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RESUMO

O gado Curraleiro é extremamente dadcil, resistente as doengas e parasitas,
que pode ser utilizado, sem grandes investimentos na exploragdo de pastagens
naturais de baixa qualidade onde outras ragas teriam baixa produtividade ou
até mesmo dificuldades de sobrevivéncia. Todo esse potencial genético
encontra-se em sério risco de extincdo, uma vez que esses animais vém sendo
substituidos por outros com maior produtividade. A resisténcia do Curraleiro as
enfermidades é popularmente conhecida e divulgada, porém desconhece-se
por completo a fisiologia do sistema imunolégico desses animais. Estas
caracteristicas sao notaveis justificativas para conservar este recurso genético
potencialmente importante. Assim, este estudo teve por objetivo tragar um perfil
imunoldgico, através de marcagdo imunocitoquimica e quantificacdo de
linfocitos T e B em bovinos da raca Curraleiro. Para tal, foram utilizados 116
animais entre machos e fémeas, de diferentes faixas etarias, provenientes de
duas propriedades de criagdo de gado Curraleiro do Estado de Goias, sendo
alocados em grupos conforme a faixa etaria, sexo e origem. As amostras de
sangue foram colhidas e processadas de acordo com o padrdo da técnica de
imunocitoquimica e posteriormente utilizados os marcadores linféides espécie-
especificos, anti-CD3 (MM1A — BoCD3) e anti-LB (LCTB16A — clone B-B14),
para a quantificacdo de linfécitos T e linfécitos B, respectivamente. Todo
procedimento foi realizado na Escola de Veterinaria da UFG. Inicialmente os
dados foram submetidos a estatistica descritiva e posteriormente ao teste de
Kruskall Wallis e Mann-Whitney. Com o avancar da idade, diminuiram-se os
niveis de leucdcitos, linfocitos, linfocitos T e linfocitos B. Os valores absolutos
de leucdcitos, linfocitos e linfécitos T foram maiores nos machos em relacéo as
fémeas. Nenhum dos parametros avaliados sofreu influéncia em relacdo a

diferenca de qualidade de manejo nas duas propriedades.

Palavras-chave: imunocitoquimica, CD3, LB, leucdcitos, pé-duro, perfil

imunoldgico, leucograma.
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ABSTRACT

The Curraleiro cattle are extremely docile and resistant to infectious diseases
and parasites. They may be used in exploration of low-quality pastures, without
great investments, when other breeds could show a low productivity or even
survival difficulties. This genetic potential runs risk to extinction due to its
replace by more productive breeds. The Curraleiro cattle resistence to illness is
popularly known and many works has been published about it, although its
immunologic system physiology is completely unknown. Such features are
plausible reasons for the preservation of this potentially genetic resource. So,
the mean aim of this study was to establish an immunological profile by marking
and quantification of T and B Iymphocytes in Curraleiro breed with
immunocytochemistry. Thus, it was used 116 bovines, male and female, with
different ages from two farms situated at Goias State, Brazil. The animals were
allotted in groups according to age, sex and origin. Blood samples were
collected and processed in accordance with immunocytochemistry standard
technique using lymphoid markers species-specific, anti-CD3 (MM1A — BoCD3)
and anti-LB (LCTB16A — clone B-B14), for T and B lymphocytes counting,
respectively. All procedures were accomplished at Veterinary School, Federal
University of Goias, Brazil. The data were submitted to descriptive statistics and
then to Kruskall Wallis and Mann-Whitney tests. The results showed decreased
levels of leukocytes, lymphocytes, T lymphocytes and B lymphocytes along the
age advance. Absolute values of leukocytes, lymphocytes and T lymphocytes
were higher in males than females. None of the evaluated parameters were

affected by differences of the management carried out at two farms.

Key-words: immunocytochemistry, CD3, LB, leukocytes, immunological profile,

leucogram.



1 INTRODUCAO

O bovino Curraleiro, como € popularmente conhecido nos estados
de Goias e Tocantins, ou Pé-duro, nos estados do Piaui e Maranh&o, é uma
das ragas mais antigas do Brasil. Descendente dos bovinos trazidos pelos
portugueses na época da colonizagdo e pertencentes ao tronco Bos taurus
ibericus, esses bovinos foram aos poucos se adaptando ao calor, a seca e as
pastagens de baixa qualidade, o que resultou, com o passar dos séculos, em
animais resistentes, rusticos e adaptados as condigdes adversas. No entanto,
todo esse potencial genético encontra-se em sério risco de extingdo, uma vez
que esses animais vém sendo substituidos por outras ragas mais produtivas,
principalmente os zebuinos (BARINI, 2007).

Esses animais, extremamente ddceis, resistentes as doengas e
parasitas, poderiam ser utilizados sem grandes investimentos na exploragéo de
pastagens naturais de baixa qualidade, onde outras racas teriam baixa
produtividade ou até mesmo dificuldades de sobrevivéncia. Além disso, os
cruzamentos industriais seriam uma alternativa de utilizagdo do gado
Curraleiro, com o intuito de obter animais mais resistentes e adaptados
(BARINI, 2007).

As caracteristicas destes animais sdo notaveis justificativas para
conservar este recurso genético potencialmente importante. Entretanto, os
estudos sobre essa raga ainda s&o escassos, 0 que requer o desenvolvimento
de pesquisas que visem o conhecimento especifico da mesma e,
consequentemente, objetivem a sua preservacao (JULIANO, 2006). Para tais,
inuimeros sdo os meétodos laboratoriais que podem ser utilizados para a
caracterizagdo genotipica desta espécie, entre elas destacam-se a
imunoistoquimica e a imunocitoquimica.

OLIVEIRA (1998) afirmou que estas técnicas vém sendo utilizadas
com grande impacto em patologia humana e veterinaria, devido a sua elevada
sensibilidade e especificidade. Ao combinar técnicas histologicas e
imunoldgicas, a imunoistoquimica e a imunocitoquimica, possibilitam a
deteccdo de antigenos tissulares in situ, por meio da utilizagdo de anticorpos

especificos e moléculas marcadoras (GIMENO, 1995).



Os grandes avangos cientificos e tecnologicos igualmente
determinaram as mudancgas na pratica da hematologia moderna, influenciando
especialmente no diagndstico laboratorial e nos procedimentos terapéuticos. O
progresso obtido pela imunologia tem contribuido com o desenvolvimento do
diagndstico laboratorial de diversas doengas hematoldgicas e determinagao de
especificidades da fisiologia leucocitaria. Os exemplos mais recentes se
baseiam na imunohematologia moderna, direcionada a diferenciagdo das
células, em especial dos leucdcitos, por meio da identificagdo de seus
antigenos, conhecidos por “cluster of differentiation” ou CD, e caracterizagéo
funcional das citocinas. Por esse motivo, as aplicagdes de métodos
diagnosticos alicercados na biologia molecular se tornam, cada vez mais,
instrumentos laboratoriais de grande importéncia e sensibilidade (NAOUM,
2001).

A presente dissertacdo tem como objetivo principal a realizagdo de
imunofenotipagem de linfécitos T e B circulantes em bovinos da raga
Curraleiro, mantidos sob sistema de criacdo extensivo, estabelecendo-se um

perfil imunolégico da raga.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Retrospectiva do Curraleiro no Brasil

Na época da colonizacdo, em meados do século XVI, iniciou-se a
criacdo de gado no Brasil, revelando-se de grande importancia para a coldnia
recém-descoberta. Os bovinos foram trazidos por colonizadores portugueses e
espanhdis. A historia da introdugdo do gado bovino no Brasil atribui-se a Tomé
de Souza, o primeiro Governador Geral do Brasil, o qual introduziu os animais
diretamente nas capitanias hereditarias onde atualmente estdo os Estados de
Pernambuco, Bahia e Sdo Paulo (VELLOSO, 1996; JULIANO, 2006).

Como na América do Sul ndo existiam animais da espécie bovina, foi
necessario trazer da Peninsula Ibérica e, eventualmente das ilhas Canarias e
de Cabo Verde, o gado indispensavel a producado de leite e carne durante a
longa fase da colonizacédo (PRIMO, 1992; BRITTO, 1998; MARIANTE &
EGITO, 2002). Os animais eram transportados junto aos escravos,
desembarcavam e eram trocados por agucar e outras mercadorias (PRIMO,
1992; BRITTO, 1998). As racas nativas importadas deram inicio ao
povoamento dos campos naturais do Brasil e adaptaram-se ao novo ambiente,
formando grandes rebanhos e originando diversas variedades, algumas das
quais, hoje, sdo geneticamente melhoradas (PRIMO, 1992). De acordo com
ATHANASSOF (1958) e PAULA NETO (2004), estes bovinos pertenciam a trés
troncos: Bos taurus ibericus, Bos taurus aquitanicus e Bos taurus batavicus.

No Brasil, a primeira introducdo de gado bovino data de 1534, em
Sao Paulo, na cidade de Sao Vicente, por ordem do donatario desta capitania
hereditaria, Martin Afonso de Sousa, sendo os animais enviados de Portugal
por sua mulher, Dona Ana Pimentel, para serem criados na Fazenda “Madre de
Deus”, em Inguaguassu (PRIMO, 1992; VELLOSO, 1996; JULIANO, 2006). O
gado de Sao Vicente espalhou-se pelo rio das Velhas, chegando ao Séo
Francisco, em Minas Gerais. E certo que de Sao Vicente foram levadas reses
para Goias e, em 1759, as margens dos rios das Almas e Canabrava (Sertdes

de Amaro Leite, atualmente Mara Rosa), onde dois padres Jesuitas teriam seis



fazendas, contendo mais de trés mil cabegas bovinas (PRIMO, 1992;
JULIANO, 2006).

O gado conhecido no Piaui e Maranhdo como Pé-duro e, como
Curraleiro em Goias e Tocantins, provém da unido das ragas portuguesas
Alentajana e Galega, com animais de origem espanhola pertencentes ao tronco
Bos taurus ibericus, introduzidos por meio das col6nias do Prata (VIANA, 1927;
PAULA NETO, 2004). Segundo CARVALHO & GIRAO (1999), PAULA NETO
(2004) e JULIANO (2006), esses animais seriam descendentes da raca
Mirandesa, mais particularmente da variedade Beiroa, presente em Portugal e
na provincia espanhola de Leon. Porém, parece pouco provavel que apenas
bovinos mirandeses tenham originado o gado Curraleiro, mas sim um grupo de
animais originarios de diferentes grupos genéticos, que, na época, ndo eram
reconhecidos como raga. Esses bovinos adequaram-se gradativamente a
pastagens de baixa qualidade, a condi¢cbes de baixa umidade, ao calor e outros
fatores adversos. O resultado dessa selegcao natural foi a sobrevivéncia de
animais altamente resistentes e adaptados as condi¢gdes desfavoraveis dos
tropicos.

De acordo com dados histéricos, as racas Curraleiro, Crioulo
Lageano e Pantaneiro, provavelmente possuem ancestral comum, o Bos taurus
ibericus, enquanto as ragas Caracu e Mocho Nacional tém como provavel
ancestral o Bos taurus aquitanicus (PRIMO, 1992).

Algumas das principais caracteristicas de porte e conformagéo do
gado Curraleiro séo: peso animal adulto de 380 kg para os touros e 300 kg
para as fémeas, assim como altura minima de 1,38 m e 1,24 m,
respectivamente. As pelagens mais comuns sao a vermelha clara e a baia, com
extremidades, vassoura, focinhos e espelho nasal pretos. Algumas reses
também apresentam tonalidades escuras no chanfro e em torno dos olhos
(Figura 1). As orelhas sdo pequenas, a barbela e o umbigo s&o reduzidos, os
chifres geralmente s&o curtos, em forma de coroa ou longos em meia lira, e 0s
membros sédo delgados e bem proporcionados (BRITTO, 1998; JULIANO,
2006).
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FIGURA 1 — Exemplares de bovinos da raca Curraleiro, do municipio de
Cavalcante-GO, com caracteristicas zootécnicas préprias da
raca. Fonte: BARINI (2007).

De acordo com CARVALHO & AMORIM (1989), a raga Curraleiro
formou-se em regime de criagdo super extensiva com minimos cuidados
sanitarios e de alimentacao, resultando em animais extremamente rusticos, que
constituem recurso genético para a pecuaria brasileira. Dados disponiveis
demonstram extraordinaria habilidade combinatdria entre racas naturalizadas e
destinadas a exploracdo comercial, tornando necessaria a avaliagao de
potencial e uso racional nos paises da América Latina (CAMARGO, 1984;
JULIANO, 2006).

Na América Latina, o gado naturalizado foi a base da pecuaria por
quase cinco seculos, porém, nos dias de hoje encontra-se a ponto de ser
totalmente absorvido por outras ragas. Algumas populagbes vém sendo
cruzadas com linhagens exoéticas sem nenhum plano sistematico de
melhoramento, na expectativa de que as racgas introduzidas diluam problemas
de producdo que estdo associados a outros entraves da pecuaria, como
sanidade e nutricdo (CAMARGO, 1984; JULIANO, 2006).

