdo de PBS
(ImL) e reservadas para avaliacdo das fluorescéncias emitidas nos
comprimentos de onda 488-525 (FITC), 488-575 (PE) e 488-675 (PERCP) em
citdbmetro de fluxo®. Os ensaios realizados estéo discriminados no Quadro 07.

Foram adquiridos cinqienta mil eventos utilizando-se o programa
CellQuest Pro® e que foram avaliados quanto a sua fluorescéncia emitida
pelos anticorpos secundarios utilizando-se o programa FlowJo®, verséo 7.2.5.
Nesta etapa, foi possivel selecionar a populacdo de células mononucleares
pelo seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) (Figura 5). Inicialmente
verificou-se a expressdo do marcador CD3* dentre a populacdo selecionada
para a seguir identificar suas subpopulacoes CD8*, CD4* e gama-delta (WC1*).

A expressao do marcador CD21* (linfocitos B) também foi verificada dentre os

4 Facslysing, Becton Dickinson Immunocytometry System®

5 Invitrogen® e Becton Dickinson Immunocytometry System®

6 FACSCalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson Immunocytometry System®, San Diego, CA)
7 Becton Dickinson Immunocytometry System®
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linfécitos previamente selecionados. Os resultados obtidos foram expressos em

porcentagem (%) de células marcadas.

Quadro 05 — Anticorpos monoclonais primarios usados nas marcagbes e determinacdes nas
subpopulagées de linfécitos T (a8 TCR e yd TCR) e populacdo de linfécitos B

Anticorpo Isétipo Especificidade Clone Fonte
Mouse anti-bovine CD3 1gG1 Linfocito T aBTCR. MM1A VMRD,
Pullman,EUA
Mouse anti-bovine CD4 IgG2a Linfocito T aBTCR. IL-A11 VMRD,
Pullman,EUA
Mouse anti-bovine CD8 IgM Linfocito T aBTCR. BAQ111A VMRD,
Pullman,EUA
Mouse anti-bovine WC1- | IgM Linfécito Tyd TCR B7Al VMRD,
N1 Pullman,EUA
Mouse anti-bovine B- | IgM Linfocito B BAQ15A VMRD,
lymphocytes Pullman,EUA

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Quadro 06- Anticorpos secundarios usados nas analises de citometria de fluxo

Anticorpo Secundario Isotipo | Referéncia Fonte

Goat anti-mouse IgM M31501 Invitrogen®, EUA

Goat anti-mouse 19G2a M32204 Invitrogen®, EUA

Rat anti-mouse 1gG1 Cat. 340272 Becton Dickinson Immunocytometry
System®, San Diego, CA

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Quadro 07 — Ensaios realizados para a determinacdo das subpopulacbes e da ativacdo dos linfécitos

sanguineos
Branco Somente Células
Compensacdes FITC Célylas + WCI1-FITC
Fluorescéncias PE Celulas + CD4-PE
PERCP Células +CD3-PERCP
Células
. T CD3-PERCP
Ensaio A: Linfocitos Taf CDA-PE
CD8-FITC
Ensaios Células
Ensaio B: Linfocitos Tyd CD3-PERCP
WCI1-FITC
. e Células
Ensaio C: Linfécitos B CD21 + EITC

Fonte: Baccili, C. C. (2013).




Figura

49

05- (a) Distribuicdo das populacdes de leucécitos sanguineos de acordo com sua
granulosidade (SSC) e tamanho (FSC) e selecdo da populacdo de leucdcitos
mononucleares; (b) Populacdo de linfécitos T sanguineos identificados pela selecéo
marcador CD3* (FL3); (c) Subpopulacdes de linfécitos T sanguineos citotoxicos CD8*
(FL1) e auxiliares CD4* (FL2); (d) Histograma da populacéo de linfécitos T gama-delta
expressando o marcador WC1* (FL-1); (e) Histograma da populacdo de linfécitos B

expressando o marcador CD21* (FL-1) - S&o Paulo - 2013
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4.8.3 Titulac&o de anticorpos especificos para o BVDV e BoHV-1

a) Obtencéo do soro

O soro sanguineo dos bezerros foi obtido a partir de sangue colhido em
tubos sem anticoagulante, centrifugados a 1.223 G por 10 minutos. Apos a

retracdo do coagulo, o soro foi retirado e acondicionado em microtubos.

b) Soroneutralizacdo (SN)

A técnica de SN foi realizada de acordo com as recomendacdes da
Organizacéao Internacional de Epizootias (2008) no Laboratorio de Viroses de
Bovinos — Instituto Bioldgico. O sangue dos bezerros colhidos em tubos sem
anticoagulante foi usado para a obtencdo do soro sanguineo usado no teste de
soroneutralizacdo (SN) e a detecgéo de anticorpos neutralizantes para o BVDV
foi feita apds prévia inativacdo das amostras a 56°C por 30 minutos. Foram
usadas placas de poliestireno com 96 cavidades, utilizando uma diluicdo
constante do soro, na base logaritmica 2, a partir da diluicdo 1:5 até 1:5120,
tendo como diluente o meio de cultivo celular MEM. Feita a diluicdo das
amostras, foi adicionado a placa 50 pL da solugdo “estoque” contendo 100
TCIDso da cepa citopatogénica NADL do BVDV. Em seguida, as placas foram
incubadas por uma hora em estufa a 37°C com 5% de CO2. Apés este periodo,
as placas receberam 50uL de suspenséao de células MDBK na concentracdo de
3 x 10° células/mL, em cada cavidade. Novamente a placa foi incubada em
estufa a 37°C com 5% de CO2 durante 4 a 5 dias.

Para deteccdo de anticorpos neutralizantes para o BoHV, a diluicao
também foi feita na base logaritmica 2, mas a partir da diluicdo 1:2 até 1:1024,
utilizando-se meio MEM com 1% de antibiéticos. Adicionou-se a quantidade de
50uL de 200 TCID50 da cepa Hbv-1 do BoHV-1 nas placas, que foram
incubadas por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Transcorrido o
periodo, as placas receberam em cada cavidade 100 yL de suspensao de

MDBK na concentracdo de 0,3 x 10° células/mL.
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A infectividade foi indicada pelo “Efeito Citopatico” (ECP) visivel na
monocamada celular em placas, em microscépio invertido. O titulo de
anticorpos foi expresso como a maior diluigho do soro que inibiu
completamente a infectividade e consequentemente o ECP em ambas as
cavidades de cada diluicdo. A poténcia do virus foi observada na retrotitulacado

através do calculo do titulo, de acordo com Reed e Muench (1938).

5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico
SPSS 20.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.).

Os grupos de bezerros foram distribuidos em dois grupos compostos por
bezerros que receberam colostro de maes nédo-imunizadas (Grupo 1) e
imunizadas (Grupo 2) no periodo pré-parto para o BVDV e BoHV-1. Para
avaliar a influéncia dos componentes maternos na imunidade dos bezerros, foi
realizada a comparacdo dos resultados obtidos antes (TO) e apéds (T1) a
mamada de colostro; entre os momentos T1 (altos teores de Acs circulantes) e
T8 (baixos teores de Acs circulantes); e entre T8 e T12 (auséncia de Acs
maternos). Sendo estes, portanto, os tempos considerados biologicamente
importantes para esta analise.

Primeiramente, todas as variaveis em todos os tempos foram testadas
guanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Com este teste,
constatou-se que houve variaveis com distribuicdo normal e outras ndo, entéo
optou-se por testes ndo paramétricos em todas as analises. Além disso, 0
baixo nimero de animais em cada grupo favoreceu o poder estatistico dos
testes ndo paramétricos em todas as analises.

Os resultados dos titulos do BVDV foram transformados em variaveis
qualitativas pela presenca e auséncia de titulos de Acs neutralizantes, uma vez
gue houve varias amostras negativas submetidas a SN. Desta forma, os testes
com titulos de anticorpos neutralizantes abaixo e acima de 10 para o BVDV

foram considerados negativos e positivos, respectivamente. Para comparar os
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grupos, foi realizado o teste de qui-quadrado em cada um dos tempos
estudados.

Para o BoHV-1, obtiveram-se titulos positivos no grupo de bezerros que
ingeriram colostro de maes vacinadas (G2), optando-se pela analise qualitativa
e quantitativa dos resultados. Os titulos de anticorpos especificos ao BoHV-1
obtidos na SN (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024) e em
seguida, foram calculadas as médias aritméticas dos grupos 01 e 02 em cada

momento estudado. Posteriormente, as médias dos logaritmos de base 2 foram

transformados em titulos médios geométricos (GMT) pela relacdo: GMT = 2a,
onde “@” é a média aritmética do log do titulo de anticorpos (THRUSFIELD,
2004). Uma vez transformados em logaritmos na base 2, a diferenca entre os
grupos foi testada com o teste U de Mann Withney.

Os valores relativos e absolutos dos tipos leucocitarios e das
subpopulacdes de linfécitos obtidos na imunofenotipagem entre 0s grupos
foram avaliados com o Teste U de Mann-Whitney e entre os tempos pelo teste
de Friedmann. A este Ultimo teste, quando apresentou, pelo menos um tempo
significativamente diferente, foram realizadas as comparacfes multiplas por
meio do teste de Wilcoxom.

Todos os testes foram considerados significativos quando P<0,05.
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6 RESULTADOS

A pesquisa em questdo foi delineada para avaliar a influéncia da
vacinagcdo materna no periodo pré-parto na resposta imune humoral e celular
de bezerros do nascimento aos seis meses de idade.

Durante o longo periodo deste estudo, alguns dos animais usados nesta
pesquisa apresentaram enfermidades classicas dos sistemas de criacdo de
bezerros (Quadro 08), inclusive o bezerro 05 do G2 foi excluido desta pesquisa
a partir do T6 pois apresentava onfaloarterite e foi encaminhado para cirurgia.

A apresentacdo dos resultados foi realizada considerando-se a resposta

imune humoral e celular apés a mamada de colostro.

Quadro 08 — Bezerros que apresentaram enfermidades nos momentos experimentais

GruposBez. | T1 | T2 | T4 | T5 T6 T11-T12
01 Higido Onfalite Higido
. Timpanismo L
02 Higido Gas0S0 Higido
Gl
03 O.nfall'ge O'nfallt'e Diarreia | Diarreia Onfalite Inflamacéo
Diarreia | Diarreia
05 | Onfalite | Onfalite Onfalite Onfalite Higido
06 Higido Diarreia Higido
_ Onfalite .
G2 07 Higido Diarreia Higido
08 Higido Diarreia Higido

Fonte: Baccili, C. C. (2013).
Legenda: Bez. Bezerros.

6.1 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

a) Proporcao da Populagéo de Linfécitos B (CD21%)

Os valores medianos relativos e absolutos da populacdo de linfécitos B
(CD21%) estao dispostos na tabela 01 e figura 06.

Apesar de nao ser objetivo desta pesquisa observou-se aumento
gradativo das células CD21* do nascimento aos seis meses de vida,
observando-se variacfes de 11 a 26% do TO ao T12 no G1 e 15 a 28% no G2.

No entanto, ndo foram verificadas grandes diferencas entre 0s grupos
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experimentais, com excecdo dos maiores valores medianos absolutos de
CD21* no G2 no momento TO (P=0,02).

N&o foram observadas diferengcas nos valores absolutos e relativos de
CD21* antes (T0) e apos (T1) da mamada de colostro; entre os tempos T1 (1 a
2 dias de vida) e T8 (60 dias de idade); T8 e T12 (180 dias de vida) (P>0,05)
nos grupos 01 e 02.

Tabela 01 — Medianas dos valores relativos (%) e absolutos
(x10%/uL) dos linfécitos B (CD21+) presentes no
sangue de bezerros que ingeriram colostro de mées
ndo-imunizadas (G1) e imunizadas (G2) no periodo
pré-parto para BVDV e BoHV-1, do nascimento (TO)
aos seis meses de vida (T12)

Tempos Ch21"
Grupo 1 Grupo 2

% Abs % Abs
TO 11 0,318 15 0,724
T1 8 0,26 13 0,56
T2 10 0,46 21 0,78
T3 9 0,21 11 0,51
T4 9 0,39 7 0,61
T5 7 0,24 13 1,25
T6 19 0,84 18 0,69
T7 26 1,52 23 1,37
T8 33 1,67 25 1,00
T9 25 1,07 24 1,13
T10 24 0,97 23 0,95
T11 21 1,01 24 0,96
T12 26 2,09 28 1,23

Fonte: Baccili, C. C. (2013)

Letras A e B mailsculas na mesma linha para cada parametro
indicam diferenca estatistica entre si.

Abs: absoluto; % porcentagem; T: tempo.

Figura 6 — Medianas dos valores relativos e absolutos dos linfécitos B (CD21*) no sangue de
bezerros que ingeriram colostro de mées n&do imunizadas (G1) e imunizadas no
periodo pré-parto para o BVDV e BoHV-1 - Sdo Paulo - 2013
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b) ACs especificos ao BVDV e BoHV-1

N&o foram observados ACs neutralizantes para o BVDV e BoHV-1 no

soro sanguineo dos bezerros em nenhum dos grupos antes da mamada do

colostro (TO). Ap6s a mamada de colostro (T1), os bezerros do grupo 01

permaneceram negativos até o T1l2 para o BVDV (Tabela 02) e BoHV-1
(Tabela 03).