A resisténcia a doengas € um atributo particularmente importante
nos sistemas de produgdo pecuaria e a sanidade pode ser fator limitante na
sustentabilidade desses sistemas. A possibilidade de aumentar a resisténcia
genética a doengas em um rebanho é bastante viavel aplicando-se técnicas

simples, como a inclusdo de ragas nativas ou naturalizadas nos programas de



melhoramento genético, ou ainda, utilizando marcadores moleculares na
selecao de reprodutores (GIBSON, 2002; GIBSON & BISHOP, 2005).

A extingdo de ragas naturalizadas brasileiras representaria perda
irreparavel para a ciéncia, pois, com elas, desapareceriam também inumeras
informagdes contidas na estrutura genética, esta ultima desenvolvida ao longo
de séculos de selecdo natural, sendo que, certamente, tal selegcdo secular
conferiu ao Curraleiro caracteristicas de boa adaptacdo ao meio e maior
resisténcia a doencas e parasitas (MARIANTE & CAVALCANTE, 2000). A
resisténcia do Curraleiro as enfermidades que comumente afetam os rebanhos
bovinos €& popularmente conhecida e divulgada, porém desconhece-se por
completo a fisiologia do sistema imunoldgico desses animais (JULIANO, 2006).

Diante disso, grupos de pesquisadores tém se empenhado em
estabelecer programas de conservagdo destinados a protegdo desse
patrimdnio genético, seja na forma de nucleos de criagéo (in situ) ou por meio
da armazenagem de material genético em laboratério (ex situ). Os programas
de conservacdo in situ de populacbes animais, domésticas ou silvestres,
implicam inicialmente em aumentar o numero de individuos, garantindo a
variabilidade genética da espécie envolvida. Para tanto, utilizam-se técnicas de
manejo destinadas a maior circulagdo de animais entre criatorios, estimula-se a
abertura de novos nucleos de criagdo e aplicam-se biotecnologias designadas
a maximizar a eficiéncia reprodutiva da populagédo (JULIANO, 2006).

Aproximadamente 50% das populagdes ou tipos raciais
desenvolvidos no Brasil ja foram extintos ou vém sofrendo processo
progressivo de extingdo. Algumas ragas eximiram-se da situagao de risco que
se encontravam como é o caso da raga Caracu, que alcangou tal éxito gracas a
trabalhos desenvolvidos em parceria com 6rgaos governamentais, associagoes
de criadores e empresas particulares (PRIMO, 1992). Dentre as racgas
desenvolvidas no Brasil, a do gado Curraleiro € uma das que requerem
atengado particular, ja que ndo ha informagbes precisas sobre 0 numero de
animais, localizacdo e caracteristicas de seus criatérios, bem como sobre
particularidades fisioldgicas e sanitarias da raca (CARVALHO, 1985).

Nas ultimas décadas, a raga Curraleiro foi gradativamente
substituida por outras consideradas mais produtivas, particularmente pelas

zebuinas, por isso, os animais estdo condenados ao desaparecimento. Vale



ressaltar que fatalmente desaparecerdo caracteristicas desta raga, como
rusticidade, adaptagao e resisténcia a doengas, que nao serao transferidas a
outras ragas comercialmente mais valorizadas (JULIANO, 2006).

O gado Curraleiro pode ser encontrado nos estados do Maranhao,
Piaui, Goias e Tocantins. Seus criadores ressaltam a rusticidade, o baixo custo
de produgdo e a baixa exigéncia nutricional como qualidades indiscutiveis
desses animais (JULIANO, 2006). Atualmente existem poucas informacgdes
disponiveis sobre o rebanho nacional de Curraleiro, sendo que, em 1992,
estimava-se que este fosse formado por menos de 300 animais. Como a
tendéncia deste niumero é diminuir, varios animais foram alocados em nucleos
de preservacao oficial e de iniciativa privada (MARIANTE & DE BEM, 1992).

Em 1997, apoiada pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria), foi registrada no Ministério da Agricultura e Abastecimento, a
Associacao Brasileira de Criadores de Curraleiro (ABCC), sediada em Mara
Rosa, GO, que tem como objetivo a preservagao da raga. Além disso, a
EMBRAPA vem mantendo em S&o Jodo do Piaui, uma fazenda de
conservagdo do gado Peé-duro, também com o propédsito de evitar o
desaparecimento da raga (PAULA NETO, 2004). A ABCC apresenta cadastro,
com atualizagdo datada de marco de 2005, de 22 criatérios, com numero
estimado de 2008 animais (BOAVENTURA et al., 2005).

Em 2000, em parceria com as fazendas Trijungdo, a Universidade
Federal de Goias montou uma Estacdo Experimental de Estudo do Gado
Curraleiro (EEEGC), localizada nestas propriedades, com o intuito de adquirir
maiores conhecimentos acerca da raga, por meio da elaboracéo e execucgao de
projetos de pesquisa. As fazendas Trijungdo compreendem um conjunto de
propriedades rurais situadas na divisa dos estados de Goias, Bahia e Minas
Gerais, que originou o nome Trijuncdo e onde ha criacdo de Curraleiro e
Caracu, além de ovinos, caprinos e animais silvestres (PAULA NETO, 2004).
Destaca-se que em 2003, iniciou-se uma nova etapa de trabalho na intencao
de registrar a raga Curraleiro junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (JULIANO, 2006).

Para a preservagao da raga € importante o conhecimento prévio das
caracteristicas fisiologicas e as principais doencas que acometem estes

animais, sendo indispensavel que se determinem os diferentes parametros



hematolégicos nas diferentes fases da vida do animal. O estabelecimento do
perfil hematolégico assume papel importante tanto na avaliagdo do estado
geral como meio auxiliar na caracterizacéo diagnostica de varias enfermidades
tanto no individuo como no rebanho (MORRIS & LARGE, 1993).

2.2 Sistema imune: caracteristicas gerais

Desde os primeiros estudos e descobertas, a imunologia tem
passado por rapida transformacdo, paralela aos avangos da tecnologia
aplicada a saude humana e animal. Mesmo assim, ainda ha muito a ser
investigado sobre a interacdo do sistema imunolégico com processos
fisiologicos, patologicos e epidemioldogicos dos animais domeésticos. Os
componentes do sistema imunoldgico e suas fungbes na manutengcdo do
estado de saude dos animais podem ser investigados por meio de diferentes
métodos diagndsticos, como a imunoistoquimica e a imunocitoquimica
(JULIANO, 2006).

A resposta imune é elaborada a partir de tecidos, células e
mediadores quimicos especializados, que formam o sistema imune. A
eficiéncia funcional desse sistema depende da capacidade do mesmo em
reconhecer antigenos enddgenos e exdgenos de acdo deletéria ao organismo
como um todo ou a determinados o6rgaos, tecidos ou células. Tal
reconhecimento ativa o sistema imune para neutralizagdo ou diluicdo de
antigenos, sendo que os linfécitos desempenham papel central neste ambito. A
resposta imune é altamente antigeno-especifica, porém células fagocitarias do
sistema de defesa tecidual podem atuar de forma inespecifica tanto para a
apresentacao inicial do antigeno como para efetuar a lise final do patégeno
(STEVENS & LOWE, 2001).

Qualquer resposta imune envolve inicialmente o reconhecimento do
patdgeno e, em segundo lugar, a elaboragdo de uma reacao dirigida a este
elemento, com a finalidade de elimina-lo. Assim, definem-se dois tipos de
resposta imune: inata e adquirida. A resposta inata € inespecifica, realizada
principalmente por neutréfilos e macréfagos, os quais identificam a particula

antigénica, fagocitam-na e desencadeiam a liberagcdo de citocinas que



contribuem para a instalacdo do processo inflamatério e para a intensificacédo
da resposta imune. Ja a resposta adquirida apresenta especificidade na
identificacdo de antigenos, aumenta a intensidade da resposta imune com a
exposicao repetida a antigenos e tem caracteristica de memaria imunoldégica,
sendo que os linfocitos constituem as principais células desta resposta imune
especifica (ROITT et al., 2003; BALESTIERI, 2006; JANEWAY et al., 2007).

Todas as células do sistema imune possuem proteinas
citoplasmaticas ou de membrana celular especificas, que sdo denominadas de
acordo com um sistema internacional de identificacdo que as relaciona com
proteinas que se expressam em diferentes fases da maturagdao celular
(epitopos). Essas proteinas sdo chamadas de grupos de diferenciagao celular
ou CD (cluster of differentiation) e podem ser reconhecidas por anticorpos
monoclonais sintetizados em laboratério. Anticorpos contra diferentes
moléculas CD podem ser utilizados para identificar células linféides, por meio
da detecgao de epitopos especificos, com o emprego de técnicas imunoldgicas
de marcagdo como a imunoistoquimica e a imunocitoquimica, procedimento
este denominado imunofenotipagem (NAOUM, 2001; STEVENS & LOWE,
2001; NAKAGE et al., 2005; BALESTIERI, 2006). Segundo NAKAGE et al.
(2005), os anticorpos monoclonais sdo os reagentes de escolha para a
realizacdo da imunofenotipagem, devido a sua alta especificidade, reacao
cruzada minima e reprodutibilidade.

Segundo NAOUM (2001), ja foram reconhecidos em experimentagao
laboratorial aproximadamente 170 diferentes tipos de CD, e as relagdes entre
as células identificadas e suas fungdes especificas também foram
relacionadas. Entretanto, principalmente em relagdo aos linfécitos e
macrofagos, € possivel antever a importancia da determinagao dos CDs para a
diferenciacdo e especificagdo de sub-populagdes das principais células do

sistema imunoldgico.

2.2 .1 Linfocitos

Os linfécitos sdo células do sistema imune que conferem

especificidade a resposta imunoldgica por serem portadoras de receptores
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especificos para os determinantes antigénicos presentes nos antigenos. Séao,
portanto, as células responsaveis pelo reconhecimento de antigenos estranhos
e pela montagem das respostas imunes (TIZARD, 2002). Como existem
diferentes formas de resposta imune, é razoavel que existam varias populagdes
e sub-populacbdes de linfécitos, cada uma com caracteristicas e fungdes
diferentes (BALESTIERI, 2006).

Os linfocitos estédo localizados em tecidos ou 6rgaos linféides, que,
de acordo com sua funcdo, podem ser classificados em primarios e
secundarios. Nos érgaos primarios, como a medula éssea e o timo, os linfocitos
passam por processos de maturacdo e diferenciacdo. Apos estas fases, os
linfécitos migram para os orgaos linféides secundarios, como linfonodos e
baco, onde poderdo exercer suas fungdes. Nos mamiferos, os precursores dos
linfécitos que ficam na medula éssea se diferenciam em linfocitos B (LB),
enquanto os que migram da medula 6ssea para o timo se diferenciam em
linfocitos T (LT) (BALESTIERI, 2006; WIKSTROM, 2006; JANEWAY et al.,
2007).

Nos mamiferos adultos, o desenvolvimento continuo de novas
células T no timo é reduzido devido a regressao inerente ao érgao nesta classe
animal, sendo, portanto, a quantidade de LT mantida por meio de células T de
longa duracéo e da divisdo de LT maduros fora dos 6rgaos linféides primarios.
Por outro lado, novas células B sdo continuamente produzidas pela medula
O0ssea, mesmo nos individuos adultos (JANEWAY et al., 2007).

Os linfocitos sdo, em sua maioria, células pequenas de formato
arredondado, variando de 7 a 15 ym de didmetro, com uma borda fina de
citoplasma, onde se encontram poucas organelas citoplasmaticas. No nucleo
excéntrico, localiza-se a cromatina em estado condensado, que se cora intensa
e uniformemente com a hematoxilina (TIZARD, 2002). Este aspecto é tipico de
células inativas, visto que nao exibem atividade funcional até encontrarem um
antigeno, assim como moléculas co-estimuladoras induzidas pela imunidade
inata, as quais fornecem os sinais necessarios para a ativagcdo de sua
proliferacdo e diferenciacdo de caracteristicas funcionais especializadas
(JANEWAY et al., 2007).

Os linfécitos possuem receptores para antigenos especificos que

reconhecem e respondem a molécula apresentada e, eventualmente, sao
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responsaveis pela producdo de anticorpos e pela destruicdo de células
anbmalas. Normalmente, estas respostas ocorrem no interior dos 6rgaos
linféides, o que proporciona ambiente adequado para uma eficiente interagcao
entre linfocitos, células apresentadoras de antigenos e antigenos (TIZARD,
2002).

Dois tipos morfologicamente distintos de linfécitos sao observados
em esfregacos de sangue periférico: os linfécitos pequenos, agranulares e com
alta relacdo nucleo/citoplasma (N:C), e os linfocitos grandes, com granulos
azurofilicos intracitoplasmaticos e baixa relagdo N:C (BALESTIERI, 2006). A
primeira populagao celular é descrita como os linfécitos classicos, ou seja,
linfécitos T e B. Ja a segunda populagdo celular sdo os linfécitos grandes
granulares, entre os quais se encontram as células exterminadoras naturais
(Natural killer cells — NK) e os LT com receptores do tipo yo (gama/delta)
(STEVENS & LOWE, 2001; TIZARD, 2002).

As células NK e os linfocitos T yd desempenham papel
fundamentalmente citotoxico, ou seja, tém a capacidade de destruir células e
antigenos que nao tiveram ativagcado prévia por outros linfocitos T, fenbmeno
este denominado citotoxicidade mediada por células. Além de presentes em
meio aos constituintes sanguineos, também compdem as células do tecido
esplénico, sendo que, quando presentes no sangue, assumem morfologia de
linfécitos grandes granulares (STEVENS & LOWE, 2001; TIZARD, 2002;
BALESTIERI, 2006; JANEWAY et al., 2007).

Apesar da aparéncia uniforme, linfocitos constituem uma mistura
diversa de populagdes celulares, cada uma delas com propriedades e fungdes
caracteristicas. Embora estas populacdes nao possam ser identificadas com
base na sua estrutura, é possivel identifica-las por suas proteinas de superficie
celular caracteristicas, os CDs, utilizando-se para tal os anticorpos
monoclonais. Pela analise da imunofenotipagem celular, é possivel mostrar que
a populacgao difere quanto a origem e fungao (TIZARD, 2002; NAKAGE et al.,
2005; SUETAKE et al., 2006).

Segundo NAKAGE & SANTANA (2006) e SUETAKE et al. (2006),
estudos citomorfoldégicos e citoquimicos sdo métodos classicos para

caracterizar e classificar células hematopoéticas, porém técnicas
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imunoquimicas como a imunocitoquimica tém provido grande avango na

diferenciagao e classificagao de células sanguineas.

a) Linfocitos T

Os linfocitos T foram assim designados por terem sua maturagao
completada no timo (FEITO et al., 2002; WIKSTROM, 2006). Sao encontrados
em grande numero nos orgaos linféides especializados, mas também circulam
no sangue e migram para os tecidos corporais. Constituem a populacgéo linféide
predominante, respondendo por até 80% dos linfécitos circulantes. Podem ser
classificados em dois tipos: linfécitos T auxiliares (do inglés, T Helper - LTh) e T
citotoxicos (LTc). (JAIN, 1993; TIZARD, 2002; BALESTIERI, 2006; FURTADO,
2006; SUETAKE et al., 2006), participando da resposta imune com fungdes
reguladoras e com atividades efetoras ou citotdxicas, respectivamente
(SUETAKE et al., 2006; WIKSTROM, 2006).

As estruturas mais importantes na superficie dos linfocitos sado os
seus receptores antigénicos, os quais sdo adquiridos durante o processo de
maturagcao, sendo estruturas complexas que contém varias proteinas com
diferentes fungdes. Algumas se ligam a antigenos e outras sdo responsaveis
por transdugdo de sinais (TEIXEIRO et al., 2004; FURTADO, 2006;
WIKSTROM, 2006). De acordo com JANEWAY et al. (2007), cada célula T
possui cerca de 30.000 moléculas idénticas de receptores de antigenos em sua
superficie, sendo cada receptor constituido de duas cadeias polipeptidicas
diferentes.

O receptor antigénico das células T é dito como TCR (do inglés, T
cell receptor) (BALESTIERI, 2006; JANEWAY et al., 2007), que pode ser
classificado em duas categorias de acordo com a sequéncia de aminoacidos na
regiao constante: TCR-1 e TCR-2 (FURTADO, 2006). As células TCR-1
expressam as cadeias y e 6 (gama e delta), constituindo o receptor yo da célula
T (TCR v3), enquanto as células do TCR-2 expressam cadeias a e 3 (alfa e
beta), formando o receptor a8 da célula T (TCR af). Sabe-se ainda que ambos,
LTc e LTh, possuem sequéncia TCR-2 (FEITO et al., 2002; TIZARD, 2002;
KUHNS et al., 2006; LE DEIST et al., 2007).
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O TCR-1 é assim denominado, pois os LT que expressam esse
receptor surgem antes dos linfécitos que expressam TCR-2, durante o
processo de maturagcdo no timo (BALESTIERI, 2006). Nos humanos,
camundongos e, provavelmente, na maioria dos n&o-ruminantes,
aproximadamente 90% das células T possuem receptores af3, sendo o restante
de receptores v& (VESOSKY et al., 2003; KUHNS et al., 2006; WIKSTROM,
2006). O contrario ocorre em ruminantes, nos quais acima de 60% da
populagdo de células T apresentam TCR v3 (TIZARD, 2002; PESSA-
MORIKAWA et al., 2004).

Diferente das imunoglobulinas, os TCRs n&o reconhecem antigenos
soluveis, devendo assim interagir com antigenos ligados a moléculas de
apresentagao antigénica, os complexos de histocompatibilidade maior (MHC)
(KUHNS et al.,, 2006), os quais estdo presentes na superficie das células
apresentadoras de antigeno (APC), como os macréfagos (DRAKE et al., 2006;
WIKSTROM, 2006). As APCs circulam pelo organismo ingerindo e digerindo os
antigenos, fragmentando-os em peptideos, fenbmeno este denominado
fagocitose (STEVENS & LOWE, 2001). Parte desses peptideos se liga a
moléculas do MHC e sao apresentados na superficie celular sob a forma de
complexo MHC/peptideo. Em determinadas situagbes, todos os leucdcitos
podem exercer a fungado de apresentadores de antigenos, porém macroéfagos,
células dendriticas e linfécitos B compreendem os componentes mais
importantes para esse designio (DRAKE et al., 2006; FURTADO, 2006;
JANEWAY et al., 2007).

As proteinas das APCs sao de dois tipos: MHC classe | e MHC
classe I, que estimulam respectivamente os LTc e LTh (FURTADO, 2006;
SUETAKE et al., 2006; WIKSTROM, 2006). Os TCRs tém a funcédo de
reconhecer diferentes complexos MHC/peptideo (ARNETT et al., 2004) e, uma
vez ativados por este reconhecimento, os LTc se dividem e secretam citocinas,
enquanto os LTh mobilizam outros componentes do sistema imunoloégico,
participando ativamente na imunorregulacédo (FURTADO, 2006; JANEWAY et
al., 2007).

A ligagdo do antigeno ao TCR deve enviar um sinal ao LT para
desencadear uma resposta imunolégica (CALL & WUCHERPFENNIG, 2005).
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As cadeias de ligagao do antigeno ao TCR estdo sempre associadas de forma
nao-covalente com um grupo de glicoproteinas coletivamente denominadas de
complexo CD3, o qual transfere o sinal da molécula TCR ao LT (FEITO et al.,
2002; CALL & WUCHERPFENNIG, 2004; KUHNS et al., 2006; LE DEIST et al.,
2007). Desta forma, o TCR e o CD3 formam complexos que se aderem na
superficie das células T, por esse motivo o CD3 é uma proteina
obrigatoriamente presente na membrana das células T (ARNETT et al., 2004;
CALL & WUCHERPFENNIG, 2005; SUETAKE et al., 2006; LE DEIST et al.,
2007).

Outra proteina importante encontrada nas células T, designada CD8,
€ imunomarcada apenas nas células T que podem atacar e lisar células alvo,
os linfocitos T citotéxicos (LTc) (STEVENS & LOWE, 2001; FURTADO, 2006;
WIKSTROM, 2006). Esse tipo celular reconhece antigenos ndo processados
quando apresentados por células em associagao com moléculas do MHC de
classe |. Portanto, estes linfocitos sdo identificados como CD3+/CD8+
(SUETAKE et al., 2006; LE DEIST et al., 2007).

O CD4 compreende outra proteina presente somente em células T
auxiliares (LTh), que reconhecem antigenos exdgenos processados. Portanto,
estes linfécitos sdo identificados como CD3+/CD4+ (STEVENS & LOWE, 2001;
SUETAKE et al., 2006; LE DEIST et al., 2007). O CD4 é um receptor de células
T para as moléculas do MHC de classe |l, presentes na superficie das APCs.
Os LTh ativam a resposta imune secretando citocinas, auxiliando assim outras
células a realizarem suas fungdes efetoras (FURTADO, 2006; SUETAKE et al.,
2006; WIKSTROM, 2006).

Ha ainda um terceiro tipo celular, os linfocitos T supressores, que
podem expressar tanto moléculas CD4 como CD8. Agem inibindo a resposta
gerada pelas células LTh, modulando a resposta imune (STEVENS & LOWE,
2001; TIZARD, 2002; WIKSTROM, 2006).

Em contrapartida, alguns linfécitos T podem ndo expressar nenhum
dos dois marcadores, caracterizando linfécitos T duplamente negativos, ou
seja, CD4-/CD8- (LE DEIST et al., 2007). As células CD4-/CD8- compdem
grande parte da populacgao linféide sanguinea nos ruminantes jovens, podendo

chegar a 80% nos bezerros recém-nascidos e a 60% nos bovinos adultos. A
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maioria destas células duplamente negativas possui o TCR y3, sendo
denominados linfécitos T yd, que também expressam CD3 (TIZARD, 2002;
PESSA-MORIKAWA et al., 2004). Enquanto as fung¢des das células T af3 na
resposta imune estdo bem caracterizadas, as das células T y3 sdo bem menos
definidas (FERENS et al., 1998; VESOSKY et al., 2003).

Ja as células NK nao expressam CD3, contudo, podem também ser
reconhecidas por métodos imunoquimicos, pois expressam CD16, CD56 e
outros (STEVENS & LOWE, 2001).

b) Linfocitos B

Os linfécitos B concentram-se principalmente em 6rgaos linfoides
especializados, embora um pequeno numero mantenha-se na circulacio
sanguinea, contribuindo com aproximadamente 10% a 20% dos linfocitos
circulantes (STEVENS & LOWE, 2001; FURTADO, 2006).

Semelhante as células T, todo LB possui receptores antigénicos em
sua superficie, porém em propor¢gao bem maior, ou seja, cada LB possui cerca
de 200.000 a 500.000 moléculas idénticas de receptores de antigenos
(TIZARD, 2002). No caso dos LB, os receptores de antigeno sdao chamados
BCR (do inglés, B cell receptor). Estes receptores sdo moléculas de
imunoglobulinas (lg) associadas de forma ndo-covalente a moléculas
heterodiméricas da superfamilia das Igs, a Iga e a IgB, que em conjunto
formam o BCR (BALESTIERI, 2006; SUETAKE et al., 2006; WIKSTROM,
2006). As Iga e a IgB sdo também chamadas, respectivamente, de CD79a e
CD79b, as quais atuam no BCR como transdutores de sinal e sdo encontradas
em todas as linhagens e fases de maturagdo dos linfécitos B (STEVENS &
LOWE, 2001; TIZARD, 2002).

O BCR, da mesma forma que o TCR, pode ser dividido em dois
componentes diferentes, sendo que um se conjuga com o antigeno e o outro
envia um sinal apropriado para a célula B (WIKSTROM, 2006). Diferente dos
receptores das células T, os BCRs sao capazes de reconhecer partes livres
soluveis dos antigenos, sem necessidade de participagdo das moléculas do
MHC (DRAKE et al., 2006).
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As moléculas de imunoglobulinas (Ig) sao glicoproteinas de
aproximadamente 160kDa, também chamadas de anticorpos (TIZARD, 2002).
S&o proteinas da fragdo de gamaglobulinas, sintetizadas por linfécitos B, sendo
seus BCRs soluveis, que possuem capacidade de reconhecer, precipitar ou
neutralizar microorganismos invasores ou proteinas estranhas (STEVENS &
LOWE, 2001). De acordo com TIZARD (2002), existem cinco classes diferentes
de Ig e BCR, os quais diferem quanto ao uso das cadeias pesadas, sendo: IgA,
IgD, IgE, 1gG e IgM.

Quando estimuladas por um antigeno, as células B se dividem e se
diferenciam em plasmacitos, secretando altas concentragdes de anticorpos. A
ligacédo dos anticorpos ao patégeno faz com que o0 mesmo seja neutralizado e,
em seguida, lisado por enzimas do sistema complemento ou por fagdcitos
(FURTADO, 2006; JANEWAY et al., 2007).

Os linfocitos B, os plasmodcitos e os anticorpos sdo a base da
resposta imune humoral. Algumas células B se transformam em células de
memoria, que permanecem na circulagdo e garantem resposta rapida e eficaz
contra futuras exposi¢cdes aquele antigeno (STEVENS & LOWE, 2001;
TIZARD, 2002; JANEWAY et al., 2007).