Tabela 02 - Titulos médios de Acs neutralizantes para o BVDV no sangue de bezerros que

ingeriram colostro de maes nao-imunizadas (G1) e imunizadas (G2) no periodo
pré-parto

Tempos
Grupos | Bezerros
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti10 T11 TI12

1 0 0 0O O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0

Gl 2 0 0 0O O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0
3 0 0 0O O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0

4 0 0 0O O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0

5 0 0 0O O 0 0 O Excluido

6 0 0 0O O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0

G2 7 0 0 0O O 0 0 0 0O 0 O 0 0 0
8 0 0 0 10 O 10 O O O0 O 0 0

9 0O 160 80 80 160 80 80 80 40 20 10 0 10

10 0O 160 80 80 40 40 8 40 20 0O 10 0 0

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Figura 07- Titulos de Acs neutralizantes para o BVDV obtidos nos animais

soropositivos apés a mamada de colostro de maes imunizadas no

-

o

Titulos de Acs Neutralizantes (BVDV)

pré-parto (G2) - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Baccili, C. C. (2013).
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Tabela 03- Titulos médios de Acs neutralizantes para o BoHV-1 no sangue de bezerros que ingeriram
colostro de maes nao-imunizadas (G1) e imunizadas (G2) no periodo pré-parto

Tempos
Grupos | Bezerros
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0

Gl 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0

5 0 64 128 256 256 128 128 O Excluido

6 0 64 64 128 128 128 128 256 32 8 8 0 0

G2 7 0 32 16 16 16 32 64 8 4 4 0 0 0
8 0 512 128 512 128 256 128 256 32 16 4 0 0

9 0 64 32 32 16 16 16 16 4 2 0 0 0

10 0 512 1024 256 512 512 256 256 64 16 8 4 8

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Figura 08- Titulos de Acs neutralizantes para o BoHV- 1 obtidos nos animais
soropositivos ap6s a mamada de colostro de mées imunizadas no pré-
parto (G2) - Sdo Paulo - 2013
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No grupo de bezerros que ingeriram colostro de vacas vacinadas (G2)
observou-se soroconversdo 33% (2/6) para BVDV e 100% (6/6) para BoHV-1,
tabelas 02 e 03, e figuras 07 e 08. A frequéncia de animais soropositivos e
soronegativos aos agentes virais do TO ao T12 estao dispostos na tabela 04, e
0s agentes virais BVDV E BoHV-1 do G2, respectivamente nas figuras 09 e 10.

Foram observadas diferencas entre as frequéncias de animais
soropositivos e soronegativos entre os grupos de bezerros G1 e G2 para o
BoHV-1 obtidas pelo Teste do Qui-quadrado, nos momentos T1 até T10
(Tabela 04). Para o BVDV nao foram encontradas diferencas entre G1 e G2 em
todo o periodo estudado (P>0,05).
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Tabela 04- Frequéncias de animais soropositivos e soronegativos ao BVDV e BoHV-1, que ingeriram colostro de
maes nao-imunizadas (G1) e imunizadas (G2) no periodo pré-parto

BVDV BoHV-1
Tempos Res. Grupo 1 Grupo 2 o Grupo 1 Grupo 2 o
Significancia Significancia
N % N % N % N %
+) 0 0 0 0 0 0 0 0
T0 NA* NA*
) 4 100 6 100 4 100 6 100
(+) 0 0 2 33 0 0 6 100
T1 0,197 0,005
) 4 100 4 67 4 100 0 0
(+) 0 0 2 33 0 0 6 100
T2 0,197 0,005
) 4 100 4 67 4 100 0 0
(+) 0 0 2 33 0 0 6 100
T3 0,197 0,005
) 4 100 4 67 4 100 0 0
+) 0 0 2 33 0 0 6 100
T4 0,197 0,005
O] 4 100 4 67 4 100 0 0
+) 0 0 2 33 0 0 6 100
T5 0,197 0,005
O] 4 100 4 67 4 100 0 0
+) 0 0 2 33 0 0 6 100
T6 0,197 0,005
) 4 100 4 67 4 100 0 0
) 0 0 2 33 0 0 5 83
T7 0,197 0,048
) 4 100 4 67 4 100 1 17
+) 0 0 2 40 0 0 5 100
T8 0,240 0,007
) 4 100 3 60 4 100 0 0
+) 0 0 1 20 0 0 4 80
T9 0,435 0,036
) 4 100 4 80 4 100 1 20
+) 0 0 0 0 0 0 3 60
T10 NA* 0,054
) 4 100 5 100 4 100 2 40
+) 0 0 0 0 0 0 1 20
T11 NA* 0,306
) 4 100 5 100 4 100 4 80
+) 0 0 0 0 0 0 1 20
T12 NA* 0,306
) 4 100 5 100 4 100 4 80

Fonte: Baccili, C. C. (2013).
Legenda: *NA: resultados obtidos constantes entre os grupos no qual todos os animais foram
classificados como soronegativos,Res: Resultados, (+) Positivo,(-) Negativo.



Figura 09- Frequéncias de animais soropositivos e soronegativos ao BVDV,

gue ingeriram colostro de maes nao-imunizadas (G1l) e
imunizadas (G2) no periodo pré-parto - Sdo Paulo - 2013

f
£
v
=2
Q
c
QL
3
=2
[
st
L

A

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

N

BVDV

M Soronegativos

M Soropositivos

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Figura 10 - Frequéncias de animais soropositivos e soronegativos ao BoHV-1,

gue ingeriram colostro de mées ndo-imunizadas (G1) e imunizadas
(G2) no periodo pré-parto - Sdo Paulo - 2013

f
£
v
=2
Q
c
QL
3
=2
[
st
L

A

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

N

BoHV-1

M Soronegativos

M Soropositivos

Fonte: Baccili, C. C. (2013).
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Os titulos médios geométricos (GMT) obtidos para o BoHV-1 no G2

aumentaram de 0 para 113,8 do TO para o T1 (P= 0,01), em seguida variaram

e diminuiram nos tempos subsequentes até alcancar o valor minimo de 1,51 no
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T12. Foi possivel identificar diferenca entre os grupos 01 e 02 do T1 ao T10
(P=0,08) (tabela 05 e figura 11).

Na avaliagdo quantitativa para BoHV-1 nao se constou diferenga
significativa entre os tempos do grupo 1, porém no grupo 2 (P=0,02) houve
diferencas entre todos os tempos estudados TO e T1 (P=0,026), T1 e T8
(P=0,041) e T8 e T12 (P=0,041).

Tabela 05 - Titulos médios geométricos (GMTs) de Acs neutralizantes
para o BoHV-1 no sangue de bezerros que ingeriram
colostro de maes nao-imunizadas (G1) e imunizadas (G2)
no periodo pré-parto

Grupo 1 Grupo 2 o
Tempos Significancias

log2 GMT log2 GMT GMT
T1 0 6,83 113,77 0,01
T2 0 6,50 90,50 0,01
T3 0 6,83 113,77 0,01
T4 0 6,50 90,50 0,01
T5 0 6,67 101,82 0,01
T6 0 6,50 90,50 0,01
T7 0 517 36,00 0,02
T8 0 4,00 16,00 0,01
T9 0 2,80 6,96 0,01
T10 0 1,60 3,03 0,08
T11 0 0,40 1,31 0,37
T12 0 0,60 1,51 0,37

Fonte: Baccili, C. C. (2013).



61

Figura 11 - Titulos médios geométricos (GMT) — log2 de Acs neutralizantes
para o BoHV-1 no sangue de bezerros que ingeriram colostro de
maes imunizadas (G2) no periodo pré-parto - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Baccili, C. C. (2013)

6.2 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

6.2.1 Leucograma

As medianas dos valores absolutos de leucocitos (Le) totais estédo
dispostos na tabela 06 e figura 12. Os valores de Le totais foram superiores
numericamente no grupo G2 do nascimento aos 30 dias de vida (T7); no
entanto, ndo se detectou diferenca estatistica (P>0,05). A partir deste
momento, foi notaram-se oscilacbes com maiores valores no G1 e com
diferenca estatistica nos tempos T8 (P=0,05), T10 (P=0,05) e T12 (P=0,02).

As medianas dos valores relativos (%) e absolutos dos leucdcitos
mononucleares (MN) também estdo dispostas na tabela 06 e figura 12. Os
valores de linfocitos ndo sofreram grandes oscilagbes entre 0s grupos
experimentais, com excecao da maior mediana observada no T12 no grupo de

bezerros G1 que ingeriram colostro de mées néo-vacinadas (P=0,05).
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Consideradas as variacdes nos G1 e G2 nos primeiros dias de vida foi
possivel observar aumento consideravel no numero de linfécitos do nascimento
(TO) ao T7 (30 dias de vida), quando os valores relativos e absolutos foram
préximos ao minimo (G1) ou maximo (G2)

Os monadcitos oscilaram muito entre 0s grupos, encontrando-se maiores
valores absolutos nos tempos T10 (P=0,01) e T12 (P=0,05); e os valores
relativos foram maiores em G1 no T6 (P=0,03), T7 (P=0,02) e T11 (P=0,01),

com excecao do T9 (P=0,01) no qual foi observada maior mediana no G2.

Tabela 06 — Medianas dos valores relativos (%) e absolutos (x10%/uL) dos leucdcitos totais e
mononucleares do sangue de bezerros que ingeriram colostro de méaes nao-
imunizadas (G1) e imunizadas (G2) no periodo pré-parto para o BVDV e BoHV-1 do
nascimento (T0) aos seis meses de vida (T12

Grupo 1 (G1) Grupo 2 (G2)
Tempos Le Linf Mon Le Linf Mon

Abs % Abs % Abs Abs % Abs % Abs
TO 14,00. 20 2,30 9 1,19 14,35 30 3,89 12 1,67
T1 14,55 20 3,49 5 0,87 13,05 36 3,78 10 0,91
T2 9,50 39 3,50 17 1,54 10,25 48 431 14 1,38
T3 8,35 51 3,56 16 1,40 10,45 58 5,73 11 1,04
T4 10,60 45 4,53 18 1,77 11,85 47 5,82 10 1,27
T5 11,00 39 3,95 12 1,65 11,65 44 5,07 12 1,30
T6 7,85 51 4,45 194 1,47 10,50 40 4,62 118 1,61
T7 11,05 54 5,67 184 2,11 11,80 56 6,77 128 1,29
T8 12,158 43 5,24 13 1,73 10,508 43 4,38 17 1,78
T9 13,80 41 4,26 118 1,50 10,70 54 4,78 16~ 1,56
T10 12,154 40 4,53 15 1,524 7,708 48 4,08 9 0,698
T11 10,25 51 4,81 144 1,33 8,50 46 4,27 9B 0,83
T12 11,200 52 5,867 11 1,404 7,308 53 4,178 9 0,688

Fonte: Baccili, C. C. (2013)

Legenda: Letras A e B mailsculas na mesma linha para cada parametro indicam
diferenca estatistica entre si na comparacgées entre grupos.

Le: leucdcitos totais; Linf: linfocitos; Mon: mondcitos; Abs: absoluto; % porcentagem; T:
tempo.

As medianas dos valores relativos e absolutos dos leucécitos
polimorfonucleares (PMN) estdo dispostos na tabela 07 e figura 13. Apesar de
nao ser objetivo desta pesquisa, pode-se observar em linhas gerais observar
no numero de neutrofilos com o avancgar da idade e aumento no nimero de
eosindfilos, porém, poucas diferengas entre os grupos foram observadas.

Os bezerros do G1 apresentaram maiores valores absolutos medianos
de neutrdfilos (Ne) segmentados no T9 (P=0,05); e para os eosindfilos foram
observadas diferencas nos valores absolutos e relativos nos tempos T4 e T9

(P>0,05), também com maiores nos valores em G1.
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N&o foram observadas diferencas nos valores absolutos de Le totais,
neutréfilos segmentados, mondécitos, linfécitos e eosindfilos antes (TO) e apds
(T1) a mamada de colostro; entre os momentos T1 (1 a 2 dias de vida) e T8 (60
dias de idade); T8 e T12 (180 dias de vida) (P>0,05) em cada um dos grupos
estudados. O teste de Friedman detectou diferenca estatistica entre os tempos
avaliados apenas para os bastonetes no G1 (P=0,019) e G2 (0,043) com
oscilagdes entre os valores obtidos no T1 e T8 (Tabela 07).

Foram observadas diferencas entre os valores relativos (%) para
linfécitos (P=0,021) e eosindfilos (P=0,018) no G2 entre os momentos T1 e T8
com significancias P=0,043 e P=0,019, respectivamente. Neste mesmo
momento observou-se tendéncia na diferenca entre os valores relativos destas
células no grupo 01, no qual foram encontrados valores de P=0,051 e P=0,052,
respectivamente, para linfécitos e eosindfilos (Tabela 07).