As células B também desempenham importante fungdo de APCs.
Possuem receptores especificos que podem se ligar a moléculas antigénicas
inteiras, os MHC de classe Il. Depois disso, as células B endocitam e
processam antigenos antes de apresenta-los, em associagdo com moléculas
de MHC, para as células T (TIZARD, 2002; SUETAKE et al., 2006). A
importancia das células B como células processadoras de antigenos pode ser
confirmada pela resposta prejudicada das células T em animais que possuem
deplecédo de células B (TIZARD, 2002).

Da mesma forma que ocorre nos LT, outras proteinas também sao
encontradas na superficie das células B, como CD19, CD20 e CD22, que sao
os principais marcadores utilizados na identificacdo dos LB por
imunofenotipagem. O CD10 é encontrado nas células pré-B e é perdido
durante a fase de maturagao celular. O CD21 e CD35 sao receptores para o
sistema complemento, sendo entdo expressos quando os LB sio ativados. O
CD40 é expresso nos LB e esta envolvido nos sinais de ativagdo dos LTh.

Além dos descritos acima, os LB possuem outros marcadores de superficie, os
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quais podem, da mesma maneira, ser identificados por anticorpos monoclonais
(STEVENS & LOWE, 2001; WIKSTROM, 2006).

2.3 Fatores que podem influenciar os valores leucocitarios em bovinos

Nos bovinos, condigdes ambientais e regionais, tipo de alimentagéo
e criagdo, qualidade do alimento, higiene, condi¢des do solo, variagdes
estacionais, idade, sexo, raga e condi¢cbes patoldgicas subclinicas e clinicas
influenciam significativamente nos resultados laboratoriais desta espécie
(HAIDER et al., 1989; BIRGEL JUNIOR, 1991; BIRGEL, 1997; FAGLIARI,
1998). Segundo JAIN (1993), alguns valores sanguineos sao significativamente
influenciados pela idade e, em menor grau, pelo sexo e raga. Outros fatores
como disturbio emocional, excitacao, atividade muscular, temperatura ambiente
e altitude também influenciam em alguns parametros sanguineos. O numero de
linfécitos, particularmente em animais jovens, é semelhantemente elevado por
disturbios emocionais e exercicios, em fungdo do aumento do fluxo nos ductos
toracicos.

Para BIRGEL JUNIOR (1991), fatores ambientais exercem
significativa influéncia sobre o quadro hematolégico dos animais, que pode
apresentar evidentes variagées dos constituintes sanguineos. Assim, valores
obtidos para animais criados em determinada regido, nao podem ser
considerados sem adequada avaliagao, como padrao de referéncia para os de
outra regiéo.

A interpretacao de resultados laboratoriais em Medicina Veterinaria é
fundamentada em valores de referéncia obtidos de uma populagao
representativa, mas JENSEN et al. (1992) constataram que uma enfermidade
pode afetar algum parametro laboratorial no individuo e o resultado pode
encontrar-se dentro do intervalo correspondente para a populagdo, mas fora do
seu proprio intervalo de referéncia.

Como ja é clara a ocorréncia de variagdes individuais, ressalta-se a
importancia da obtenc&o de valores regionais de referéncia (BIRGEL JUNIOR,
2001). BIRGEL JUNIOR (1991) relatou que valores padrdes encontrados na

literatura internacional e considerados como de referéncia nos paises do
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Hemisfério Norte ndo devem ser adotados no Brasil, pois podem resultar em
erros grosseiros de interpretacgao.

Para AYRES (1994) e COSTA (1994), no caso particular do bovino,
€ importante ressaltar que as varias racas criadas no Brasil pertencem a duas
espécies distintas: os taurinos (Bos taurus) e os zebuinos (Bos indicus), o que
implica em maiores variagbes e, consequentemente, na necessidade de
estabelecer valores de referéncia especificos para cada uma das racas que
compde o nosso rebanho.

FAGLIARI et al. (1998), ao analisarem amostras de sangue de
bovinos lactentes, desmamados e adultos, das racas Nelore (Bos indicus) e
Holandesa (Bos taurus), assim como de bubalinos na raga Murrah, concluiram
que a contagem de leucécitos dos bovinos desmamados da raga Holandesa foi
superior a da raca Nelore e semelhante a dos bubalinos, demonstrando assim
a influéncia racial sobre a contagem de leucdcitos.

De acordo com GONCALVES et al. (2001), os hemogramas dos
bovinos da raga Guzera mostraram-se dentro da faixa de normalidade citada
na literatura internacional para outras ragas bovinas, sendo também préximos
aos valores relatados para outras racas zebuinas do Estado de Sao Paulo.

BIONDO (1998), estudando a influéncia de fatores etarios e sexuais
no hemograma de bovinos da raga Nelore no primeiro més de vida, concluiu
que nédo houve diferenca quanto aos fatores sexuais no eritrograma e
leucograma dos animais. Ja PAULA NETO (2004) relatou que em seu
delineamento com bovinos da raga Curraleiro, o sexo influenciou no valor
médio de leucdcitos, sendo maior nos machos.

O numero de leucdcitos circulantes varia consideravelmente entre os
bovinos. Geralmente, ha uma tendéncia da contagem dos leucdcitos ser maior
ao nascimento e na fase de crescimento, apresentando reducao gradual com o
avanco da idade (JAIN, 1993).

Segundo WYATT et al. (1994), KULBERG et al., (2004) e KAMPEN
et al. (2006), bezerros e novilhas apresentam maiores valores absolutos de
linfécitos no sangue periférico que os animais adultos, sendo que os bezerros
possuem uma alta proporgao de linfécitos T expressando o TCR yd, comparado

aos animais mais velhos.
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BIRGEL JUNIOR (1991), COSTA (1994), FAGLIARI et al. (1998),
GONCALVES et al. (2001) e PAULA NETO (2004), estudaram a influéncia da
idade na variagdo leucocitaria e observaram diminuicdo na contagem dos
linfécitos com o avangar da idade. Do mesmo modo, CANFIELD (1994), COLE
et al. (1997), MONKE et al. (1998), COSTA et al. (2000), KNOWLES et al.
(2000) e BIRGEL JUNIOR (2001) observaram uma baixa contagem de
linfocitos ao nascimento, com um consideravel aumento apds os primeiros dias
de vida. Segundo GARCIA-NAVARRO et al. (1994), animais em crescimento
apresentam indices linfocitarios mais elevados que os adultos devido a
atividade imunogénica mais intensa nos jovens.

Segundo JAIN (1993), pequenas diferengas entre os sexos podem
ocorrer, porém diferengas significativas ocorrem mais em relagao a idade, tanto
na contagem total, quanto na contagem diferencial de leucdcitos. O mesmo
autor afirmou que mudancgas tipicas da resposta ao estresse podem ser
observadas em ambas as contagens de leucdcitos nas vacas recém-paridas. O
numero de linfocitos é variavel, dependendo do grau de estresse envolvido, e o
numero dos outros tipos de leucécitos varia, dependendo também deste fator e
das condicdes das membranas fetais.

Mudancas na contagem total e diferencial de leucécitos também sao
evidenciadas durante a gestacdo e no periodo poés-parto. Contagens de
leucécitos totais e numero de linfécitos sdo maiores entre 30 e 60 dias de
gestacdo do que aos 90 dias. O aumento de corticosterdides plasmaticos, no
periodo de uma a 24 horas pés-parto € responsavel pelo aumento na contagem
de leucdcitos totais e numero de neutrofilos e na diminuicdo do numero de
linfécitos e eosindfilos (JAIN, 1993).

Parece claro que a deteccdo e a quantificacdo dos diferentes
componentes do sistema imunoldgico, como os linfécitos T e B, assim como a
analise morfoldgica dessas células, compreendem ferramentas de grande valia
para a avaliagdo desse sistema organico primordial, seja em situagbes de
normalidade ou quando este é submetido a condicbes de estimulo ou

supressao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar imunofenotipagem de linfécitos T e B circulantes em
bovinos da raga Curraleiro, mantidos sob sistema de criagcdo extensivo,

estabelecendo-se um perfil imunoldgico da raga.

3.2 Objetivos especificos

» Realizar imunomarcagéao de linfécitos T e B em sangue periférico
de bovinos da raga Curraleiro, utilizando-se a técnica de
imunocitoquimica e marcadores linféides espécie-especificos (pan
T e pan B).

= Quantificar linfécitos T e B marcados pela imunocitoquimica, em
bovinos agrupados quanto ao sexo, idade e propriedade,
utilizando-se a contagem individual de células marcadas e
visualizadas a microscopia Optica.

= Comparar os resultados da quantificacdo de linfocitos T e B
dentre os grupos de bovinos da raga Curraleiro submetidos a

condi¢cdes semelhantes de criagao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de colheita das amostras

As amostras de sangue de bovinos da raca Curraleiro foram colhidas
no periodo de agosto a dezembro de 2007 em duas propriedades, sendo uma
localizada no municipio de Planaltina—DF (propriedade A) e a outra no
municipio de Caicara—GO (propriedade B). As propriedades foram
selecionadas junto a Associacédo Brasileira dos Criadores do Gado Curraleiro
(ABCC), situada na cidade de Mara Rosa, GO. O principal critério utilizado foi a
pureza zootécnica dos animais, comprovada pela associacéo, estando entre as
principais propriedades de criagdo de bovinos da raca Curraleiro no Estado de

Goias.

4.2 Populacao avaliada

Avaliou-se uma populagdo bovina constituida por 116 animais da
raga Curraleiro (Bos taurus), higidos (clinicamente sadios), previamente
selecionados e mantidos em regime extensivo. Os animais foram agrupados

conforme o sexo, a faixa etaria e a propriedade de origem (Quadro 1).

QUADRO 1 — Caracterizagdo dos grupos experimentais de acordo com 0 sexo, a
idade e a origem dos animais.

Grupos Propriedade Animais Sexo Idade
G1 A 10 Fémeas 1-3 anos
G2 A 15 Fémeas >3 anos
G3 B 22 Fémeas 0-1 ano
G4 B 16 Machos 0-1 ano
G5 B 9 Fémeas 1-3 anos
G6 B 26 Fémeas >3 anos
G7 B 14 Fémeas =210 anos
G8 B 4 Machos >1 ano
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Na propriedade A, o sistema de criacdo era de modo extensivo,
sendo a area de pastagem dividida em piquetes com capim Braquiaria,
Coloniao e Jaragua, com suplementagcédo durante todo o ano apenas com sal
mineral. Os animais apresentavam-se em boas condi¢des clinica e corpodrea,
com escores variando entre trés e quatro, de acordo com o descrito por ALLEN
(1992), que estabeleceu escores variando de zero a cinco.

Na propriedade B, o sistema de criagdo também era de modo
extensivo, contudo a pastagem era composta apenas de capim Braquiaria e os
animais nao recebiam suplementacao, apresentando escores entre um e trés.
Nesta propriedade observou-se infestagdo moderada de carrapatos e mosca

do chifre.

4.3 Avaliacao clinica

Os bovinos foram submetidos ao exame clinico conforme o protocolo
descrito por ROSENBERGER (1993), com o intuito de selecionar somente

animais sadios.

4.4 Exames laboratoriais e imunocitoquimicos

4.4 .1 Local

Os exames laboratoriais e técnica de imunocitoquimica foram
realizados respectivamente nos Laboratérios de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario (HV) e Imunopatologia do Setor de Patologia Animal, ambos
localizados na Escola de Veterinaria (EV) da Universidade Federal de Goias

(UFG), Campus Il, Samambaia, Goiania, Goias.

4.4.2. Colheita das amostras de sangue

Previamente a colheita das amostras para a realizagao dos exames

laboratoriais e imunocitoquimicos, os animais foram identificados com brincos
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proprios para bovinos, sendo também obtidos dados referentes a sexo e idade.

Sequencialmente foram obtidos 4 mL de sangue, por venopungéao da
jugular, por meio de dispositivo para coleta a vacuo em tubo descartavel de
13x75 mm (Vacuette®, Greiner Bio-One — S&o Paulo, Brasil), com
anticoagulante EDTA (acido etilediaminotetracético, sal dissédico) a 10% e
utilizadas agulhas descartaveis 25x0,8 mm. Logo apds a colheita, os tubos
foram homogeneizados para que evitasse a coagulagdo das amostras, que
permaneceram sob refrigeracdo até o momento da realizagdo das analises
laboratoriais que sempre eram concluidas antes de decorridas 24 horas do

momento da colheita.
4.4.3. Hematologia

Ainda no local da colheita das amostras sanguineas, distendiam-se
dois esfregagos sanglineos em laminas histolégicas com extremidade fosca,
com uma gota de sangue in natura, destinados a contagem diferencial de
leucécitos. Apds secagem, os esfregagcos eram imediatamente fixados com
metanol por cinco minutos e acondicionadas em caixas de plastico apropriadas,
para posteriormente serem coradas e avaliadas.

No Laboratério de Patologia Clinica do HV/EV/UFG, os
hemogramas foram processados em aparelho automatizado (ABX Micros ABC
Vet — Horiba ABX Diagnostics — Montpellier, Franga), utilizando-se cartao de
leitura proprio para a espécie. Neles foram determinados os valores de
eritrograma e leucograma. A contagem diferencial dos leucocitos foi realizada
em esfregagos sanguineos corados pelo método de Rosenfeld, segundo a
técnica padronizada por BIRGEL (1982). Em cada esfregago sanglineo
diferenciavam-se 100 leucdcitos, procurando classifica-los de acordo com suas
caracteristicas morfologicas e tintoriais, conforme JAIN (1993).

O fibrinogénio plasmatico foi dosado com o objetivo de
monitoramento da higidez dos animais, sendo utilizada a técnica do

microhematdcrito, seguindo orientacdes de COLES (1986).
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4.4.4. Imunocitoquimica

Para a utilizagdo dos anticorpos monoclonais anti-CD3 (MM1A —
BoCD3, anti-mouse, VMRD, Inc — Pullman, USA) e anti-LB (LCTB16A — B-B14,
anti-mouse, VMRD, Inc — Pullman, USA), espécie-especificos para bovinos,
empregou-se o método streptoavidina-biotina-peroxidase descrito por HSU et
al. (1981), sendo utilizadas duas laminas por animal. Foi necessaria a
padronizacao prévia dos anticorpos, visto que os mesmos sao indicados
preferencialmente para a técnica de citometria de fluxo. Neste sentido, foram
realizados cinco testes com diferentes tipos de esfregacos sanglineos no
intuito de se obter um tipo ideal de esfregaco, bem como a recuperagao
antigénica e concentragdes adequadas dos anticorpos a serem empregados na
técnica de imunocitoquimica.

O material, objeto dos testes, era disposto sobre as laminas e apds a
secagem as mesmas submersas em alcool 95%, onde permaneceram, por no
maximo quatro meses, até o momento do processamento imunocitoquimico.

Todos os testes da padronizagdo da técnica de imunocitoquimica
foram realizados como testes pilotos, sendo coletadas as amostras dos bovinos
Curraleiros somente ap6s a definicao do teste a ser utilizado.

O primeiro teste (T1) foi com o esfregago sanguineo padrdo franja,
utilizado rotineiramente na técnica de contagem de células sanguineas. Foi
feito o bloqueio da enzima peroxidase enddégena em agua oxigenada (H202) 10
volumes por 20 minutos e, em seguida, realizou-se a recuperagao antigénica
testando-se: o tampéo citrato em pH 6,0 (anexo 1), por cinco minutos, na
panela de presséo e a solugdo de EDTA em pH 8,0 (anexo 2), por 30 minutos,
no banho-maria a 95°C. Apos este processo, os esfregagos foram submersos
em soro albumina bovina - BSA 3% (anexo 3), por meia hora. Em seguida, os
mesmos foram incubados em anticorpo primario diluido em solugéo diluidora
especifica de anticorpo (Antibody Diluent, Dako® S3022 — Carpinteria/CA,
USA), em camara umida, a 4° C, durante 18 horas (overnight). A diluicao
utiizada neste teste foi 1:50 para ambos os anticorpos. Na sequéncia,
empregou-se o complexo streptoavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB, Dako®
K0690 — Carpinteria/CA, USA) e o cromoégeno diaminobenzidina-peroxidase
(DAB-peroxidase, Dako® K3468 - Carpinteria/CA, USA). Apds a revelagao, as
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laminas foram contracoradas com hematoxilina de Mayer e montadas com
resina sintética e laminulas histologicas.

O segundo teste (T2) foi realizado em esfregago tipo squash,
semelhante ao utilizado em exames citologicos. Repetiu-se o bloqueio da
peroxidase endoégena, o método EDTA em pH 8,0, por 30 minutos, no banho-
maria a 95°C e testou-se o tampao citrato em pH 6,0, por 30 minutos, também
em banho-maria a 95°C. As etapas subsequentes neste teste foram
semelhantes ao T1.

O terceiro teste (T3) compreendeu laminas com material obtido da
homogeneizagdo da papa de leucécitos retirada de um capilar de
microhematdcrito. Centrifugou-se o capilar, como realizado para a leitura de
hematdcrito e, em seguida, 0 mesmo era quebrado na extremidade da papa de
leucécitos. Esta foi sobreposta a lamina e apenas homogeneizada, obtendo-se
assim um campo de esfregaco menor que o squash. Foi realizado o mesmo
processo utilizado no T2, alterando-se apenas o tempo de incubagdao da BSA
3%, que foi de uma hora.

No quarto teste (T4), as laminas contendo material obtido a partir da
papa de leucécitos foram submetidas apenas a recuperagao antigénica em
tampao citrato pH 6,0, por 30 minutos, em banho-maria a 95°C. Neste teste,
para verificar a possibilidade de exclusdo desta etapa, duas laminas nao foram
submetidas a recuperagdo antigénica. Antes deste processo, todas foram
submetidas ao bloqueio da enzima peroxidase endégena, em H>O, 5%, por 20
minutos. Neste teste, além da incubacdo em BSA 3%, realizou-se a incubagao
das ldminas em solugao de leite desnatado (anexo 4), por meia hora.

O quinto teste (T5) consistiu da adaptagcéo da técnica universal de
contagem total de leucdcitos, diluindo em tubos 100ul das amostras de sangue
em 2000ul de Liquido de Turk, os quais foram, em seguida, centrifugados por 5
minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi descartado e utilizado o sedimento,
sendo este homogeneizado no tubo e aspirado em pipetas hematimétricas.

O conteudo aspirado foi entdo distribuido em Iaminas histologicas de
extremidade fosca e silanizadas (anexo 5), em uma area de formato ovalado,
de aproximadamente 2 cm de didmetro e previamente delimitada com caneta
hidrofébica. Sequencialmente realizou-se a homogeneiza¢do do sedimento nas

laminas, aguardando-se a secagem.
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Procedeu-se entdo a lavagem das laminas em agua corrente por 10
minutos, seguida pela recuperagao antigénica em solugao tampao citrato pH
6,0, por 30 minutos a 95°C em banho-maria. Subsequentemente, as laminas
foram lavadas em agua corrente por cinco minutos e submetidas ao bloqueio
da peroxidase enddgena em H;0O, 5%, em dois banhos de 10 minutos cada.
Em seguida, o material foi nhovamente lavado por cinco minutos em agua
corrente e submerso durante cinco minutos em solugao tampao de TRIS pH 7,4
(anexo 6).

Para bloquear a marcagao inespecifica, instilou-se BSA 3% sobre as
ldaminas, permanecendo por uma hora em cdmara umida a temperatura
ambiente. Apds este periodo, as laminas foram novamente submetidas a
lavagem em solugdo tampao de TRIS por cinco minutos e posteriormente
submersas em solugdo de leite desnatado por 30 minutos.

Em seguida, as mesmas foram incubadas com anticorpo primario
diluido em solugao diluidora especifica de anticorpo (Antibody Diluent, Dako®
S3022 — Carpinteria/CA, USA), em camara umida, a 4° C, durante 18 horas

(overnight). As diluigbes utilizadas estao representadas no Quadro 2.

QUADRO 2- Diluigdes utilizadas dos anticorpos anti-CD3 (anti-panT) e anti-LB (anti-panB)

Anticorpo Diluicbes utilizadas
CD3 (MM1A)*- anti-panT 1: 100
LB (LCTB16A)* - anti-panB 1:50

* . ~
anticorpo de marcagao de membrana celular.

Na sequéncia, instilou-se sobre as l|aminas o complexo
streptoavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB, Dako® K0690 - Carpinteria/CA,
USA), em duas etapas de 30 minutos, em camara umida e a temperatura
ambiente. A revelagdo da reagdao foi realizada em solugdo de
diaminobenzidina-peroxidase (DAB-peroxidas, Dako® K3468 - Carpinteria/CA,
USA), durante cinco minutos. A solugdo de TRIS foi utilizada nas lavagens

entre as etapas. O material foi entdo contra-corado com hematoxilina de Mayer
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por 30 segundos e as laminas montadas com resina sintética e laminulas
histoldgicas.

Para a leitura das laminas foi adaptado o procedimento de contagem
diferencial de leucécitos descrito por KIMURA et al. (1999), sendo entéo
identificado um total de 100 linfécitos marcados e ndo marcados. Do total de
100 linfécitos, foi considerado apenas o efetivo de células marcadas,
determinando-se o percentual de linfécitos T ou B.

Os valores relativos obtidos nas contagens diferenciais de linfocitos
foram transformados em valores absolutos de linfocitos totais, em relagdo ao
numero de leucdcitos totais. Em seguida, os valores relativos de Linfocitos T e
B obtidos nas contagens da imunocitoquimica foram transformados em valores
absolutos, em relacdo ao numero de linfécitos absolutos totais, conforme
preconizado por AYOUB & YANG (1996).

As fotomicrografias foram obtidas a partir de um microscépio 6ptico
de campo claro (Leica DM 4000B — Wetzlar, Alemanha), acoplado a uma
camera digital (Leica DFC290 — Wetzlar, Alemanha) com programa de captura

de imagens (Leica IM50 — Wetzlar, Alemanha).

4.5 Analise estatistica

Inicialmente realizou-se a estatistica descritiva dos dados, obtendo-
se as médias, desvio padrao e coeficiente de variagcdo para todos os
parametros avaliados, nas diferentes categorias de amostras. Foi calculado o
coeficiente de variagao para determinar a instabilidade relativa de cada um dos
parametros avaliados. Apos esta avaliagao, optou-se por aplicar os testes nao-
paramétricos para comparagao das médias, pelo fato dos dados obtidos nao
apresentarem uma curva normal de distribui¢ao.

Os grupos para a analise estatistica foram compostos da seguinte
maneira: 1. Para a avaliagado do efeito idade, uniram-se os grupos G1 com G5
e G2 com G6, sendo entdo comparados com os grupos G3 e G7; 2. Para
analisar o efeito sexo, uniram-se os grupos G3 com G5 e G4 com G8; 3. Para a

analise das diferentes propriedades, uniram-se os grupos G1 com G2 e G5
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com G6. Desta forma, para efeito da analise estatistica, os grupos foram assim
distribuidos:

» |dade: G1+G5 x G2+G6 x G3 x G7

= Sexo: G3+G5 x G4+G8

= Propriedade: G1+G2 x G5+G6

Para a comparagao das médias entre as diferentes faixas etarias, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis e para comparacéao entre os diferentes sexos
e propriedades, aplicou-se o teste de Mann-Whitney, ambos ao nivel de
significancia p<0,05 (SAMPAIO, 2007). Estas analises estatisticas foram
realizadas com auxilio dos programas GraphPad InStat e Excel for Windows.
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5 RESULTADOS

5.1 Imunocitoquimica

No primeiro teste (T1) verificou-se que o esfregaco tipo franja nao foi
adequado a técnica de imunocitoquimica, visto que o material apresentou-se
amplamente disperso sobre as laminas, resultando em baixa populacdo
linfocitaria remanescente, o que dificultou a visualizagdo e a contagem celular.
Somado a isso, havia intensa marcagao inespecifica de fundo devido a grande
quantidade de hemacias e ampla dispersdo do material sobre as laminas, o
que é indesejavel, pois torna-se necessario o emprego de grande quantidade
de anticorpo e demais reagentes, onerando a técnica. No teste realizado em
panela de pressdo, observou-se maior coloracdo de fundo e desintegracao

parcial da amostra. A Figura 2 ilustra os resultados obtidos em T1.
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FIGURA 2 - Fotomicrografia de esfregaco sanguineo de bovino tipo franja. A:
Recuperagdo antigénica em EDTA pH 8,0, banho-maria (ICQ,
LCTB16A, LSAB, DAB, contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer,
200x). B: Recuperacgédo antigénica em citrato pH 6,0, panela de pressao
(ICQ, LCTB16A, LSAB, DAB, contra-coloracdo com Hematoxilina de
Mayer, 400x). Observar auséncia de marcagao e intensa coloragao de
fundo em A e B.

O segundo teste (T2) compreendeu o emprego de esfregaco tipo squash, na
tentativa de se obter maior concentragcdo de linfécitos em um menor campo
amostral. Além disso, descartou-se a recuperagao antigénica em panela de
pressao, pois nao se obteve bom resultado com esta em T1, testando-se entao

o tampéo citrato em pH 6,0, por 30 minutos, em banho-maria a 95°C. Os
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resultados reiteraram os mesmos inconvenientes do T1. Desta forma, o T2 foi
também considerado inadequado a técnica de imunocitoquimica. Os resultados

obtidos em T2 s&o apresentados na Figura 3.

FIGURA 3 - Fotomicrografia de esfregaco sanguineo de bovino tipo squash. A:
Recuperagao antigénica em EDTA pH 8,0, banho-maria, MM1A. B:
Recuperagao antigénica em citrato pH 6,0, banho-maria, LCTB16A.
Observar auséncia de marcacéao e intensa coloracdo de fundo em A e
B. ICQ, LSAB, DAB, contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer,
200x.