Para os valores relativos de neutrdfilos bastonetes foram observadas
diferencas em ambos os grupos entre os tempos TO e T1 no G2 (P=0,039) e
entre T1 e T8 em ambos os grupos com significancias igual a P=0,012 e
P=0,039 para 0 G1 e G2 (Tabela 07).
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Tabela 07 — Medianas dos valores relativos (%) e absolutos (x10%/uL) dos neutréfilos bastonetes,
segmentados e eosindfilos do sangue de bezerros que ingeriram colostro de maes nao-
imunizadas (G1) e imunizadas (G2) no periodo pré-parto para o BVDV e BoHV-1 do

nascimento (T0) aos seis meses de vida (T12)

Grupo 01 Grupo 02
Tempos
Bast Seg Eos Bast Seg Eos
% Abs % Abs % Abs % Abs % Abs % Abs
TO 2 0,29 70 8,88 0 0 2 021 58 8,99
T1 3 0,44 71 10,34 0 0 4 043 44 6,14
T2 1 0,99 43 3,91 0 2 017 32 2,72
T3 1 0,10 32 2,49 0 0 0 31 2,94
T4 0 0 40 4,16 » 011~ O 0 41 4,56 08 08
T5 1 0,03 45 4,95 0,03 0 0 45 5,56 0,04
T6 0 0 29 2,26 2 0,16 0 0 45 5,17 0
T7 0 0 29 3,11 0,06 0 0 15 1,53 0 0
T8 0 0 39 5,17 3 0,39 0 0 38 4,06 1 0,10
T9 0 0 45 5,934 3# 0250 0 0 26 2,268 18 0,078
T10 0 0 42 5,70 1 0,05 0 0 37 2,84 1 0,07
T11 0 0 33 3,54 3 0,21 0 0 28 2,01 1 0,11
T12 0 0 33 3,47 3 0,26 0 0 21 1,53 2 0,15

Fonte: Baccili, C. C. (2013)

Legenda: Letras A e B mailsculas na mesma linha para cada parametro indicam
diferenca estatistica entre si va comoarag¢do entre grupos.
Bast: neutrdfilos bastonetes; Seg: neutréfilos segmentados; Eos: eosindéfilos; Abs: absoluto; T:

tempo.



Figura 12 — Medianas dos valores relativos dos leucécitos totais (Le), e valores relativos (%) e
absolutos (x10%/uL) dos mononucleares do sangue de bezerros que ingeriram
colostro de mées nao imunizadas (G1) e imunizadas no periodo pré-parto para o
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Figura 13 — Medianas dos valores relativos (%) e absolutos (x10%/uL) dos neutréfilos
segmentados, bastonetes e eosindéfilos do sangue de bezerros que ingeriram colostro de maes

ndo imunizadas (G1) e imunizadas no periodo pré-parto para o BVDV e BoHV-1 - Sdo Paulo -
2013
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Fonte: Baccili, C. C. (2013).

6.2.2 Imunofenotipagem das subpopulacdes de linfécitos sanguineos

Os valores medianos relativos e absolutos da populacédo de linfécitos T
(CD3") estao dispostos na tabela 08 e figura 14.

Os valores de linfécitos T CD3+ sofreram pequenas diferencas entre os
grupos estudados. O grupo 01 apresentou maior valor mediano relativo para o
CD3* no TO (P=0,033), em seguida estes valores diminuiram e foram
equivalentes do G2, porém tornaram-se maiores no T4 (P=0,055) e

mantiveram-se em niveis elevados até o T7 (30 dias) em relacéo ao G2.
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N&o foram observadas diferencas nos valores absolutos e relativos (%)
de CD3* antes (T0) e apds (T1) a mamada de colostro; entre os momentos T1
(1 a 2 dias de vida) e T8 (60 dias de idade); T8 e T12 (180 dias de vida)
(P>0,05) no grupo 02. No entanto, o grupo 01 apresentou diferencas entre os
valores relativos (%) CD3* nos momentos avaliados (P=0,019); a diferenca foi
detectada entre os tempos TO e T8 (P=0,048).

Os valores medianos relativos das subpopulag@es de linfocitos T CD4* e
CD8* do sangue dos bezerros dos grupos 01 e 02 ndo apresentaram
diferencas entre si, com excec¢do das variacbes observadas no T12 para o
CD4* (P=0,05), no T3 para o CD8" (P=0,039) e no T5 para o WC1* (P=0,05)
(Tabela 09 e Figura 14).

Os valores medianos absolutos de linfocitos T CD4* e CD8" sofreram
poucas oscilacdes em relacdo aos grupos analisados. No entanto, os auxiliares
CD4* apresentaram maiores valores no G2 em comparacdo ao Gl1,
estatisticamente comprovada no T4 (P=0,05) e foi maior no G1 no T12 para
CD8*

A populacéo de linfécitos T gama-delta WC1* do sangue dos bezerros
apesar de nao ter sido observado diferenca estatisca, apresentou tendéncia de
maiores valores no G2 do T3 (5-6 dias) até T7 (30 dias).

Medianas absolutas de CD8" e WC1* foram maiores no G1 no T12 com
significancias de P=0,027 e P= 0,050, respectivamente.

N&o houve diferencas entre quaisquer dos momentos avaliados (TO, T1,
T8 e T12) em ambos 0s grupos para os valores medianos relativos de CD4*,
CD8* e WC1* (P>0,05).



Tabela 08 — Medianas dos valores relativos (%) e absolutos (x103/uL)
dos linfécitos T (CD3+) do sangue de bezerros que
ingeriram colostro de maes ndo-imunizadas (G1) e
imunizadas (G2) no periodo pré-parto para o BVDV e
BoHV-1 do nascimento (TO) aos seis meses de vida

T12)
Tempos €D
Grupo 01 Grupo 02

% Abs % Abs
T0 82A 2,08 688 2,34
T1 81 2,79 58 1,80
T2 60 2,14 51 2,48
T3 75 3,05 62 3,58
T4 88~ 3,99 628 3,37
T5 70 3,16 70 2,93
T6 77 3,43 61 3,22
T7 56 3,12 49 2,74
T8 44 2,26 49 2,00
T9 58 2,47 65 3,18
T10 59 3,13 60 2,49
T11 52 3,13 57 2,27
T12 55 2,91 56 2,64

Fonte: Baccili, C. C. (2013)
Legenda: Letras A e B mailsculas na mesma linha para cada
parémetro indicam diferenca estatistica entre si.

Abs: absoluto; % porcentagem; T: tempo.

68
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Tabela 09 — Medianas dos valores relativos (%) e absolutos (x10%/uL) das subpopulacdes de
linfécitos T CD4+, CD8+ e WC1+ do sangue de bezerros que ingeriram colostro de
maes ndo-imunizadas (G1) e imunizadas (G2) no periodo pré-parto para o BVDV e
BoHV-1 do nascimento (T0) aos seis meses de vida (T12)

Subpopulag@es de Linfécitos T
Grupo 01 Grupo 02
cD4 | cpgr |  werr cpat | cps WC1*
% Abs %  Abs % Abs % Abs % Abs % Abs
TO 23 08 19 074 34 077 |24 091 16 0,62 33 1,07
T1 24 072 14 040 39 123 |22 088 10 0,33 42 1,50
T2 22 106 15 055 42 174 |30 122 11 0,49 37 1,58
T3 28 068 22~ 053 41 1,38 |28 157 128 0,77 49 2,53
T4 22 1,018 14 063 30 135 |31 1,764 15 0,76 37 2,16
T5 31 099 15 054 348 133 |32 151 13 0,68 434 181
T6 16 084 15 065 32 102 |23 1,02 10 0,40 49 1,94
T7 23 133 16 087 40 2,14 |26 174 11 058 45 2,32
T8 24 130 16 084 27 162 |28 1,16 9 037 30 1,40
T9 25 109 11 044 39 1,73 |36 175 11 052 28 1,37
T10 28 127 12 055 37 2,07 |29 1,09 9 041 37 1,35
T11 31 1,17 14 o067 44 223 |33 138 12 0,53 30 1,43
T12 288 141 15 0,74 37 3524 |33 159 11 0,548 23 0,728
Fonte: Baccili, C. C. (2013)
Legenda: Letras A e B mailsculas na mesma linha para cada pardmetro indicam

diferenca estatistica entre si.
Abs: absoluto; % porcentagem; T: tempo.

Tempos
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Figura 14 — Medianas dos valores relativos (%) e absolutos (x103%/uL) das populacdes de
linfécitos T e suas subpopulacdes de CD3*, CD4*, CD8* e WC1* do sangue de
bezerros que ingeriram colostro de mées ndo imunizadas (G1) e imunizadas (G2)
no periodo pré-parto para o BVDV e BoHV-1 - Sédo Paulo - 2013

100
90
80
70

50
40

CD3+ (%)

20
10

D4 (%)
NN
=]

CD8+(%)

60

50

40

30

WC1+(%)

20

10

—p

A
NS NA

%

TO T1 72 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10T11T12

A A
Ve

TO T1 T2 T3 T4 75 T6 T7 T8 T3 T10T11T12

Tempos

TO T1 T2 T3 T4 75 T6 T7 T8 T9 T10T11T12

Tempos

TO T1 T2 T3 T4 75 T6 T7 T8 T9 T10T11T12

Tempos

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

—&—Grupo 01

—8—Grupo 02

——Grupo 01

—e—Grupo 02

——Grupo 01

——Grupo 02

—&—Grupo 01

—8—Grupo 02

D8+ (10°/pL)

WC1+ (10%/L)

45

CD3+ (10%/uL)

D4+ (10%/pL)

—&— Grupo 01

—&— Grupo 02

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

Tempos

—8— Grupo 01
—&— Grupo 02

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Til T12
Tempos

—m— Grupo 01

—&— Grupo 02

TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 Ti2

Tempos

—m— Grupo 01

—8—Grupo 02

o T1 72 T3 74 15 T6 T7 T8 T9 T10 Ti1 Ti2

Tempos



71

7 DISCUSSAO

Esta pesquisa avaliou a resposta imune celular e humoral de bezerros
recém-nascidos apoés transferéncia de imunidade passiva via colostro e a
influéncia da vacinacdo materna no periodo pré-parto para amplificacdo da
imunidade transferida. O conhecimento da intensidade e da duracdo dos
componentes imunitarios na circulagdo sanguinea dos bezerros é fundamental
para a identificacdo dos periodos de susceptibilidade, e para o estabelecimento
de estratégias para imunizacdo dos animais diante da exposi¢cdo natural aos
patégenos.

A imaturidade imunoldgica dos bezerros recém-nascidos e a supressao
da sua resposta imune mediada por células (Thl) limitam sua resposta as
infeccbes virais (MOREIN et al., 2002; CHASE; HURLEY; REBER, 2008;
CORTESE et al., 2009). Este fato da evidéncia de que as células maternas e
as citocinas de memobria, além das imunoglobulinas, poderiam ter papel
fundamental para minimizar as infec¢cdes causadas por importantes agentes
que circulam nas criacdes de bezerras leiteiras, tais como o BVDV e BoHV-1
(DONOVAN et al., 2007).

No Brasil, pesquisas sobre a imunidade humoral dos bezerros que
receberam imunidade passiva colostral para o BVDV e BoHV-1 foram
desenvolvidas (HUBNER et al., 1996; MOREIRA et al., 2001; GATTI et al.,
2010). No entanto, avaliacbes da resposta imune celular sdo escassas
(LEMAIRE et al., 2000), provavelmente pela exigéncia de metodologias mais
refinadas e trabalhosas. Além disso, 0 modelo para estudo desta resposta
ainda nao foi estabelecido, considerando-se a interface entre os componentes
imunolégicos do colostro e o sistema imune dos bezerros.

A discussdo dos resultados obtidos nesta pesquisa sera efetuada
considerando-se os parametros da resposta imune humoral e mediada por

células avaliados.
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7.1 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

Considerando a avaliagdo da resposta imune humoral nos bezerros
utilizados nesta pesquisa, foi possivel observar a presenca de titulos de ACs
neutralizantes para o BVDV e BoHV-1 ap6s a mamada de colostro (T1) apenas
no grupo de animais que receberam esse alimento de maes imunizadas.
Apesar disso, os valores de linfécitos B CD21* foram iguais entre os grupos
analisados.

As imunoglobulinas sdo produzidas pela vaca diante de estimulos
antigénicos e transferidas para a glandula mamaria por mecanismo ativo
durante o processo de colostrogénese (BARRINGTON; PARRISH, 2001).

Bezerros sédo hipogamaglobulinémicos ao nascimento, pois crescem em
ambiente uterino estéril e com placentacédo do tipo sindesmocorial; desta forma,
a resposta imune especifica depende da exposicdo aos patdgenos. Neste
momento sua protecdo é dependente da absorcdo dos ACs provenientes do
colostro materno (CHASE; HURLEY; REBER, 2008). Considerando-se
especificamente BoHV-1 e BVDV este fendmeno foi comprovado nesta
pesquisa, pois todos 0s bezerros aparesentaram soroconversdo apos a
mamada de colostro de mées vacinadas (100%) e seus GMTs foram
diferentes, considerando os momentos TO e T1 no G2. Estes resultados
concordam com as citacdes de Lindberg et al. (2001) e Gatti et al. (2010).

A auséncia de vacas infectadas com o virus BoHV-1, assim como BVDV,
garantida pelo teste de SN e reacdo da cadeia em polimerase corroboraram
para gue os bezerros recém-nascidos estudados ndo apresentassem titulos de
anticorpos ao BVDV e BoHV no momento que antecedeu a mamada do
colostro. A auséncia de infecgdo durante 0s seis meses de experimento
realizado com os bezerros também pbde ser garantida pela persisténcia de
resultados negativos na SN para o BVDV e BoHV-1 no sangue dos bezerros do
grupo 01 do nascimento (TO) aos seis meses de idade (T12). Estes cuidados
foram fundamentais para a exclusdo da exposicdo natural a estes agentes
virais, garantindo como resultado apenas a resposta imune humoral induzida

pela transferéncia de imunidade passiva.
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O mecanismo de transporte dos linfocitos da circulacdo materna para a
glandula maméria ainda € desconhecido. Apesar da capacidade funcional
destas células em produzir ACs, o colostro bovino apresenta apenas 24% de
linfocitos B (BARRINGTON; PARRISH, 2001; OHTSUKA et al., 2010) em
relacdo aos 16,4% de linfécitos encontrados na secrecdo mamaria no pos-parto
imediato (GOMES et al., 2008). Além disso, a baixa concentracdo de linfécitos
B CD21* na circulagdo dos bezerros ap6s a mamada de colostro nos dois
grupos experimentais sugere que estas células nao foram representativamente
absorvidas.