No terceiro teste (T3) as laminas foram confeccionadas com material
obtido da homogeneizagao da papa de leucdcitos, retirada de um capilar de
microhematdcrito. A intengdo era conseguir um campo amostral ainda menor
que o de T2, assim como maior concentragao de linfécitos e menor quantidade
de hemacias, sendo que apenas o ultimo objetivo ndo foi alcangado, pois
mesmo utilizando-se a papa de leucdcitos alguma quantidade de sangue era
disposta nas laminas no momento da quebra do capilar. Foi aumentado o
tempo de incubacdo em BSA 3% para uma hora, na tentativa de minimizar a
marcacao inespecifica, entretanto, o propésito ndo foi alcancado,
principalmente nas laminas submetidas a recuperagao antigénica em EDTA pH
8,0, banho-maria. Isto dificultou sobremaneira a visualizagdo da marcacgéao
celular (Figura 4A). Os resultados obtidos na recuperagao antigénica em citrato
pH 6,0, banho-maria, foram mais satisfatérios, no entanto, ainda impingia
indesejavel coloracao de fundo (Figura 4B). Portanto, os métodos utilizados no
T3 foram considerados ineficientes para qualifica-la como uma boa técnica de

imunocitoquimica.
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FIGURA 4 - Fotomicrografia de esfregago sanguineo de bovino a partir da papa de
leucdcitos. A: Recuperagdo antigénica em EDTA pH 8,0, banho-maria
(ICQ, MM1A, LSAB, DAB, contra-coloragdo com Hematoxilina de
Mayer, 400x). B: Recuperacdo antigénica em citrato pH 6,0, banho-

maria (ICQ, MM1A, LSAB, DAB, contra-coloragdo com Hematoxilina de
Mayer, 1000x). Observar intensa coloragéo de fundo em A e B.

No quarto teste (T4) as laminas foram dispostas da mesma maneira
que do T3, porém excluiu-se a recuperagao antigénica em EDTA pH 8,0, pois
os resultados obtidos foram insatisfatérios (Figura 4A). Duas laminas ndo foram
submetidas a recuperagao antigénica, objetivando-se melhores resultados na
marcagao celular com a exclusao desta etapa, no entanto, constatou-se intensa
marcagao inespecifica (Figura 5A). Na tentativa de eliminagdo da coloracéo de
fundo, potencializou-se o bloqueio da peroxidase enddgena, utilizando H,0, a
5% e para extinguir a inespecificidade, realizou-se a incubagcdo em solugéo de
leite desnatado, por meia hora, apds a incubagédo em BSA 3% por uma hora.
Este fato culminou em relativa melhora na visualizagdo da marcacao celular,
obtendo-se um campo mais claro e uma menor coloracdo de fundo, porém
ainda indesejada. Apesar da coloragédo de fundo ainda persistir, pdde-se, com
certa dificuldade, observar a presenga de marcagao celular, sendo necessaria
assim a obtengdo de um melhor campo amostral para contagem celular (Figura
5B).
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FIGURA 5 - Fotomicrografia de esfregago sanguineo de bovino a partir da papa
de leucécitos. A: Auséncia de recuperagao antigénica (ICQ, MM1A,
LSAB, DAB, contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer, 1000x).
B: Recuperacdo antigénica em citrato pH 6,0, banho-maria (ICQ,
MM1A, LSAB, DAB, contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer,
400x). Observar intensa marcacao inespecifica em A e discreta
coloragao de fundo em B.

O quinto teste (T5) consistiu da adaptacédo da técnica universal de
contagem total de leucocitos, diluindo em tubos 100ul das amostras de sangue
em 2000pl de Liquido de Turk, com o objetivo de lisar as hemacias e suprimir a
coloracao de fundo, potencializando assim a marcacao celular. Desta forma,
realizou-se a recuperagao antigénica em solugao citrato pH 6,0 em banho-
maria, pois foi a que se mostrou mais eficiente. Com a utilizagdo do Liquido de
Turk, os problemas foram em grande parte solucionados, porém, optou-se por
manter a passagem das laminas em H,O; a 5% e leite desnatado, para evitar a
permanéncia de qualquer vestigio que pudesse gerar reacado inespecifica e
coloragao de fundo.

Apds o teste de diferentes formas de esfregago sanglineo e
recuperacgao antigénica foi possivel constatar que o uso do Liquido de Turk e a
solucao tampao Citrato pH 6,0 em banho-maria (30 minutos a 95°C.) constituiu
o melhor método para a realizacdo de imunocitoquimica em amostra
sanguinea, para os anticorpos anti-CD3 (MM1A) e anti-LB (LCTB16A), sendo
este o procedimento de escolha para todo o material estudado. Os resultados
obtidos na padronizagédo da técnica de imunocitoquimica sao apresentados na

Figura 6.
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FIGURA 6 - Fotomicrografia de amostras confeccionadas com sangue de bovinos

diluidos em Liquido de Tirk. A: Linfécito marcado pelo anticorpo
monoclonal MM1A (setas vermelhas). B: Linfécito marcado pelo
anticorpo monoclonal LCTB16A (seta vermelha). ICQ, LSAB, DAB,
contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer, 1000x.

A Figura 7 ilustra a dimensdo macroscopica das amostras nas

laminasem T1, T2, T3, T4 e T5.

FIGURA 7 - llustragdo macroscopica das laminas
citolégicas preparadas pelas diferentes
técnicas, com as amostras de
esfregago sanguineo — T1, squash —
T2, homogeneizagdo da papa de
leucécitos — T3/T4 e diluicdo em
Liquido de Tlrk — T5.
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5.2 Quantificagbes imunocitoquimica de linfécitos T e B circulantes em

valores percentuais e absolutos

5.2.1 Valores percentuais

Foram mensuradas porcentagens de linfocitos T e B, com relagéo a
contagem relativa das células, em todos os grupos.

Os percentuais de células marcadas para os anticorpos anti-CD3 e
anti-LB em uma populacao de 116 bovinos da raga Curraleiro, foram 64 e 32
respectivamente, caracterizando um predominio de linfécitos T (anti-CD3) em

relacdo aos B (anti-LB) na circulagéo periférica (Tabela 1).

TABELA 1 - Valores médios, desvio-padrdao (s) e coeficiente de
variacao (cv) dos percentuais de linfécitos T e B, em
sangue periférico, submetidos a técnica de
imunocitoquimica, de 116 bovinos sadios da racga
Curraleiro — Goiania, 2008

Linfocitos T — Linfocitos B —
anti-CD3 (%) anti-LB (%)
Média 64 32
S 6 7
cv 10 21

Em relagdo ao grupo de idade, a porcentagem de linfocitos T foi
superior ao de linfécitos B em todas as faixas etarias conforme a Tabela 2.

Observou-se aumento no percentual de linfécitos T e B, do grupo
G1+G5 para o grupo G3, bem como nos demais grupos, porém em menor

escala (Tabela 2).
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TABELA 2 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagdo (cv) e
avaliagao estatistica dos percentuais de linfécitos T e B, em sangue
periférico, submetidos a técnica de imunocitoquimica, de fémeas
bovinas sadias da raga Curraleiro, conforme a faixa etaria — Goiania,

2008
G3 Gl+ G5 G2 + G6 G7
Grupos 0-1 ano 1-3 anos >3 anos =10 anos
n =22 n=19 n =41 n=14
média 672, 624 64, 644
Linfécitos T
(%) s 6 6 6 8
cv 8 9 9 13
média 344 27 33a 34ap
Linfocitos B
(%) S 5 6 6 7
cv 15 20 18 21

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas significativas entre faixas etarias

pelo teste de Kruskal - Wallis (p < 0,05).

Houve diferenga significativa (p < 0,05) na porcentagem de linfocitos

B do grupo G1+G5 em relagdo aos grupos G3 e G2+G6, caracterizando

aumento do numero de linfécitos até um ano de idade e, posteriormente,

declinio com o avangar da idade (Tabela 2 e Figura 8).
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FIGURA 8 - Porcentagens de células marcadas pelos anticorpos anti-
CD3 e anti-LB em sangue periférico, submetidos a

técnica de

imunocitoquimica,

nas diferentes faixas

etarias de fémeas bovinas sadias da ragca Curraleiro —
Goiania, 2008
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Na avaliagdo do grupo sexo, a porcentagem de linfécitos T foi

superior a de linfécitos B, porém, nao foi observada diferenca significativa entre

as porcentagens de linfocitos T e B entre machos e fémeas (Tabela 3).

TABELA 3 — Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variacédo
(cv) e avaliagao estatistica dos percentuais de linfécitos T e

B em sangue periférico,

submetidos a técnica de

imunocitoquimica de bovinos sadios da raca Curraleiro em
funcao do sexo — Goiania, 2008

Sexo Linfocitos T (%) | Linfocitos B (%)
Fémeas Média 664 32,
G3+G5 S 6 6
0-1+1-3
+n=31anos o 9 20
Machos Média 644 31a
G4+G8 S 7 8
0-1+>1ano
n=20 CcVv 11 26
p 0,6432 0,4289

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre
sexo, pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

Os resultados

referentes ao grupo propriedade mostraram

porcentagem maior de linfécitos T em relacdo ao B. Nao foi observada

diferencga significativa na porcentagem de células entre as propriedades A e B

(Tabela 4).
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TABELA 4 — Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagao
(cv) e avaliagao estatistica dos percentuais de linfocitos T e
B em sangue periférico, submetidos a técnica de
imunocitoquimica, de fémeas bovinas sadias da raca
Curraleiro em funcao das propriedades — Goiania, 2008

Propriedade Linfocitos T (%) | Linfécitos B (%)
A Média 634 32a
G1+G2 s 7 6
1-3 + >3 anos ov 11 20
n=25
B Média 63a 30,
G5+G6 s S 6
1-3 + >3 anos
=35 cv 8 20
p 0,8220 0,2835

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre
propriedades, pelo teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

5.2.2 Valores absolutos

Foram mensuradas quatro variaveis leucocitarias em valores
absolutos de células: leucécitos, linfocitos totais, linfocitos T e linfécitos B.
Obtiveram-se média, desvio-padrao e coeficiente de variacdo das variaveis de
toda a populacao de bovinos avaliada (Tabela 5), sem separagéo por grupos,
na finalidade de estabelecer um valor de referéncia de linfocitos T e B para a

raga.

TABELA 5 - Valores médios, desvio-padrao (s) e coeficiente de variagcdo (cv) dos
leucécitos (/uL), linfocitos totais (/uL), linfécitos T (/uL) e linfécitos B
(/uL), em sangue periférico, submetidos a técnica de imunocitoquimica,
de 116 bovinos sadios da raga Curraleiro — Goiania, 2008

Leucécitos Linfécitos Totais Linfécitos T Linfécitos B

(/L) (/uL) (/uL) (/uL)
média  10.356 6.638 4.292 2.112
s 3.017 2.277 1.602 811

cv 29 34 37 38
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Com relagdo ao grupo formado em funcédo da faixa etaria, houve
diferenca significativa em quase todas as variaveis, com excecdo dos

leucdcitos, como mostra a Tabela 6.

TABELA 6 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagao (cv) e
avaliagdo estatistica dos leucécitos (/uL), linfécitos totais (/uL),
linfécitos T (/uL) e linfécitos B (/uL), em sangue periférico,
submetidos a técnica de imunocitoquimica, de fémeas bovinas
sadias da raca Curraleiro, conforme a faixa etaria — Goiania, 2008

G3 Gl + G5 G2 + G6 G7
Grupos 0-1 ano 1-3 anos >3 anos 210 anos
n =22 n=19 n =41 n=14
média 10.714, 9.989, 9.298, 10.021;,
Leucocitos | ¢ 2.195 3.109 2.962 2.650
(/ uL)
cv 20 31 32 26
Linfécitos | média |  7.314, 6.453ap 5.444y, 5.667ap
Totais S 1.600 2.054 1.625 1.314
(/'uL) cv 22 32 30 23
média 4,946, 4.02224, 3.443; 3.6344,
Linféocitos T
(/ uL) S 1.308 1.280 998 917
cv 26 32 29 25
média 2.514, 1.737p 1.778p 1.9504,
Linfécitos B
(/ uL) S 659 542 582 710
cv 26 31 33 36

* letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre faixas etarias
pelo teste de Kruskal - Walllis (p < 0,05).

Observou-se maior numero de linfécitos totais até um ano de idade
e, posteriormente, declinio com o avancar da idade, influenciando no numero
absoluto de linfécitos T e B, que apresentaram o mesmo padréo de distribuicdo

e diferencgas significativas no numero de células T e B (Tabela 6 e Figura 9).
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FIGURA 9 - Representagdo grafica do numero de leucdécitos, linfocitos
totais, linfocitos T e linfécitos B, em sangue periférico,
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Na avaliagao dos resultados e interpretacdo da analise estatistica

das variaveis em funcdo do sexo, observou-se que os valores, com excecao

dos linfécitos B, apresentaram diferengas significativas (p<0,05) entre machos

e fémeas, sendo que todos os valores encontrados nos machos foram

superiores em relacéo as fémeas (Tabela 7 e Figura 10).

TABELA 7 - Valores médios, desvio-padrdo (s), coeficiente de variacdo (cv) e
avaliagao estatistica dos leucécitos (/uL), linfocitos totais (/uL), linfécitos
T (/WL) e linfécitos B (/uL), em sangue periférico, submetidos a técnica
de imunocitoquimica, de bovinos sadios da raca Curraleiro em fungao
do sexo — Goiania, 2008

Leucocitos | Linfocitos Totais | Linfécitos T | Linfocitos B
Sexo (/' uL) (/ L) (/ L) (/ uL)
Fémeas | Média 10.848, 7.268, 4.794, 2.3114
G3+G5 s 2.757 1.858 1.330 692
n=31 cVv 25 26 28 30
Machos | Média 12.7154 9.198y, 6.031y 2.824,
GA+G8 s 2.946 2.566 1.946 1.021
n=20 cv 23 28 32 36
p 0,021 0,0053 0,0191 0,1159

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencgas significativas entre sexo, pelo teste de
Mann-Whitney (p < 0,05).
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Houve diferenca de aproximadamente 2.000 células nos valores de
leucdcitos, linfocitos totais e linfécitos T dos machos em relagdo as fémeas,

onde foram observadas diferengas significativas (Tabela 7 e Figura 10).

14.000 -
12.000 A

10.000 -

8.000 A

6.000 1 H Fémeas

4.000 A

Numero de células

H Machos
2.000 A

0 T T T

Leucocitos Linfocitos Linfocitos Linfocitos
Totais T B

FIGURA 10 -Representacao grafica do numero de leucdcitos, linfocitos
totais, linfocitos T e linfécitos B, em sangue periférico,
submetidos a técnica de imunocitoquimica, de acordo
com o sexo de bovinos sadios da raca Curraleiro —
Goiania, 2008

Quanto aos valores encontrados nas comparagdes das diferentes
propriedades, ndo foi observada diferenga significativa em nenhuma das

variaveis relacionadas (Tabela 8).
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TABELA 8 - Valores médios, desvio-padrdo (s), coeficiente de variacdo (cv) e
avaliagao estatistica dos leucécitos (/uL), linfocitos totais (/uL), linfécitos
T (/uL) e linfécitos B (/uL), em sangue periférico, submetidos a técnica
de imunocitoquimica, de bovinos sadios da raca Curraleiro em funcgao
das propriedades — Goiania, 2008

Leucbécitos | Linfocitos | Linfocitos T | Linfécitos B
Propriedade (/ pL) (/ pL) (/ puL) (/ puL)
A Média 8.664, 5.608,4 3.533, 1.790,
G1+G2 [ 2.029 1.590 1.044 592
n=25 cv 23 28 30 33
B Média 10.126, 5.875, 3.692, 1.747,
G5+G6 S 3.436 1.978 1177 554
n=35 cv 34 34 32 32
p 0,2 0,66 0,57 0,74

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre propriedades, pelo
teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

Os dados numéricos de cada animal referentes a todas as variaveis
laboratoriais estudadas estdo dispostos no Anexo 7.
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6 DISCUSSAO

6.1 Imunocitoquimica

Enquanto a imunoistoquimica localiza sitios antigénicos em
componentes teciduais, a imunocitoquimica os aponta em células obtidas a
partir de fluidos corpéreos, aspirados celulares e imprint (CHEMICON, 2006).
Assim como a técnica de deteccido de epitopos aplicada a tecidos, o método
direcionado a esse propodsito em células isoladas requer qualidade do exame e
otimizagdo de custos. Neste sentido, a padronizagdo das amostras e dos
anticorpos a serem utilizados € de fundamental importancia para a realizacéo
da imunocitoquimica, especialmente em Medicina Veterinaria. Por essa razéo,
a padronizacao foi realizada neste estudo, obtendo-se melhores resultados
quando realizada apenas a homogeneizagcdo de uma gota de amostra na
lamina, diminuindo assim o tamanho do campo e, consequentemente, obtendo
maior concentragao celular em um espaco relativamente pequeno.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pdde-se
observar que, o tamanho do esfregagco em testes imunocitoquimicos € muito
importante, uma vez que os anticorpos utilizados s&o relativamente onerosos,
especialmente no ambito da pesquisa em tecidos animais. Logo, os testes T1 e
T2 foram descartados pela extensdo do esfregago que necessitava de grande
quantidade de anticorpo primario e demais reagentes, além da pequena
concentragdo de linfocitos por campo, dificultando assim a contagem dos
mesmos.

Outro grande entrave foi a peroxidase enddégena devido a grande
quantidade de hemacias, condicdo esta marcante nas amostras sanguineas de
T1 e T2. A coloragdo de fundo € um dos problemas mais comuns em
imunocitoquimica, podendo prejudicar seriamente a interpretacdo da reagao e
até culminar em resultados falso-positivos (RAMOS-VARA, 2005). De acordo
com este mesmo autor, a peroxidase enddgena presente naturalmente em
hemacias e a biotina endégena dos tecidos de mamiferos podem reagir com a
peroxidase adjuvante ao cromégeno (DAB) e com a biotina do complexo

secundario, produzindo coloragdo marrom indistinguivel daquela especifica
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esperada. Salienta ainda que esta coloracao inespecifica pode ser minimizada
potencializando a concentragdo da H,O, e utilizando solugdo de Ileite
desnatado.

Na tentativa de concentrar a populacdo de leucécitos por campo e
diminuir a quantidade de hemacias, utilizou-se o capilar de hematdcrito em T3
e T4, sem sucesso, ja que a quantidade de hemacias ainda era significativa,
resultando em coloragdo de fundo, mesmo potencializando-se o bloqueio da
peroxidase endogena com o uso de a H,O, em 5% conforme sugere RAMOS-
VARA (2005).

Optou-se entdo por testar o Liquido de Turk, que é utilizado
rotineiramente na técnica de contagem total de leucdcitos, pois, segundo
THRALL et al. (2006), este possui componente de lise de hemacias e
plaquetas. Com a lise das hemacias, os problemas com a peroxidase
endégena foram, em grande parte, solucionados, mas optou-se por manter a
passagem das laminas em H;O, a 5% e em leite desnatado, para evitar a
ocorréncia de coloracdo de fundo e de reacao inespecifica, respectivamente.
Apesar disso, ndo foram encontrados na literatura trabalhos utilizando o
Liquido de Turk em imunoistoquimica ou imunocitoquimica. De outra parte,
HARBO et al. (2004), KOO et al. (2004) e RAJ et al. (2007), utilizaram solugao
de acido citrato dextrose (ACD) para coleta do sangue periférico e, em seguida,
misturaram com solugao cinco volumes de tampao TRIS e NH4Cl a 0,87% para
lise das hemacias, porém este método foi utilizado na citometria de fluxo.

De acordo com RAMOS-VARA (2005), o grau de recuperagao
antigénica € dependente de inumeros fatores, como temperatura, tempo de
aquecimento e pH da solucdo utilizada. Apesar de alguma disponibilidade
comercial acerca das solugdes tampao, segundo SHAN-RONG et al. (2001),
nao ha uma solugao plenamente efetiva a abertura de todos sitios antigénicos
ou sequer um unico método de recuperacédo que seja 6timo e comum a todos
os anticorpos. Assim, € necessario testar diferentes métodos e solugdes na
etapa da recuperagdo antigénica, padronizando aqueles que melhor se
adaptam aos antigenos de interesse particular, o que, neste caso, ocorreu com
a recuperacdo em banho-maria associada ao tampao citrato pH 6,0,
semelhante ao método sugerido por RAMOS-VARA (2005).
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Com relagdo aos anticorpos testados, DAVIS et al. (1993) e
MIYAZAWA et al. (2006) afirmaram que o anticorpo MM1A possui a proteina
CD3 como marcador, ou seja, um anticorpo anti-CD3 pan-T, que identifica
todos os tipos de linfécitos T. HARBO et al. (2004), definiram que os CDs
equivalentes as moléculas identificadas pelo anticorpo LCTB16A ainda néao
foram determinadas, sendo assim classificado como um anticorpo de linhagem
especifica de células B. Por isso, a escolha desses marcadores para a
determinagao dos linfocitos T e B circulantes nos bovinos deste experimento.

Inimeros autores referenciaram o anticorpo anti-CD3 (MM1A) para a
identificacdo da populacdo de linfocitos T em diferentes tecidos corpoéreos
(KRUGER et al., 2003; PINCHUK et al., 2003; GOMEZ-MUNOZ et al., 2004;
HARBO et al., 2004; KOO et al., 2004; PESSA-MORIKAWA et al., 2004;
BREATHNACH et al., 2005; MIYAZAWA et al., 2006; CANNON et al., 2007;
NIKU et al., 2007; RAJ et al., 2007), entretanto, todos utilizaram a citometria de
fluxo como método imunoquimico para esta deteccao, enquanto BARRINGTON
et al. (1997), HILL et al. (2002), YASUDA et al. (2006) e MILNES et al. (2007),
utilizaram o MM1A na imunoistoquimica. Contudo, os resultados da presente
pesquisa também o apontam como um marcador pan-T util através da
imunocitoquimica, ndo sendo encontrados na literatura disponivel trabalhos
reportando a utilizagdo deste anticorpo associada a este método.

Situagdo de originalidade semelhante foi observada quanto ao
anticorpo LCTB16A, que foi aqui utilizado como marcador pan-B por meio da
imunocitoquimica. Os resultados apontaram sua eficiéncia em determinar
linfocitos B circulantes de bovinos da raca Curraleiro, também n&o sendo
encontradas descri¢des na literatura sobre sua utilizagdo em imunocitoquimica,
apenas em citometria de fluxo, apesar de haver indicacdo do fabricante para
uso em imunoistoquimica. Ainda, acerca da utilizagdo deste anticorpo em
citometria de fluxo, DAVIS et al. (1996) e HARBO et al. (2004), o utilizaram por

meio desta técnica, porém nao obtiveram sucesso.
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6.2 Quantificacbes imunocitoquimica de linfécitos T e B circulantes em

valores percentuais e absolutos

Os valores médios do percentual de linfocitos T e B circulantes,
encontrados neste trabalho, foram 64 e 32 respectivamente, demonstrando
uma superioridade de linfécitos T em relagao aos linfocitos B na circulagao, o
que também foi observado por PARK et al. (1992), BITTAR et al. (2004) e
PESSA-MORIKAWA et al. (2004). Vale ressaltar que os dois ultimos autores
citados ainda subclassificaram a populacdo de linfocitos T, em citotdxicos,
auxiliares e linfécitos Tyd, o que nao foi propdsito desta pesquisa. Apesar disso,
os resultados por hora obtidos abrem novos horizontes de estudo neste
sentido, considerando bovinos da raga Curraleiro.

No entanto, PARK et al. (1992) encontraram um percentual de
aproximadamente 45 a 53 linfécitos T e 16 a 21 linfécitos B em bovinos
Holstein-Friesian, demonstrando quantidades maximas inferiores de células T e
B quando comparadas aquelas encontradas nos bovinos Curraleiros desta
pesquisa. KIMURA et al. (1999) encontraram média de 47,4% de linfécitos T
em vacas Jersey adultas, cerca de 13 dias antes do parto e observaram um
aumento neste valor para 49,8%, 13 dias apds o parto, mostrando, da mesma
maneira, uma média de linfécitos T inferior & média encontrada nos bovinos
Curraleiros.

Também BITTAR et al. (2004) identificaram diferentes perfis
fenotipicos de linfécitos T e B circulantes em bovinos de origem européia,
considerando animais das ragas Hereford, Pardo Suica e Holandesa. Esses
autores obtiveram um total de linfocitos T de 65,8%, 56,9% e 43,1% para essas
racas, respectivamente, sendo que o percentual de células T da raca Hereford
é semelhante ao observado nos Curraleiros. Quanto aos linfécitos B, foram
encontrados um total de 14,9% nas Hereford e Pardo Suica, e 18,58% na
Holandesa, que compreendem valores bem inferiores aos encontrados nos
bovinos deste estudo. Tal dessemelhanga nos valores totais de linfécitos B
pode ser explicada pelo fato de BITTAR et al. (2004) terem utilizado o anticorpo
anti-CD21 na imunofenotipagem da linhagem B, que ndo corresponde a um

marcador pan-B, ou seja, nao detecta linfécitos em todas as fases de
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maturacao. Ja o anticorpo LCTB16A ora utilizado reconhece linfécitos de
blastos a citos.