Mechor et al. (1987) também observaram altos titulos de ACs para o
BoHV-1 em bezerros que ingeriram colostro de maes previamente imunizadas.
Além disso, obtiveram doenca grave apds exposicdo ao virus no grupo de
animais que receberam colostro de mées néo vacinadas.

Pesquisa realizada por Moreira et al. (2001) também encontraram
maiores titulos de ACs para o BoHV-1 no sangue de bezerros que ingeriram
colostro de méaes soropositivas e vacinadas no periodo pré-parto em relagcéao as
maes soropositivas e ndo vacinadas. Desta forma, parece que a vacinacao
materna no pré-parto € importante para a intensidade dos titulos de ACs
séricos dos neonatos.

Gatti et al. (2010) também encontraram baixos logz GMT nos bezerros
de vacas imunizadas com vacina comercial monovalente inativada para o
BoHV-1 em fazendas com baixa, média e alta prevaléncia para o herpesvirus
bovino, ao redor de 0,5 a 1,2. Estes resultados s&o inferiores aos valores de
logz GMT correspondentes a 6,83 obtido em nossa pesquisa. Apesar do
esquema de imunizacdo materna adotado ser igual nas duas pesquisas, péde-
se observar diferencas em relacdo aos constituintes das vacinas comerciais
usadas, especialmente considerando-se que nesta pesquisa usou-se vacina
atenuada termosensivel e no trabalho de Gatti et al. (2010) foi utilizada vacina
inativada, que apresenta baixa resposta vacinal, com menor duracdo e
intensidade em relagéo as vacinas vivas (KELLING, 2004).

Estudos anteriores mostraram que vacas no periparto apresentaram
titulos de ACs neutralizantes ap0s imunizacdo com vacina comercial inativada
contendo a cepa Los Angeles do BoHV- 1 e isolado 663/Laboratorio de
Virologia do INTA CASTELAR do BoHV- 5 usando o hidréxido de aluminio,
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como adjuvante (VASCONCELLOS et al., 2013). No entanto, os titulos de ACs
maternos obtidos foram de 4 a 128. Dados ainda ndo publicados demostraram
gue os bezerros oriundos destas méaes apresentaram 100% de soroconversao
ao BoHV- 1, com logz GMT de 4 a 9, essas varia¢cdes foram semelhantes as
obtidas nesta pesquisa, com o uso de vacina viva atenuada.

Os titulos de ACs para o BoHV-1 diminuiram com o avancar da idade,
verificando-se diferengas entre o0s momentos TO e T1; T1 e T8 e T8 a T12. Foi
possivel detectar que o primeiro bezerro tornou-se soronegativo aos 30 dias de
idade; no entanto, a maioria deles apresentou soroconversdo no T9 quando
tinham trés meses de idade. Apenas um bezerro manteve titulos até o término
deste experimento, aos seis meses de idade. Os resultados desta pesquisa
foram semelhantes ao obtidos por Hubner et al. (1996), que verificaram que os
bezerros comecaram a apresentar resultados negativos na soroneutralizacdo
(SN) a partir dos 28 dias de vida, no entanto, alguns animais mantiveram titulos
circulantes até seis meses de idade.

Todos os bezerros avaliados apresentaram titulos de ACs acima de 32,
niveis considerados protetores para o BoHV-1 por Pospisil et al. (1996) apos a
ingestdo do colostro de mées vacinadas. No entanto, dois destes animais
diminuiram rapidamente seus titulos para valores menores que 0s protetores
aos 10 dias de vida porgue os niveis de ACs no colostro dessa maes deve ter
sido inferior ao das outras vacas do grupo de maes vacinadas. O restante dos
animais apresentou oscilacdes semelhantes, a partir dos 30 dias de idade.

Pesquisa anteriormente realizada por nossa equipe e ainda nao
publicada mostrou que 5/7 bezerros que ingeriram colostro de mées vacinadas
com vacina comercial inativada apresentaram titulos de ACs para o BoHV-1
abaixo dos protetores. Os resultados obtidos nesta pesquisa foram melhores
usando vacina viva atenuada termosensivel para o BoHV- 1.

Moreira et al. (2001) observaram que bezerros nascidos de vacas
vacinadas no pré-parto apresentavam titulos médios geométricos de ACs
maiores que os demonstrados por bezerros provenientes de vacas previamente
soropositivas ndo vacinadas.

Nossos resultados tornam-se preocupantes quando comparamos com a
literatura internacional, que relataram a permanéncia de Acs contra BoHV-1 na

circulacdo de bezerros até os seis a sete meses de vida (MENANTEAU-
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HORTA et al.,, 1985). Como ressaltado anteriormente, os esquemas de
imunizacao e manejo de colostragem adotados no Brasil s&o distintos daqueles
de outros paises e merecem atencao em relacdo as suas particularidades.

Para o BVDV, os bezerros também eram soronegativos ao nascimento,
porém foi encontrada baixa taxa de soroconversao apés a mamada do colostro
(33%) no grupo de recém-nascidos que mamaram colostro de maes vacinadas.
A comparacao dos nossos resultados com dados de literatura foi dificultada por
auséncias de trabalhos avaliando a transferéncia de imunidade passiva
especificas para o BVDV, provavelmente, pela baixa soroconversdo
apresentada apoés a ingestdo de colostro, mesmo em maes imunizadas no pré-
parto.

Apesar da baixa taxa de soroconversdo, parece que a intensidade da
resposta imune dos bezerros ao BVDV foi mais intensa que para o BoHV- 1,
pois a soroconversdo dos animais foi mais tardia, aos trés meses de vida. E os
titulos abaixo dos protetores (16) citados por Ridpath e Bolin (1995) foram
detectados também a partir dos 90 dias de vida. A maior intensidade da
resposta humoral ao BVDV pode ter relacdo com a composicédo da vacina que
era inativada, pois as vacinas vivas atenuadas possuem padrédo de resposta
imune mediada por células (Thl).

Silva (2006) demonstrou que a resposta imunogénica de seis vacinas
multivalentes inativadas comercializadas no Brasil para o BVDV foi fraca,
destacando que apenas uma vacina, de origem americana, promoveu titulos
neutralizantes para esse agente viral. Provavelmente as vacas vacinadas nesta
pesquisa apresentaram padrdo de resposta a vacina semelhante ao observado
por Silva (2006), desta forma, apenas 2/6 das maes vacinadas tinham Acs
neutralizantes para o BVDV no colostro ingerido pelos recém-nascidos.

A diferenca entre o padréo de resposta humoral para o BVDV e BoHV-1
pode ser atribuida ao tipo de indculo utilizado, pois a vacina usada nesta
pesquisa, para o BVDV, continha as estirpes 5960 e 53637 do BVDV-1 e
BVDV-2, respectivamente inativadas, ao passo que o inéculo utilizado para o
BoHV-1 era atenuado e termosensivel. A revisdo de literatura de Kelling (2004)
que trata da vacinacao para o BVDV, ressalta que as vacinas vivas possuem

maior intensidade de resposta que as inativadas. Por questbes de
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bioseguranca, apenas as vacinas inativadas para o BVDV podem ser
comercializadas no Brasil (FLORES et al., 2005).

Segundo Del Fava (2003), o controle da Diarreia Viral Bovina no pais
pode ser realizado com o emprego de vacinas inativadas, porém, como o Virus
da BVD apresenta grande variabilidade antigénica, € questionavel a eficiéncia
das vacinas disponiveis no mercado, pois ndo é conhecido se as cepas virais
utilizadas em sua producdo possuem espectro antigénico suficientemente
amplo para proteger 0s animais contra as cepas que ocorrem no campo. A
baixa resposta cruzada entre as diferentes cepas de BVDV foram detectadas
no trabalho desenvolvido por Vogel et al. (2002).

Com base nos resultados apresentados pode-se verificar que a
vacinacdo materna foi fundamental para a transferéncia de ACs ao BVDV e
BoHV-1, pois os bezerros que receberam colostro de mées soronegativas e
ndo vacinadas néo transferiram ACs especificos para a sua prole. No entanto,
a persisténcia de ACs maternos circulantes apresentada por alguns bezerros
foi curta e pode implicar em susceptibilidade dos bovinos jovens ainda em fase

de amadurecimento imunoldégico.

7.2 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

Foi observada tendéncia para eleva¢des nos valores de leucécitos totais
e de linfécitos na circulacdo sanguinea dos bezerros que ingeriram colostro de
maes imunizadas no pré-parto. E vélido ressaltar que o nimero de animais
utilizados nesta pesquisa foi pequeno em funcdo da extensdo do periodo
experimental, que compreendia a criagdo dos bezerros do nascimento até os
seis meses de idade. Este fato, implicou em maiores dificuldades para
demonstrar as diferengas entre 0s grupos experimentais.

A maioria das oscilacbes nos valores de leucdcitos totais, linfocitos,
monaocitos, neutrofilos e eosinodfilos ocorreu a partir dos episédios inflamatérios
observados na maioria dos bezerros a partir do oitavo dia de vida, oriundas do

inicio dos quadros de diarreias e inflamagdes umbilicais.
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O grupo de animais que recebeu colostro de maes nao-imunizadas no
periodo pré-parto apresentou maior intensidade na resposta inflamatoria,
caracterizada por maiores valores de leucocitos totais e fagocitos
mononucleares e polimorfonucleares.

A principio, o estudo do leucograma nédo foi uma ferramenta eficiente
para a avaliacdo da transferéncia passiva dos componentes via colostro. No
entanto, a dindmica das células mediante a exposi¢do natural aos patégenos
apontou para diferencas na gravidade do processo inflamatério, sendo de
menor intensidade nos bezerros que ingeriram colostro de méaes nao
imunizadas. Desta forma, células, citocinas ou Acs especificos no colostro das
maes imunizadas podem ter representado um papel fundamental na protecao
dos bezerros nos primeiros meses de vida.

Reber et al. (2006) observaram em sua pesquisa que a auséncia de
células no colostro fornecido a bezerros recém-nascidos implicou em propor¢ao
de leucdcitos expressando moléculas indicadoras de processo inflamatério
como o CD43* e o CD11a, responsaveis pela movimentacdo extra-vascular e
endotelial de leucocitos. Estes autores ressaltaram que 0s bezerros que
ingeriram colostro acelular apresentaram maior frequéncia de quadros
inflamatorios. Apesar dos indicadores usados para avaliar a resposta imune
dos bezerros ser distinta das usadas nesta pesquisa, pode-se supor que a
absorcéo das células do colostro seja fundamental para a prote¢do dos recém-
nascidos.

Apesar de ndo ser objetivo desta pesquisa, foi possivel observar
oscilacbes entre os tipos leucocitarios durante o acompanhamento dos
bezerros do nascimento aos seis meses de vida. Ao hascimento foi observada
diminuicdo da populacdo de neutrofilos segmentados e aumento das
populacées de linfocitos e eosindfilos, conforme variacdes etarias decorrentes
especialmente da liberacdo de cortisol materno e fetal durante o trabalho de
parto (BENESI et al., 2012, BRUN-HANSEN; KAMPEN; LUND, 2006). E valido
ressaltar que importantes revisdes de literatura sobre imunidade em bezerros
verificaram que, apesar do maior valor de neutrofilos segmentados ao
nascimento, a fagocitose e atividade microbicida destas células estédo
diminuidas (BARRINGTON et al., 2001; CHASE, HURLEY; REBER, 2008).
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As oscilacbes observadas para os linfocitos T CD3* e suas
subpopulacdes, obtidos por citometria de fluxo também parecem ser
influenciados pelos quadros inflamatorios do grupo de bezerros que mamaram
colostro de maes nado-vacinadas. A partir do T4 (oito dias), as proporcdes de
CD3* foram maiores no grupo de bezerros filhos de méaes ndo-vacinadas e
mantiveram concentracdes elevadas em relacdo ao grupo de bezerros do G2
até os trinta dias de vida.

Aos 60 dias de vida foi possivel verificar uma menor populacdo de
linfocitos T CD3* no G1, em relacédo aos valores obtidos ao nascimento. E
vélido ressaltar que estes bezerros ndo apresentaram ACs especificos ao
BoHV- 1 e BVDV; esta oscilagdo também foi verificada nos filhos de méaes
vacinadas comparando-se o TO e T8. A partir deste momento, os titulos de Acs
especificos encontrados em todos os bezerros do G2 encontravam-se abaixo
do nivel protetor para o BoHV- 1. Desta forma, acredita-se que este momento
representa um periodo de susceptibilidade as enfermidades.

Os maiores valores absolutos de linfocitos T CD4* foram encontrados no
grupo de bezerros que ingeriram colostro de maes vacinadas. Este fendmeno &
muito importante em relacdo a defesa dos bezerros aos patégenos infecciosos,
pois essas células sdo responsaveis pela modulacdo da resposta imune
especifica por meio da liberacdo de citocinas com padrBes distintos de
resposta celular (Th1) ou humoral (Th2). A ativacdo das células auxiliares CD4*
ocorrera pela apresentacdo do antigeno pelas células que apresentam o MHC
de classe Il, como os macrofagos, célula predominante no colostro bovino
(69,5%). Em trabalho desenvolvido por Reber et al. (2008 a,b) concluiram que
a transferéncia das células maternas do colostro permitiu o desenvolvimento
mais rapido dos linfocitos sanguineos em bezerros recém-nascidos. Os autores
atribuem este fenbmeno a grande quantidade de macrofagos presentes na
secrecdo mamaria, que seria a chave para ativacdo da RI especifica em
neonatos. Este mecanismo pode ter sido o diferencial para menor intensidade
da resposta inflamatoria nos animais que mamaram colostro de maes
vacinadas.

A populagcdo de linfécitos T efetores citotoxicos (CD8*) foi muito
semelhante nos dois grupos estudados. Apesar de nao haver diferenca

estatistica nos valores medianos de células T gama-delta notou-se que o0s
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valores no grupo de bezerros que ingeriram colostro de méaes vacinadas
apresentou maior nimero dessas células até os primeiros trinta dias de vida.

As células gama-delta representam a maior populagédo de linfocitos na
circulacao periférica de ruminantes, especialmente em bezerros neonatos onde
esses linfocitos representam até 50% das células mononucleares sanguineas.
Esta grande propor¢cdo sugere sua importancia na ativagdo da RI especifica
dos bezerros ao inicio da sua vida. Essa célula possui caracteristicas
relacionadas ao reconhecimento do antigeno e liberacdo de citocinas com
padrdao de resposta predominantemente celular, além de possuir acdes
efetoras semelhantes aos linfécitos citotdxicos.

Considerando as analises realizadas aos seis meses de idade (T12)
pdde-se observar oscilacdes nas subpopulacdes de linfécitos T, provavelmente
estes animais sofreram algum desafio ambiental no periodo.

As oscilagdes etarias nas subpopulacdes de linfocitos obtidas pela
citometria de fluxo foram referentes as proporcdes de CD21* que apresentaram
aumento nos seus valores relativos e absolutos ao nascimento até os seis
meses de idade. A populacdo de linfocitos T CD3* apresentou poucas
oscilagdes durante o periodo estudado. Nossos resultados sdo condizentes
com os achados de Kampen et al. (2006) e Wilson et al. (1996).

Os resultados obtidos nesta linha de pesquisa representam o inicio de
estudos para entendimento da resposta imune celular de bezerros apés
imunizacdo passiva. A escassez de conhecimentos sobre o papel de alguns
componentes imunoldgicos do colostro, tais como células e citocinas,
considerando-se a interface imunidade passiva versus resposta imune dos
neonatos dificulta a escolha dos mecanismos a serem estudados e técnicas
imunoldgicas mais apropriadas para a avaliacao desta resposta.

Com base nos resultados obtidos pode-se verificar que o leucograma
deve ser usado como parametro indicativo de processo inflamatério. Em
relacdo as andlises de citometria de fluxo péde-se concluir que a determinacéo
das subpopulagbes de linfocitos podem ser usadas para avaliar a resposta
imune dos bezerros, entretanto, a interpretacdo e conhecimentos de
mecanismos imunes deveriam ser feitos por meio de avaliagdes funcionais.

A vacinacdo materna no periodo pré-parto influenciou nas proporcdes de

células CD4* e gama-delta WC1* e menor intensidade na resposta inflamatoria
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mediante exposicdo natural aos patégenos durante os seis meses de vida dos

bezerros avaliados.
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8 CONCLUSOES

Com base nos resulatdos obtidos nesta pesquisa pode-se concluir:

1. A vacinacao materna influenciou na transferéncia de ACs especificos
aos bezerros, especialmente para o BVDV;

2. Titulos protetores para o BoHV-1 (>32) foram constatados nos
bezerros que receberam colostro de mée vacinadas até os primeiros
trés meses de vida;

3. As taxas de soroconversao para o BVDV apos a ingestdo de colostro
de vacas vacinadas foram baixas;

4. Bezerros que ingeriram colostro de vacas imunizadas apresentaram
maior resposta celular, verificada pela maior proporcao de células T

auxiliares CD4*;
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CAPITULO 2 - RESPOSTA VACINAL DE BEZERROS AO VIRUS DA
DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV) E HERPESVIRUS BOVINO TIPO- 1
(BOHV-1)

9 INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) e o herpesvirus bovino tipo -1
(BoHV-1) sdo agentes relacionados as doencas respiratérias, infeccao fetal,
doenca neonatal e reprodutivas; responsaveis pela crescente preocupacao
econbmica que originaram programas e estratégias de imunizacdo para
pecudria de leite e corte com o intuito de controlar essas doencas (LINDBERG,
2003).

Ao término da imunidade colostral para o BVDV e BoHV-1, ao redor de
quatro a seis/sete meses de idade (MENANTEAU-HORTA et al.,, 1985;
HUBNER et al., 1996) observa-se agravamento das manifestacdes clinicas
ocasionadas pelas infec¢cdes ocasionadas por esses agentes (BABIUK et al.,
2004). Provavelmente este fenbmeno ocorre pela imaturidade imunolégica dos
bovinos jovens até a puberdade que Ihes confere com capacidade limitada para
montar resposta imune aos patégenos (KAMPEN et al.,, 2006; CHASE;
HURLEY; REBER, 2008).

Esquemas de vacinacdo a partir dos seis meses de idade sao
recomendados como estratégia para estimular a imunidade ativa e minimizar
as manifestacdes clinicas ocasionadas pelo BoHV-1 ou BVDV. No entanto, a
interface entre a imunidade colostral versus imunidade ativa, dependente do
manejo de colostragem, qualidade do colostro e do desafio antigénico
encontrado no periodo, implicam em opinies contraditorias e auséncia de
consenso sobre o momento ideal para a vacinacdo dos bovinos jovens
(CHASE; HURLEY; REBER, 2008).

Bolin e Ridpath (1995) estudaram a transferéncia de Acs para o BVDV
via colostro e sua capacidade para a protecdo de bezerros pds-exposi¢cao ao

virus. Nesta pesquisa concluiram que titulos de Acs séricos abaixo de 16 nao
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protegiam os bezerros da doenca aguda e recomendaram a vacinacdo dos
animais a partir desse momento.

Menanteau-Horta et al. (1985) avaliaram a resposta imune humoral
induzida pela vacinacdo com o BVDV vivo e modificado, em bezerros com
diferentes concentracdes de ACs maternos circulantes, distribuidos em trés
grupos experimentais: grupo A - bezerros vacinados aos 84 e 196 dias de
idade; grupo B — bezerros vacinados apenas com 196 dias de vida; grupo C —
bezerros ndo vacinados. No grupo C foi possivel verificar que os anticorpos
maternos para o virus permaneceram na circulacdo dos animais até seis
meses de idade; os bezerros dos grupos A e B aumentaram sua titulacdo de
anticorpos apés a vacinacdo. Nesse caso, acredita-se que 0s animais do grupo
A com aproximadamente 3 meses de idade ndo continham altos titulos de
anticorpos maternos circulantes, assim, a imunidade ativa desses bezerros
pode ser estimulada.

Radostits et al. (2007) recomendam a vacinacéo de bezerros jovens com
virus vivo atenuado quando os titulos de Acs para o BoHV-1 forem menores
que 32.

Ellis et al. (2001) demonstraram que altos titulos de Acs maternos
podem bloquear a imunidade humoral dos bezerros induzida pela vacinacao
mas ndo a atividade celular. Estes dados foram confirmados nas pesquisas
desenvolvidas por Ridpath et al. (2003), Endsley et al. (2004), Platt et al. (2008)
e Platt et al. (2009), que demonstraram amplificacéo da resposta imune celular
e diminuicdo da gravidade nas re-infec¢des apds vacinacao de bezerros com
vacina viva atenuada em presenca de altos titulos de Acs maternos circulantes.

A importancia da resposta mediada por células na resposta as infec¢des
e protecdo dos bezerros para os agentes virais foi destacada em importante
revisdo de literatura escrita por Chase; Elmowalid; Yousif (2004) e Levings &
Roth (2013).

Em bovinos a atuagédo das células T gama-delta na defesa de animais
ruminantes tem sido destacada por representar a maior proporgdo das
subpopulacdes de células T em ruminantes equivalente a 60% (GUZMAN et
al., 2011). Evidéncias sugerem que estas células sdo importantes na defesa
contra patégenos, incluindo o BoHV-1 e BVDV (QUADE; ROTH, 1999;
ENDSLEY et al., 2002 e 2003).
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A avaliacdo da resposta celular tem sido realizada pela analise da
resposta proliferativa de linfécitos ou producdo das citocinas IFN-gama e IL-2
(interleucina). Proliferagcdo e citotoxicidade sao importantes indicadores no
diagnoéstico da resposta antigeno-especifica de células T de memoria para a
vacina, no entanto, essas técnicas sao trabalhosas e envolvem o uso de
material radioativo. Pesquisas tém demonstrado que o marcador CD25* tem
alta afinidade com a cadeia alfa do receptor de interleucina-2, muito sensivel
para deteccdo da ativacdo das subpopulacbes de células T, expresso
exclusivamente na superficie dos linfocitos T apds o reconhecimento antigeno
especifico (QUADE; ROTH, 1999; ENDSLEY et al., 2002). A ligacéo entre IL-2
e seu receptor induz a mitose de clones de linfécitos antigeno-especificos
(ENDSLEY et al., 2003).

As subpopulacdes de linfocitos T CD4*, CD8* e gama-delta reconhecem
o antigeno de forma diferentes, sendo este um fator extremamente importante
para determinar se a vacina é capaz de ativar cada uma dessas subpopulacdes
(ENDSLEY et al., 2002).

Quade & Roth (1999) avaliaram a resposta mediada por células em
bezerros com quatro meses de idade, apds estimulo com vacina comercial
contendo o BoHV-1 atenuado. Realizaram cultivo das células mononucleares
sanguineas estimuladas com o BoHV atenuado, que foram incubadas por seis
dias e marcadas com receptores especificos para células T (CD3*) auxiliares
(CD4%), citotéxicas (CD8*), gama-delta (WC1*) e CD25*. Nesta pesquisa
observaram maior expressdo de CD25* na populagdo de linfocitos T e suas
subpopulacdes CD4* e gama-delta apos estimulo in vitro com o0 BoHV no grupo
de animais vacinados. Células citotoxicas CD8* de bezerros vacinados nao
apresentaram aumento na expressao do marcador CD25*.

Seguindo modelo semelhante ao usado por Quade & Roth (1999) outro
trabalho foi desenvolvido usando bovinos com 12 a 16 meses, e mostrou que
as células T CD8* também poderiam ser ativadas quando estimuladas com o
BoHV- 1 vivo (ENDSLEY et al., 2002).

A eficacia das vacinas inativadas para o BVDV na estimulacdo de
resposta celular foi menor que os imundgenos atenuados e ndo resultam em
ativacdo de células T estimulados in vitro com BVDV-1 e BVDV- 2 no trabalho

de Endsley et al. (2003). Por outro lado, parece que esta resposta possui
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relacdo com o adjuvante usado na composicdo das vacinas, pois, outra
pesquisa relatou maior producdo de ACs neutralizantes, interferon-gama e
expressdo de CD25* por leucdcitos mononucleares estimulados com o BVDV-
1 e BVDV-2. Neste ultimo caso foram usadas as substancias “Quil A, colesterol
e amphigen” (PLATT et al., 2008).

Anticorpos neutralizantes para BVDV também tem sido amplamente
usados para avaliacdo da resposta imune as vacinas (PLATT et al., 2008).

Vogel et al. (2002) avaliou a resposta sorologica de trés vacinas
inativadas comerciais para o0 BVDV- 1 e BVDV- 2 em bovinos jovens de sete a
24 meses de idade. Nesta pesquisa observaram soroconversao de 74,5%
(70/94) para o BVDV- 1 e 52,1 % (22/94) para o BVDV- 2 aos 30 dias apoés
2°dose da vacina. Os titulos médios geométricos (GMT) contra o BVDV eram
de 109,3; 54,6; e 25,5 para as vacinas A, B e C, respectivamente. Para o
BVDV- 2 foram enontrados os GMTs de 19, 42,3 e 18,4. Estes titulos reduziram
rapidamente em 180 dias e apenas 31,9 dos animais ja ndo apresentavam
atividade neutralizante para o BVDV- 1 e 63,8% para o BVDV- 2, apontando
para a necessidade das revacinacdes. Esses resultados demonstram que a
vacinagdo ndo induziu uma resposta sorolégica de magnitude e duracao
adequadas na maioria dos animais, principalmente frente a grande diversidade
antigénica das amostras de BVDV.

A inter-relagéo entre a imunidade colostral versus ativa, diante de uma
etapa critica de desafios e desenvolvimento imunolégico pode predispor 0s
bezerros jovens as infecgdes virais responsaveis por elevados indices de
morbidade e mortalidade.

Diante desses fatos, o objetivo geral desta pesquisa é avaliar a resposta
imune humoral e celular para o BVDV e BoHV- 1 em bezerros jovens, mediante

estimulo vacinal apés término da imunidade colostral.
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10 MATERIAL E METODOS

10.1 SELECAO BEZERROS

Foram selecionados 10 bezerros recém-nascidos, machos (n=2) e
fémeas (n=8), da raca Holandesa, provenientes da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegdécios (APTA) — Gado de Leite, localizada na cidade de

Nova Odessa.

10.2 COLOSTRAGEM

Os partos foram acompanhados e os recém-nascidos separados de suas
maes para controle da imunizagédo passiva. Os bezerros receberam seis litros
de colostro de suas respectivas maes nas primeiras 12 horas de vida. As méaes
foram vacinadas no periparto com vacina comercial, contendo as estirpes do
BVDV tipo 01 (5960) de um isolado em Lowa (EUA), BVDV -2 (53637)
inativadas de um isolado de Ontario (EUA) e BoHV-1 (RLB103).

10.3 ISOLAMENTO E MANUTENCAO

Aos gquinze dias de vida, os recém-nascidos foram transferidos para a
Clinica de Bovinos e Pequenos Ruminantes (CBPR) da FMVZ/USP onde
permaneceram até os oito meses de idade (240 dias de vida). Durante o
periodo experimental, os bezerros foram mantidos isolados para evitar

exposicao natural ao BVDV e BoHV-1.
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Os animais foram alimentados com 6L de sucedaneo lacteo® durante a
fase de amamentacdo, além do fornecimento de racdo comercial®, feno, sal
mineral e agua “ad libitum”.

O desmame gradual foi realizado a partir de dois meses de idade,
aumentando-se a quantidade de racao para 3Kg ao dia. Em seguida, ao redor

dos trés meses de idade, foram realizadas as mochagoes.

10.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os bezerros, quando atingiram seis meses de idade, foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos experimentais compostos de cinco animais:

animais nao vacinados (VAC-); e animais vacinados (VAC+) (Quadro 09).

Quadro 09- Distribuicdo dos bezerros do grupo VAC (+) e manutencdo grupo

controle de animais ndo-vacinados VAC (-)

Grupos Id. Experimento Id. Fazenda
1567
1568
1569
759
763
1548
1552
1560
1563
758

VAC ()

VAC (+)

o —TIT OTMMOO®>

Id: Identificacdo
Fonte: Baccili, C. C. (2013).

10.5 PROTOCOLO DE VACINAGCAO (VAC +)

Os bezerros (n=5) pertencentes ao grupo VAC (+) foram vacinados com
a primeira dose da vacina aos 180 dias pds-nascimento (p.n.) e revacinados
aos 210 dias de vida, com vacina comercial contento as estirpes/cepas do
BVDV tipo 01 (5960) de um isolado em lowa (EUA), BVDV tipo 2 (53637)
inativadas de um isolado de Ontario (EUA) e BoHV-1 (RLB103).

8 Lacthor®, Tortuga
9 Ragdo para bezerros®, Agromix
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Foi aplicada a dose de 5mL da vacina comercial por via subcutanea na

regido da tabua do pescoco (Figura 15).

Figura 15 — Aplicacéo subcutanea de vacina comercial para o BVDV nos
bezerros do grupo VAC (+) - Sdo Paulo - 2013

10.6 COLHEITA DAS AMOSTRAS

Foram colhidas amostras de sangue dos bezerros em tubos contendo
EDTA, com capacidade de 4mL, para avaliacdo das subpopulagbes de
linfécitos sanguineos; em tubos com heparina, (40mL) para realizacdo do
cultivo dos leucécitos sanguineos mononucleares e avaliacdo da producao de
interferon-gama (IFN-gama), e em tubos sem anticoagulante com ativador de
coagulacao (8,5mL), para a titulagcdo de anticorpos especificos para BVDV e
BoHV-1.

As colheitas das amostras de sangue dos bezerros foram realizadas em

diferentes momentos, conforme ilustrado no quadro 10.
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Quadro 10 - Momentos padronizados para colheitas das amostras de
sangue e soro dos bezerros aos 180 dias (T0), 210 dias
(T1) e 240 dias (T2) de vida

Momentos das colheitas
Tempo Zero (TO) Antes aplicacédo da 1°dose
Tempo 1 (T1) Antes aplicacédo da 2°dose
Tempo 2 (T2) 30 dias ap6s aplicacédo 2°dose

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

10.7 EXAMES LABORATORIAIS

a) ldentificacdo das Subpopulacdes dos Linfocitos e Expressdo do CD25*

As subpopulacdes dos leucécitos sanguineos foram determinadas
usando anticorpos monoclonais especificos para receptores de superficie
celular, associados com marcadores de diferenciacdo e ativacao, pela técnica
de citometria de fluxo, conforme painel de anticorpos selecionados (Quadro
11).

Foram transferidos 100uL de sangue total obtido em tubos com EDTA,
para tubos de citometria de fluxo. A lise dos eritrécitos foi realizada pela adi¢ao
de 900uL de solugdo comerciall® para essa finalidade, que permaneceram em
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, a mistura foi centrifugada a
282 G por 8 minutos; o sobrenadante desprezado e os leucdcitos sanguineos
ressuspendidos em 1 mL de Phosphate Buffered Saline (PBS), a mistura foi
novamente centrifugada para lavagem das células. Por fim, acrescentou-se 1
mL de PBS ao “pellet” de leucdcitos.

Para marcacdo das células foram adicionados 1ug dos anticorpos
monoclonais primarios nas suspensodes celulares, mantidas sobre gelo triturado
por 30 minutos, e novamente lavadas em solucdo de PBS. Em seguida, foi
adicionado 1 a 10 pg de anticorpos monoclonais secundarios, utilizando-se os
fluorocromos!! FITC (Fluorescente Isothiocyanate), PE (Phycoerythrin) e
PERCP (Peridinin-Chlorophyll Proteins) (Quadro 12). Ap6s 30 minutos sobre
gelo, em ambiente escuro, as amostras foram novamente submetidas a
lavagem e ressuspendidas com solugdo de PBS (1mL) e reservadas para

avaliacdo das fluorescéncias emitidas nos comprimentos de onda 488-525

10 Facslysing, Becton Dickinson
11 Invitrogen® e Becton Dickinson Immunocytometry System®
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(FITC), 488-575 (PE) e 488-675 (PERCP) em citdmetro de fluxo'?. Os ensaios
realizados estéo discriminados no quadro 13.

Foram adquiridos cinquenta mil eventos utilizando-se o programa
CellQuest Pro®? que foram avaliados quanto a fluorescéncia emitida pelos
anticorpos secundarios utilizando-se o programa FlowJo®, versdo 7.2.5.

Nesta etapa, foi possivel selecionar a populacdo de células
mononucleares pelo seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) (Figura 16).
Inicialmente verificou-se a expressdao do marcador CD3* dentre a populacdo
selecionada (Figura 16) para a seguir identificar suas subpopulacoes CD8*,
CD4* e gama-delta (WC1*) e a expressao do receptor de IL-2 (CD25*) por
essas células (Figura 17).

A expressdo do marcador CD21* (linfocitos B) também foi verificada
dentre os leucoécitos mononucleares (Figura 18). Os resultados obtidos foram

expressos em porcentagem (%) de células marcadas.

Quadro 11 — Anticorpos monoclonais primérios usados nas marcagfes e determinacbes nas
subpopulagées de linfocitos T (a8 TCR e yd TCR) e populagdo de linfécitos B

Anticorpo Isétipo Especificidade Clone
Mouse anti-bovine CD3 1gG1 Linfécito T afTCR. MM1A
Mouse anti-bovine CD4 1gG2a Linfécito T afTCR. IL-Al11
Mouse anti-bovine CD8 IgM Linfocito T aBTCR. BAQ111A
Mouse anti-bovine WC1-N1 IgM Linfécito Tyd TCR B7A1
Mouse anti-bovine B-lymphocytes 1gG1 Linfocito B GB25A
Mouse anti-bovine CD25 IgG2a Receptor de Interleucina | CACT108A

2 (IL-2)

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Quadro 12- Anticorpos secundarios usados para marcacdo dos Acs monoclonais primarios e
deteccdo dos marcadores celulares

Anticorpos Secundarios Isotipo Referéncia Fonte

Goat anti-mouse IgM M31501 Invitrogen®, EUA

Goat anti-mouse 1gG2a M32204 Invitrogen®, EUA

Rat anti-mouse IgG1 Cat. 340272 Becton Dickinson Immunocytometry
System®, San Diego, CA

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

12 FACSCalibur flow citometer®, Becton Dickinson Bioscience
13 Becton Dickinson Biosciences
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Quadro 13 — Ensaios realizados para a determinacéo das subpopulacdes e identificagcdo do CD25*

nos linfécitos sanguineos de bezerros dos grupoS VAC (-) e VAC (+)

Calibracao

Branco

Células

Compensacdes Fluorescéncias

Células
WC1+FITC

Células
CD25 + PE

Células
CD3 + PERCP

Ensaios

Ensaio “A”: Linfécitos Tap auxiliar

Células
CD3*/PERCP
CD4*/FITC
CD25*/PE

Ensaio “B”: Linfocitos Tap citotdxico

Células
CD3*/PERCP
CDS8*/FITC
CD25*/PE

Ensaio “C”: Ativacao de Linfécitos Tyo

Células
CD3*/PERCP
WC1*/FITC
CD25*/PE

Ensaio “D”: Linfécitos B

CD21+/PERCP

Fonte: Baccili, C. C. (2013).
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Figura 16- Passos para determinacdo da populacdo de células CD3* usando o Programa

Flowjo - Sao Paulo - 2013
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Figura 17- Passos para determinacdo das subpopulacfes de células CD3*, CD8*/CD25",
CD4*/CD25* e WC1*/CD25* usando o Programa Flowjo - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Baccili, C. C. (2013)
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Figura 18- Passos para determinacao da populacdo de células B CD21+ usando o Programa
Flowjo - SaoPaulo - 2013

1000 ]6570 | 34,30
4 I
w0 [
1
] fo
] I,.II \
00 |
i || I|
1/ |
E 1m0 | '| N
w I || J.-’ v",
w 1/ | [
100/ I fod
] t \
] \ S \
30 \"*.,‘J '|I
] \
- i,
L A D I T
200 400 600 BOD 1000 10° 10 10 10 10
FSC-H FL3-H
(a) Identificacdo da populacbes dos (b) Histograma monstrando a
leucécitos mononuclares pelo seu populacdo positiva para as células
tamanho (FSC) e granulosidade T expressando marcador CD21*
(SSC) no grafico dotplot. (FL3+).

Fonte: Baccili, C. C. (2013)



95

b). Detec¢do de anticorpos especificos para o BVDV E BoHV-1

O soro sanguineo dos bezerros foi colhido em tubos sem anticoagulante,
centrifugados a 1.223 G por 10 minutos. Apds a retragdo do coagulo, o soro foi
retirado e acondicionado em microtubos e conservados a -40°C até o término
das colheitas das amostras.

A técnica de soroneutralizacdo (SN) foi realizada de acordo com a
Organizacdo Internacional de Epizootias (2008) no Laboratério de Viroses de
Bovideos — Instituto Bioldgico.O sangue dos bezerros obtido em tubos sem
anticoagulante foi usado para obtencdo soro sanguineo usado no teste de
soroneutralizacdo (SN) e a detecgéo de anticorpos neutralizantes para o BVDV
foi feita apOs prévia inativagcdo das amostras a 56°C por 30 minutos. Foi
utilizada placas de poliestireno de 96 cavidades, com uma diluicdo constante
do soro, na base logaritmica 2, a partir da diluicdo 1:5 até 1:5120, tendo como
diluente o meio de cultivo celular MEM (Minimum Essential Medium). Feita a
diluicdo das amostras, foi adicionado a placa 50 pL da solugdo “estoque”
contendo 100 TCIDso (50% tissue culture infective doses) da cepa
citopatogénica NADL do BVDV. Em seguida, as placas foram incubadas por
uma hora em estufa a 37°C com 5% de CO2. Apds este periodo, as placas
receberam 50uL de suspensdo de células MDBK na concentracdo de 3 x 10°
células/mL, em cada cavidade. Novamente a placa foi incubada em estufa a
37°C com 5% de CO2 durante 4 a 5 dias.

Para deteccdo de anticorpos neutralizantes para o BoHV, a diluicdo
também foi na base logaritmica 2, mas a partir da diluicdo 1:2 até 1:1024,
utilizando-se meio MEM com 1% de antibiéticos. Adicionou-se a quantidade de
50ul de 200 TCID50 da cepa Hbv-1 do BoHV-1 nas placas, que foram
incubadas por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Transcorrido o
periodo, as placas receberam em cada cavidade 100 yL de suspensao de
MDBK na concentracdo de 0,3 x 10° células/mL.

A infectividade foi indicada pelo “Efeito Citopatico” (ECP) visivel na
monocamada celular em placas, em microscopio invertido. O titulo de
anticorpos foi expresso como a maior diluicho do soro que inibiu

completamente a infectividade e consequentemente o ECP em ambas as
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cavidades de cada diluicdo. A poténcia do virus foi observada na retrotitulacado

através do calculo do titulo de acordo com Reed e Muench (1938).

c¢) Producéo de IFN-gama pelos leucdécitos sanguineos mononucleares

O volume de 40 mL de sangue heparinizado foi delicadamente
transferido em aliguotas 5mL, utilizando-se pipetas Pasteur estéreis, para tubos
Falcon conicos de 15 mL, sobre 5 mL de Ficoll-paque 1.077'4, para separagéo
dos leucocitos mononucleares em gradiente de densidade. A mistura foi
centrifugada a 440 G, durante 40 minutos a 4°C em centrifuga refrigerada “no
break”, permitindo a formag&o de um anel rico em células mononucleares (MN),
na interface entre o plasma e os eritrocitos/granulécitos que ficam sob a forma
de um sedimento celular no fundo do tubo (Figura 19).

A camada de leucdcitos mononucleares foi aspirada com o auxilio de
pipeta Pasteur estéril e acondicionados em dois tubos Falcon de 15 mL,
previamente adicionados de 5mL de meio de cultivo celular!®. O volume final de
cada tubo foi ajustado para 10 mL com meio de cultivo celular. Os tubos foram
centrifugados a 282 G, durante 10 minutos, a 4°C. ApGs a segunda
centrifugagcdo, o sobrenadante foi desprezado, procedendo-se a lise de
eritrocitos presentes nos botbes celulares formados no fundo dos tubos,
utilizando-se, para tanto, 2mL de NaCl a 0,2%, esperando-se vinte segundos.
Apés este tempo, 2mL de NaCl a 1,6% foi adicionado e as amostras foram,
novamente centrifugadas, por 10 minutos, a 4°C e 282 G. As células foram
lavadas duas vezes em PBS e o “pellet” de leucécitos mononucleares foi
ressuspendido em um mL de meio de cultivo celular enriquecido (Anexo 1). A
viabilidade dos leucd6citos mononucleares foi feita pela prova de exclusao de
azul de trypan. As concentracdes celulares foram ajustadas para 5x10%/mL
(Figura 19).

Posteriormente foram distribuidos 200 microlitros da suspenséo celular

contendo 1x10° células, em placas de cultivo celular na fileira 2 pocos A-E?°.

14 Ficoll-paque PREMIUM 1.077, GE Healthcare Life Science
15 RPMI 1640, Sigma
16 Microteste 96 wells, Becton Dickinson Immunocytometry System®
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Como estimulo celular foi adicionada 50uL de concanavalin A na concentracao
de 1ug/mL'” (Anexo 2) nos pocos da fileira 3, pocos A-E (Quadro 14). As
placas foram mantidas em estufa de CO2 por trés dias a 37°C.

Apbs o periodo de incubacdo, o conteldo das placas foi aspirado,
armazenados em microtubos e congelados a -80°C. A determinacdo da
producdo de IFN-gama foi realizada ao final das colheitas de sangue dos
bezerros, por meio de teste imunoenzimético usando kits comerciais.

Figura 19 — (a) Camada de leucécitos mononucleares na interface entre o plasma e

eritrécitos; (b) Leucocitos momonucleares viaveis obtidos pela
& gradiente de densidade - S&o Paulo - 2013

@ (b)
Fonte: Baccili, C. C. (2013).

17 Concanavalin A from Canavalia ensiformis (Jack bean), Sigma
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Quadro 14 - Preenchimento da placa de cultivo
celular para avaliacdo da producao de
IFN-gama pelas células
mononucleares do sangue dos
bezerros dos grupos VAC (-) e VAC

(+)

1 2 3 4-12
A MEIO Células CONA
B MEIO Células CONA
C MEIO Células CONA
D MEIO Células CONA
E MEIO Células CONA
F
G
H

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Legenda: MEIO: 250uL meio de cultivo celular
suplementado; Células: 200uL suspensdo celular +
50uL de meio de cultivo celular; CONA: Células:
200pL suspensao celular + 50uL de concanavalin A.

d) Determinacéo da concentracdo de IFN-gama

A mensuracdo da citocina IFN-gama do sobrenadante obtido a partir do
cultivo celular foram feitas por meio de teste imunoenzimatico, utilizando-se kit

comercial'® seguindo os protocolos determinados pelos fabricantes.

11 Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico
SPSS 20.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.).

Os bezerros foram distribuidos em dois grupos compostos por bezerros
nao-vacinados (VAC -) e vacinados (VAC +) para o BVDV e BoHV-1.

Primeiramente, todas as variaveis em todos os tempos foram testadas
guanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Com este teste,
constatou-se que houve variaveis com distribuicdo normal e outras ndo, entdo
optou-se por testes ndo paramétricos em todas as analises. Além disso, o
baixo nimero de animais em cada grupo favoreceu o poder estatistico dos

testes ndo paramétricos em todas as analises.

18 AbD — Serotec Inerferon Gamma
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Os valores relativos e absolutos dos tipos leucocitarios e das
subpopulacdes de linfécitos entre os grupos foram avaliados com o Teste U de
Mann-Whitney.

Para avaliacdo da resposta imune basal, primaria e secundaria apés a
imunizacao dos bezerros, foi realizada a comparacéo dos resultados obtidos no
dia da vacinagdo, aos 30 e 60 dias apds a primovacinacdo em cada grupo
estudado. A diferengas entre os momentos de avaliagdo foram obtidas pelo
teste de Friedmann. A este Ultimo teste, quando apresentou, pelo menos um
tempo significativamente diferente, foram realizadas as comparacées multiplas
por meio do teste de Wilcoxom.

Todos os testes foram considerados significativos quando P<0,05.
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12 RESULTADOS

12.1 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL

a) Proporcéo de Linfocitos B CD21*

A proporcao de células B CD21+ apresentaram maiores medianas no
grupo VAC (+), especialmente no momento T2. No entanto, néo foi possivel

comprovar diferenca estatistica entre os grupos nos tempos TO, Tl e
T2(Tabela 10, Figura 20).

Tabela 10- Medianas das propor¢des de células B expressando o
marcador CD21+ dentre os leucdcitos mononucleares
sanguineos dos bezerros VAC (+) e VAC (-)

Populacéo de Linfécito B

CD21+ (%)
Tempos
VAC- VAC+ SignificAncias
TO 24 28 0,56
T1 23 23 0,73
T2 23 35 0,63

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Figura 20- Medianas das propor¢cBes de células B expressando o
marcador CD21+ dentre os leucécitos mononucleares

sanguineos dos animais dos grupos VAC (+) e VAC (-) -
S&o Paulo - 2013
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Fonte: Baccili, C. C. (2013).
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b) Titulos de Anticorpos Neutralizantes ao BVDV e BoHV-1

Titulos de ACs neutralizantes para o BVDV néao foi detectado no soro
sanguineo dos bezerros VAC (-) antes da primeira dose da vacina (TO) até os
60 dias ap0s a primovacinacao (T2), com excec¢do de 1/5 (20%) bezerros no
T1. O grupo VAC + era composto por cinco animais soronegativos no momento
TO, observando-se soroconversao de 2/5 (40%) no momento T1 e 3/5 (60%) no
T2. (Tabela 11, Figura 21)

Para o BoHV-1 verificou-se baixos titulos de Acs neutralizantes no soro
de 2/5 bezerros do grupo VAC (-) no TO que mantiveram esses niveis até T2.
No grupo de animais VAC (+), todos apresentaram resultados negativos na SN
no momento TO. Em seguida, foi possivel observar soroconverdo em 2/5 (40%)
no T1 e 5/5 (100%) no momento T2 (Tabela 11, Figuras 22).

N&o foi possivel observar diferencas entre as frequéncias de animais
soropositivos e soronegativos entre 0s grupos de bezerros VAC- e VAC + para
o BVDV e BoHV-1, nos momentos TO até T2 (Tabela 10). em todo o periodo
estudado. No entanto, no T2 foi possivel observar P=0,083 no Teste do Qui-
quadrado quando as frequéncias de animais soropositivos e soronegativos

para o BoHV- 1 dos grupos VAC (+) e VAC(-) foram analisadas.
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Tabela 11- Frequéncias de bezerros soropositivos e soronegativos dos grupos VAC (-) e VAC

(+) ao BVDV e BoHV-1 ap6s imunizacdo ativa nos momentos T0, Tl e T2

VAC () | VAC (+)
Agentes Tempos Resultados N % n % Significancias
T0 + 0 0 0 0 NA
- 5 100 | 5 100
T1 " 0 0 2 40 0,222
- 5 100 | 3 60
T2 " 0 0 2 40 0,222
BVDV - 5 100 | 3 60
VAC () | VAC (+)
Tempos Resultados N % n % Significancias
TO " 2 40 10 O 0,222
- 3 60 5 100
T1 + 2 40 2 40 0738
- 3 60 3 60
T2 + 2 40 5 100 0,083
BoHV-1 - 3 60 0 0

Fonte: Baccili, C. C. (2013).
Legenda: (+): soropositivos; (-) soronegativos; NA: resultados obtidos constantes entre os
grupos no qual todos os animais foram classificados como soronegativos



Figura 21- Frequéncias de bezerros soropositivos e soronegativos dos grupos VAC (-) e
VAC (+) ao BVDV ap06s imunizacao ativa nos momentos T0O, T1 e T2 - Sao Paulo - 2013
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Figura 22- Frequéncias de bezerros soropositivos e soronegativos dos grupos
VAC (-) e VAC (+) ao BoHV-1 ap6s imunizacao ativa nos momentos
TO, Tl e T2 - S&o Paulo - 2013
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Os titulos de ACs neutralizantes séricos individuais para o BVDV e
BoHV-1, obtidos antes da aplicacdo da vacina (T0), ap0s resposta imune

primaria (T1) e secundaria (T2) estdo expressos na tabela 12, figuras 23 e 24.

Tabela 12 — Anticorpos neutralizantes ao BVDV e BoHV-1 no soro sanguineo de bezerros nao-
vacinados (VAC -) e vacinados (VAC +) aos seis meses de idade

Grupos Bezerros BVDV BoHV-1
Experimentais T0 T1 T2 T0 T1 T2
VAC (-) 20 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 16 16 4
26 0 10 0 8 8 4
VAC (+) 12 0 20 320 0 1024 1024
14 0 0 1280 0 8 1024
17 0 40 0 0 0 1024
18 0 0 0 0 0 1024
23 0 0 10 0 0 128

Fonte: Baccili, C. C. (2013).
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Figura 23 — Titulos de anticorpos neutralizantes ao BVDV no soro sanguineo dos
bezerros vacinados (VAC +) que apresentaram titulos apos resposta
imune primaria (T1) e sedundaria (T2) - S8o Paulo - 2013
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Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Figura 24 — Anticorpos neutralizantes ao BoHV-1 no soro sanguineo de bezerros
vacinados (VAC +) que apresentaram titulos circulantes apos
resposta imune primaria (T1) e secundaria (T2) - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Os titulos médios geométricos (GMT) obtidos para o BoHV-1 no VAC (-)
para os momentos TO, T1 e T2 foram de 2,64; 2,64; e 1,74, respectivamente.
Para o VAC (+) observaram-se GMTs igual a zero no TO; 6,06 no T1; e 675,59;
respectivamente. Foi possivel identificar diferenca para o BoHV-1 entre os
grupos apenas no T2 (P=0,006) (Tabela 13, Figura 25).
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N&o foram observadas diferencas entre os tempos TO, T1 e T2. No

grupo composto por animais vacinados, observou-se diferencas entre os

tempos (0,015). Esta diferenca ocorreu entre os tempos TO e T2 (P=0,034).

Tabela 13 — Logz titulos médios geométricos (GMT) e GMTs de Acs neutralizantes
no soro de bezerros imunizados (VAC+) para o BoHV- 1 nos
momentos TO, T1e T2

VAC (-) VAC (+) C
Tempos Significancias
log2 GMT  GMTs | log2 GMT GMTs
TO 1,4 2,63 0 1 0,136
Tl 14 2,63 2,6 6,06 0,906
T2 0,8 1,74 9,4 675,59 0,006

Fonte: Baccili, C. C. (2013).

Figura 25- Titulos médios geométricos (GMT) de Acs neutralizantes no soro de
bezerros imunizados (VAC+) para o BoHV- 1 nhos momentos TO, T1 e
T2 - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Baccili, C. C. (2013).

12.2 AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR

a) ldentificacdo das Propor¢bes e Subpopulacdes dos Linfocitos T e
Expressao do Marcador (CD25%)
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Os valores medianos relativos (%) da populacéo de linfocitos T (CD3*)
estdo dispostos na tabela 14 e figura 26. Observou-se maior proporcao de
células CD3* no grupo de animais vacinados (VAC+) em rela¢do ao grupo de
animais ndo imunizados nos tempos Tl e T2, porém, ndo foi possivel
comprovar diferencas estatisticas (P>0,05).

Os valores medianos relativos das subpopulacdes de linfocitos T CD4*,
CD8* e WCL1* do sangue dos bezerros também ndo apresentaram diferencas
entre 0s grupos experimentais (Tabela 14 e Figura 26). A expressdao do
receptor de IL- 2 (CD25") pelas subpopulacdes de linfécitos T WC1* foi maior
no grupo de animais vacinados (VAC +), observando-se diferenca estatistica
no momento T1 (P=0,0016).

N&o houveram diferencas entre quaisquer dos momentos avaliados (TO,
Tl e T2) em ambos o0s grupos para os valores medianos relativos das

proporc¢des de células B, linfocitos T e suas subpopulages.

Tabela 14- Medianas dos valores relativos (%) dos linfocitos T (CD3*) e suas subpopulagdes no
sangue de bezerros ndo imunizados (VAC-) e imunizados (VAC+) nos tempos TO, T1 e T2

Populagao e Subpopulacdes de Linfécitos T

Ts CD3* (%) CD4* (%) CD8" (%) WC1* (%)
VAC- VAC+ P |VAC- VAC+ P |VAC- VAC+ P |VAC- VAC+ P
To | 53 53 084 | 27 22 031 | 20 1 019 | 30 38 0,90
T1 | 47 55 0,69 | 31 20 073 | 19 15 041 | 35 39 0,69
T2 | 44 48 084 | 32 24 031 | 12 17 0,90 | 39 20 0,9

Fonte: Baccili, C. C. (2013).
Legenda: Ts: tempos; P: significancias

Tabela 15 — Medianas dos valores relativos (%) das subpopulagdes de linfocitos T CD4*, CD8*
e WCL1* do sangue de bezerros ndo imunizados (VAC-) e bezerros imunizados
(VAC+) apoés resposta imune primaria (T1) e secundéria (T2)

Expressdo de CD25" nassubpopul¢des de linfécitos T

Tempos CD4+CD25+ (%) CD8+CD25+ (%) WC1+CD25+ (%)
VAC- VAC+ P VAC- VAC+ P VAC- VAC+ P
TO 10 15 0,55 |9 4 0,19 7 24 0,29
T1 5 15 0,09 2 7 0,19 1 20 0,02
T2 12 16 0,31 6 5 0,90 |7 12 0,41

Fonte: Baccili, C. C. (2013).
Legenda: P: significancias



Figura 26- Medianas dos valores relativos (%) de linfocitos T (CD3*) e suas subpopulacdes
CD4*, CD8* e WC1* com expressdo de CD25* do sangue de bezerros ndo imunizados (VAC-) e
bezerros imunizados (VAC+) ap0s resposta imune primaria (T1) e secundaria (T2) - Sdo Paulo -

2013
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b) Producado de IFN-gama pelos leucdcitos sanguineos mononucleares

Ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre a
concentracdo de citocinas produzidas pelas células mononucleares
sanguineas dos bezerros mantidas em cultivo celular por trés dias
(Tabela 16 e Figura 27).

Tabela 16- Concentracbes de IFN-gama (ng/mL) no
sobrenadante do cultivo celular dos bezerros dos
grupos experimentais VAC (+) e VAC (-) por
liberac@o espontanea e estimuladas com ConA -

Células P ConcanavalinaA P
Tempos
VAC- VAC+ VAC- VAC+
TO 0,552 0,122 0,2 |0,745 1,237 0,6
T1 0 0 0,9 (0,227 1,183 0,5
T2 0 0 0,6 |0 1,131 0,1

Fonte: Baccili, C. C. (2013)
Legenda: P: significancia.

Figura 27- Concentracdes de IFN-gama (ng/mL) no sobrenadante do cultivo
celular dos bezerros dos grupos experimentais VAC (+) e VAC (-)
por liberacdo espontanea e estimuladas com ConA - Sdo Paulo -
2013
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Fonte: Baccili. C. C. (2013).
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13 DISCUSSAO

Com base nos resultados desta pesquisa foi possivel verificar que a
vacinacdo dos bezerros estimulou resposta imune humoral verificada pela
soroconversao dos bezerros e titulos de ACs apresentados, especialmente ao
BoHV-1. Além disso, foi possivel verificar maior ativagdo das células T
auxiliares e gama-delta sanguineas pela sua maior expressao de CD25*. Além
disso, os bezerros vacinados apresentaram tendéncia para maior producao de

interferon-gama pelas células mononucleares do sangue.

a.) Avaliacao da Resposta Imune Humoral

Alguns bezerros deste estudo apresentaram baixos titulos de ACs
circulantes ao BoHV-1 antes da aplicacdo da vacina, provavelmente estas
imunoglobulinas foram adquiridas pela ingestdo de colostro materno e
persistiram na circulacdo sanguinea de alguns dos bezerros avaliados até os
seis meses de idade. Este fato ja foi relatado por alguns pesquisadores como
Menanteau-Horta et al. (1985), Hubner et al. (1996), Gatti et al. (2010).

A garantia da origem dos ACs detectados antes da imunizacdo dos
animais pode ser atribuida ao acompanhamento de maes soronegativas desde
sua triagem até a paricdo, no grupo de maes nao-vacinadas; da
soronegatividade dos bezerros antes da mamada do colostro; do isolamento
dos bezerros do nascimento até o inicio desse experimento quando
completaram seis meses de idade.

Bezerros com 180 dias de vida ndo apresentaram ACs para o BVDV e
os titulos para o BoHV-1 antes da imunizacdo eram baixos e inferiores a 32
que sao titulos protetores recomendados pela literatura 32 (BOLIN; RIDPATH,
1995). E valido ressaltar que esta fase é crucial para a sobrevida dos bezerros,
pois baixos titulos de ACs colostrais atuam como um fator de risco para o
desenvolvimento da forma grave da BVDV e BoHV-1, além disso, a
imunossupressdo do periodo culmina com a instalacdo de infeccdes
secundarias (LINDBERG, 2003; MECHOR et al., 1987).
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A taxa de soroconversdao para o BVDV foi de 40% apos o
desenvolvimento da resposta priméria e 60% ap0s a resposta imune
secundéria a vacinagao; para o BoHV- 1 a frequéncia apés a 1°dose da vacina
foi semelhante ao BVDV, no entanto foi de 100% apés o desenvolvimento da
RI secundaria. A resposta imune primaria geralmente € lenta e fraca, porém, a
segunda dose do antigeno ira encontrar grande numero de linfocitos B de
memoria e a resposta ser4 mais intensa e duradoura. Além disso, observa-se
predominio de IgG na resposta secundaria, imunoglobulina esta que possui
maior atividade neutralizante, quando comparada a IgM, produzida nas
respostas priméarias (TIZARD, 2008). Assim, a técnica de SN possui maior
capacidade para detectar ACs neutralizantes apdés a resposta imune
secundaria.

Os bezerros H/J apresentaram baixos titulos de ACs neutralizantes para
0 BVDV apo6s a 1°e 2°dose da vacina, respectivamente. Além disso, outro
animal ndo apresentou ACs para o BVDV em todo o periodo de estudo, fato
provavelmente relacionado ao seu status de maturacdo imunolégica (CHASE;
HURLEY; REBER, 2008).

Platt et al. (2008) utilizaram vacina comercializada nos Estados Unidos,
contendo as mesmas cepas das vacinas usadas nesta pesquisa, diluidas no
adjuvante contendo “Quil A, colesterol e amphigen”. No entanto, no trabalho
citado foram selecionados bovinos de corte com aproximadamente 350-400kg
de peso vivo, 0 que nos leva a crer que este animais ja estavam ao menos na
puberdade, periodo onde o amadurecimento imunolégico dos bovinos ja foi
concluido. Estes autores verificaram maiores valores logaritmicos de ACs
neutralizantes para o BVDV-1 e BVDV- 2 no grupo de animais vacinados. Em
nossa pesquisa optamos pela andlise qualitativa dos titulos de ACs para o
BVDV, visto que alguns animais ndo responderam a vacinagao, no entanto, as
diferencas entre as frequéncias obtidas entre os grupos vacinados e néo-
vacinados nado foram encontradas. Por outro lado, 2/5 dos animais do grupo
vacinado que apresentaram producdo de ACs neutralizantes possuiam titulos
acima da meédia de 512 observada por Platt et al. (2008).

A resposta humoral especifica ao BoHV-1 foi maior em relacdo ao
BVDV, considerando a frequéncia de soroconversdo e os titulos de ACs

neutralizantes obtidos. Este fato pode ser atribuido a composicdo da vacina
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comercial que possuia cepa atenuada para o BoHV- 1, que possui maior
intensidade e duracdo da resposta (KELLING, 2004; CHASE; ELMOWALID;
YOUSIF, 2004).

A proporcao de células B CD21* encontrada foi de 24,8% considerando-
se as 30 analises de citometria de fluxo realizadas nesta pesquisa. Este valor €
um pouco inferior a média de 30% encontrada por Kampen et al. (2006).

As proporgdes de células B CD21* ndo diferiram estatisticamente nos
bezerros vacinados e néo vacinados. No entanto, observou-se tendéncia no
aumento na porcentagem destas ceélulas apds resposta imune secundaria no
grupo de bezerros vacinados. O pequeno numero de animais incluidos nos
grupos experimentais foi uma limitacdo para a comprovacao das diferencas

estatisticas entre os grupos de bezerros VAC (+) e VAC ().

b.) Avaliagdo da Resposta Imune Celular

Nesta pesquisa foi adotado modelo para avaliacdo da resposta imune
mediada por células induzida pela vacinacdo, adaptado de Quade & Roth
(1999) e Endsley et al. (2002).

A resposta imune mediada por células especificas para o BVDV ou
BoHV-1 dependem da estimulagdo in vitro com esses agentes e a
disponibilidade do virus para a realizacdo dos ensaios. Desta forma, as células
mononucleares do sangue foram cultivadas e estimuladas com concanavalina
A para a inducao da mitose e mensuracao do interferon-gama produzido. Além
disso, a marcacdo do CD25* foi feita nos linfécitos sanguineos e nao nas
células obtidas a partir de cultivo celular estimuladas in vitro com o virus.
Assim, nosso estudo ndo pdde garantir resposta especifica ao BVDV e BoHV-
1, que limita a especificidade destas provas para a avaliacdo da resposta
vacinal. Ou seja, desafios ambientais podem ter influenciado na nossa
resposta.

Os valores médios obtidos nas 30 analises de citometria realizadas
revelaram propor¢cdes de linfécitos T (CD3*) equivalente a 47,59%; 27,81%
para o CD4*; 17,74 para CD8*; e 33,18% para células gama-delta WC1*. A

proporcdo de células T auxiliares foi semelhante & media de 29% para CD4*
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encontrada por Wilson et al. (1996), no entanto, observou-se maiores valores
para CD8* e gama-delta WC1*. Kampen et al. (2006) obtiveram valores de 20%
para linfocitos T auxiliares (CD4%), 9% para CD8* e 20% para WCL1*, resultados
inferiores aos observados nesta pesquisa. E valido ressaltar que a faixa etaria
estudada pelos autores citados foi de 180 dias e nossos resultados referem-se
ao periodo de 180 a 240 dias.

Observamos tendéncia para maiores propor¢cdes de linfocitos T (CD3*)
do sangue de bezerros vacinados, porém suas subpopula¢cdes ndo oscilaram
com a resposta vacinal. A marcacdo de células T sanguineas parece nao ser
um bom parametro para avaliacdo da resposta vacinal, pois muitos fatores
ambientais incluindo situacdes de estresse podem ocasionar variagdes nessas
populacdes celulares.

As proporcdes de células T gama-delta WC1* e CD4* expressando o
marcador CD25* foram maiores no grupo de animais vacinados desde o inicio
do experimento aos 180 dias de idade, porém apenas observou-se diferenca
estatistica entre os grupos ap0s resposta imune primaria (T1). Talvez resposta
imune aos patdgenos presentes no meio ambiente podem ter contribuido para
estes resultados.

Os valores medianos para a producdao de IFN-gamma foi semelhante
entre os dois grupos de animais ndo-vacinados e vacinados.

Trabalho de Platt et al. (2008) e Platt et al. (2009) estimularam linfécitos
do sangue periférico in vitro com o BVDV-1, BVDV-2, BoHV-1, virus respiratério
sincicial bovino, em seguida, avaliaram a propor¢cdo de CD25" expresso nas
subpopulacdes dos linfocitos sanguineos. Para excluir outros estimulos
externos além dos agentes incluidos nas culturas, os autores consideraram
apenas as diferencas obtidas pela subtracdo da porcentagem de CD25*
presentes nas células estimuladas com os patégenos especificos em relacao a
expressdo desse marcador pelas células controle ndo estimuladas. Este
trabalho representa mais um passo para o delineamento de pesquisas futuras
gue buscam especificidade na resposta mediada por células a patégenos.

O grupo de animais vacinados apresentou uma maior resposta celular
durante o periodo de realizacdo deste estudo, porém outros desafios

ambientais devem ter influenciado nessa reposta.
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14 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que:

a) A vacinacdo dos bezerros aos seis meses de idade estimulou a
resposta imune humoral para o BoHV-1,

b) A resposta humoral estimulada por vacina inativada com BVDV
apresentou resposta parcial, considerando-se que alguns animais n&o
responderam a vacinagao;

C) A resposta imune mediada por células foi maior no grupo de
animais vacinados pela maior proporcao de linfécitos T auxiliares (CD4%) e
gama-delta (WC1*). Porém, as provas de avaliagcdo celular utilizadas ndo foram

capazes de detectar respostas exclusivas a exposi¢cado aos antigenos vacinais.
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15 CONSIDERACOES GERAIS

A interface imunidade passiva versus imunidade ativa € um tema
complexo que depende de caracteristicas especificas das propriedades,
relacionadas principalmente ao manejo e a qualidade do colostro oferecido,
assim como os desafios antigénicos encontrados pelos bezerros. Nas
condi¢cdes em que foi desenvolvida esta pesquisa, considerando-se as duas

etapas experimentais realizadas, pode-se concluir que:

@) Maes soronegativas para o BVDV e BoHV-1 néo transferem ACs
contra estes virus aos seus recém-nascidos e devem ser vacinadas no periodo

pré-parto;

(b)  Os componentes maternos protegem bezerros até os trés meses
de vida, desta forma, vacina-los apenas aos seis meses de idade representa
um risco de ocorréncia de infec¢do por BVDV e BoHV-1,

(c) A primo-vacinacdo dos bezerros, considerando-se a protecao
materna, deve ser realizada aos trés meses de idade, recordando que a
imunizacdo anterior a este periodo 0s anticorpos maternos bloqueiam a

imunidade ativa dos recém-nascidos;

(d) Bezerros vacinados aos seis meses de idade desenvolvem
imunidade humoral e celular, especialmente para o BoHV-1;

(e) Bezerros vacinados aos seis meses de idade apresentam
resposta parcial a vacinacdo para o BVDV por imaturidade imunoldgica ou
devido a composicao antigénica da vacina empregada.
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ANEXO 1

Solucéo de RPMI (suplementado) para 500 mL

2mML Glutamina..........coooeeveiiniiiinnnnnn. 0,1469
10% soro fetal bovino............ccoooeeveiiennnnns 50mL
60pg/mL Penicilina.........ccevveveeeiiiinainnininn, 3mL
20MMHEPE.......cooo i, 4,86mL
ANEXO 2

Solucéo de Concanavalina A para 5 mL

500 pg Concanavalin A.................. 0,0005g
PBS eStefil.....ccuviiiiiieieiiiiiiiiiii, 5mL