Ainda, também BITTAR et al. (2004) sugeriram que o perfil
fenotipico do sangue periférico dos bovinos europeus pode influenciar no
padrao da imunidade clinica apresentado pelos animais, pois acreditam que o
menor nivel de linfécitos T (CD4 e CD8) em animais da raga Holandesa pode
estar associado a sua susceptibilidade a infeccbes por Babesia, enquanto
maiores niveis de linfécitos T podem estar associados a maior resisténcia da
raca Hereford para infecgdes parasitarias. Fundamentado nesse raciocinio,
parece coerente que isso possa ser extrapolado aos animais da raca
Curraleiro, visto que estes apresentaram alto nivel de linfocitos T circulantes e
sao animais que sabidamente apresentam maior resisténcia a infecgdes
hemoparasitarias.

Além do alto nivel de linfécitos T circulantes, esses mesmos autores
ainda inferiram que a proporcao de linfécitos T e B circulantes também pode
estar envolvida na imunidade clinica, sendo que animais com maior proporgao
T:B apresentam maior resisténcia as hemoparasitoses, 0 que ocorreu com
bovinos da raga Curraleiro.

Assim, acerca dos valores percentuais de linfécitos T e B circulantes
parece clara a diferenca no perfil linfocitario de bovinos de diferentes racas,
particularmente entre as de origem européia.

As médias dos valores absolutos das varidaveis estudadas dos 116
bovinos avaliados neste estudo sdo similares aos valores absolutos médios
encontrados por PAULA NETO (2004), o qual avaliou parametros leucocitarios
de uma populacao de bovinos Curraleiros.

Nos resultados obtidos de acordo com o grupo idade, observou-se
um aumento do numero de linfécitos até um ano de idade e, posteriormente,
um declinio com o avancgar da idade. Este comportamento refletiu tanto na
dindmica do numero absoluto como no percentual de linfécitos T e B,
apresentando o mesmo padrdao de distribuicdo, visto que animais em
crescimento apresentam indices linfocitarios mais elevados que os adultos,
pois neles a atividade imunogénica € mais intensa (JAIN, 1993; MORRIS &
LARGE, 1993; GARCIA-NAVARRO et al., 1994; PAULA NETO, 2004).
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Esses resultados estdo de acordo com o estudo realizado por
PAULA NETO (2004), com bovinos da raga Curraleiro, em que houve diferenca
significativa no numero absoluto de linfocitos entre as faixas etarias. O mesmo
foi observado por BIRGEL JUNIOR et al. (2001) e COSTA et al. (2000), em
trabalho realizado com fémeas bovinas das ragas Jersey e Nelore, onde o
namero de linfécitos aumentou, de forma significativa e gradativa, do
nascimento até 12 meses de idade e diminuiu a partir da puberdade.
CANFIELD (1994), COSTA (1994), COLE et al. (1997), FAGLIARI et al. (1998),
MONKE et al. (1998), KNOWLES et al (2000) e GONCALVES et al. (2001),
também observaram uma baixa contagem de linfécitos ao nascimento, com um
consideravel aumento apds os primeiros dias de vida. O mesmo nao foi
observado por PEIXOTO et al. (2002), que nao encontrou diferenga
significativa no numero de linfécitos em grupos de bovinos holandeses de 30
dias e trés meses, sendo essa disparidade possivelmente relacionada a faixa
etaria dos grupos envolvidos na pesquisa desses autores, que compreendeu
animais em fase de crescimento, onde os valores leucocitarios tendem a
permanecer estaveis e em altos niveis até o inicio da idade adulta.

Segundo WYATT et al. (1994), KULBERG et al., (2004) e KAMPEN
et al. (2006), bezerros e novilhas apresentam maiores valores absolutos de
linfécitos no sangue periférico que os animais adultos, e os bezerros
geralmente possuem alta proporgéo de linfécitos T que expressam TCR 3,
comparado aos animais mais velhos.

De acordo com JAIN (1993), a diminuigdo do numero de linfocitos
com a idade é atribuida ao declinio primario de linfécito T, em razdo da
diminuicdo da fungéo do timo, sendo que o numero de linfécitos B permanece
relativamente estavel, o que ocorreu neste estudo, pois houve discreta queda
no numero de linfocitos B, enquanto ocorreram quedas bruscas de linfécitos T
entre as faixas etarias.

AYOUB & YANG (1996) realizaram estudo comparando mudangas
nas sub-populag¢des de linfécitos T e B em diferentes faixas etarias de bovinos,
e verificaram que as contagens absolutas de linfocitos até os seis meses de
idade permaneceram elevadas e semelhantes em todos os animais avaliados.
Apos este periodo, as contagens absolutas de linfocitos variaram

significativamente, sendo que o numero de linfocitos T declinou a partir de 7 a 8
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meses de idade, como o esperado, o que também foi observado por WILSON
et al. (1996), KULBERG et al. (2004) e KAMPEN et al. (2006). Porém, ainda no
estudo de AYOUB & YANG (1996), o numero de linfécitos B aumentou
gradativamente, sendo que as causas da ocorréncia desta linfocitose
persistente nado foram esclarecidas, pois todos os animais estavam
clinicamente sadios.

Ja MUSCOPLAT et al. (1974), citado por AYOUB & YANG (1996),
descreveram que animais sadios apresentam apenas 28% da populacao de
linfécitos B no sangue periférico, enquanto este numero aumenta para 63% em
animais com linfocitose, o que nao sustenta o dado encontrado por AYOUB &
YANG (1996) em animais sadios, porém estando em similaridade com a
populacdo de linfécitos B encontradas neste trabalho.

Em estudo realizado por MIRSKY et al. (1996), em vacas sadias, 0s
autores também observaram diminuigdo do numero absoluto e percentual de
linfécitos totais e linfocitos B com o avancgar da idade, estando em similaridade
com os resultados aqui obtidos.

MENGE et al. (1999) e KAMPEN et al. (2006) encontraram menores
valores de linfocitos B em bezerros recém-nascidos, quando comparados com
animais de outras faixas etarias, sendo que a propor¢cdo de linfocitos B
aumentou rapidamente nas primeiras semanas de vida. KAMPEN et al. (2006)
concluiram que um aumento no numero absoluto de linfocitos em bezerros de 9
a 11 semanas de idade, ocorre principalmente devido a um aumento no
numero de linfécitos B e linfocitos T CD4+.

WYATT et al. (1994) e WILSON et al. (1996) verificaram que a
distribuicdo de alguns tipos de linfocitos na circulagéo periférica possui variagéo
em fetos e bezerros, assim como grandes diferengas em adultos, encontrando
maiores porcentagens de linfocitos na circulagdo em jovens que em adultos.

Com relagéo as variaveis estudadas em fungdo do sexo, observou-
se diferenga significativa (p < 0,05) entre machos e fémeas, sendo que os
valores encontrados nos machos foram superiores em relagdo as fémeas.
Acerca disso, PAULA NETO (2004) também verificou que o0s machos
apresentaram valores de leucdcitos e linfocitos superiores aos das fémeas,
relatando que o sexo € um dos fatores de influéncia no leucograma de bovinos
da raga Curraleiro. Em contrapartida, BIONDO (1998) e BENESI et al. (2002)
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nao observaram influéncia do fator sexo no eritrograma e/ou leucograma de
bovinos, com a ressalva de que esses autores trabalharam com animais da
raca Nelore.

Do mesmo modo, PESSA-MORIKAWA et al. (2004) verificaram que
as porcentagens de todas as sub-populagdes de linfécitos T nos machos foram
maiores que 80%, sendo superiores as das fémeas. WILSON et al. (1996)
também observou diferencas entre as populagdes linfocitarias de fémeas e
machos, porém encontrou maior quantidade de linfocitos T CD2+ (células T yd
maduras) em vacas que em touros, sendo de 66 e 52%, respectivamente.
Entretanto, ndo encontrou diferenga significativa nas demais sub-populagdes
de linfécitos T (CD4 e CD8) em machos e fémeas.

No presente estudo, compararam-se os perfis linfocitarios relativo e
absoluto dos animais de duas propriedades diferentes. Avaliando as médias
das variaveis estudadas, verificou-se que os valores de linfocitos T e B ndo
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05), apesar da ocorréncia de
infestacdo de carrapatos e mosca do chifre, auséncia de suplementagao
mineral e escore corporal baixo dos animais da propriedade B. Estas variaveis
nao foram observadas na propriedade A. Possivelmente, a menor condi¢cao
corporal observada nos animais da propriedade B tenha como causas
determinantes 0 manejo nutricional e sanitario inadequados, 0 que, de acordo
com os resultados, n&o interferiu na imunidade celular e humoral desses
bovinos.

De acordo com MORRIS & LARGE (1993), moléstias riquetsiais e
desnutricdo podem causar linfopenia, por desencadear aumento na liberagao
de glicocorticéides, o que interfere diretamente na produgdo de linfocitos.
Apesar desta evidéncia, no presente trabalho, ndo foi observada diferenca
significativa no numero de células dos animais das diferentes propriedades ou
sequer algum bovino com linfopenia. Este resultado pode ser sustentado pela
rusticidade dos Curraleiros e por uma provavel resisténcia natural desses as
condicbes adversas e hostis as quais sdo submetidos, pois conforme descrito
por BARINI (2007); CARVALHO & AMORIM (1989), MARIANTE &
CAVALCANTE, (2000), PAULA NETO (2004) e JULIANO (2006), a raga
Curraleiro formou-se em regime de criacdo super extensiva, com minimos

cuidados sanitarios e alimentares. Além disso, a raga adaptou-se ao calor e a
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seca, 0 que resultou, com o passar dos séculos, em animais extremamente
rusticos, com caracteristicas de boa adaptacdo ao meio e maior resisténcia a
doencgas e parasitas.

BITTAR et al. (2004) afirmaram ainda que, a existéncia de um perfil
fenotipico diferencial de linfocitos circulantes em animais das racas Holandesa,
Pardo-Suica e Hereford deve ser considerada nos estudos da imunidade
celular desencadeada por doencas infectoparasitarias em bovinos, uma vez
que essas diferencas podem ser relevantes para o padrao de resposta imune
apresentado por esses animais. Esta afirmacdo demonstra a importancia da
presente investigacao para a compreensao do perfil imunolégico de bovinos da
raca Curraleiro, além de servir como passo inicial para explicar as
caracteristicas de rusticidade e resisténcia desses animais a doencas
infectoparasitarias.

CUENCA et al. (2007), em pesquisa envolvendo bezerros e vacas
com idades de trés a seis meses e quatro a oito anos, respectivamente,
acometidos por desnutrigdo provocada por intensa seca regional constataram
linfocitose em todos os bezerros e em 92% das vacas investigadas, concluindo
ser uma resposta do organismo frente a um estresse nutricional, neste caso
ocasionado pela intensa seca. Contrariamente ao encontrado por estes
autores, nos resultados do presente estudo ndo foi observada nenhuma
alteracao leucocitaria nos bovinos Curraleiros da propriedade B, que também
estavam submetidos a um estresse nutricional intenso.

Por outro lado, os mesmos autores descrevem que as vacas que
nao apresentaram alteragdes linfocitarias (8%), compreendiam animais mais
velhos e possivelmente apresentavam maior adaptabilidade a condigdes
desfavoraveis. Isto € parcialmente semelhante ao observado na pesquisa em
tela, em que nao se verificou alteracbes leucocitarias nos animais das
diferentes faixas etarias, provavelmente pela rusticidade da raga associada a
alta adaptabilidade, especialmente dos animais mais velhos.

Também MEGLIA et al. (2005) realizaram trabalho comparando
diferentes dietas e suas consequéncias junto ao perfil leucocitario de bovinos.
Observaram que o numero de leucdcitos e linfécitos foi maior nos animais que
receberam menores quantidades de energia, contrastando com os resultados

obtidos no presente estudo, onde independente das condi¢cdes alimentares, o
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perfil leucocitario manteve-se estavel e dentro dos parametros de normalidade
para a espécie. Da mesma forma OLIVEIRA et al. (2005) nao verificaram
alteracdes leucocitarias alterando a dieta de bovinos.

A auséncia de linfopenia e linfocitose nos animais da propriedade B
pode estar relacionada a resisténcia adquirida ao longo dos séculos, ou seja,
mesmo na presenca de uma quantidade moderada de carrapatos e diferentes
manejos nutricionais, o perfil linfocitario ndo foi alterado, talvez pela alta
proporcao de linfécitos T verificada, como também ocorreu com os bovinos
Hereford do estudo de BITTAR et al. (2004). Neste sentido, ressalta-se
novamente a rusticidade como fator preponderante de resisténcia a infecgdes,
particularmente as hemoparasitarias, dadas as diferencas ambientais e
nutricionais entre os animais do estudo do autor supracitado e os deste

experimento.
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7 CONCLUSOES

Nas condicdes em que o presente trabalho foi desenvolvido, pode-se

concluir que:

1.

A utilizagdo dos anticorpos monoclonais anti-CD3 bovino (MM1A) e anti-LB
bovino (LCTB16A), por meio da imunocitoquimica em amostras de sangue
periférico de bovinos, foi bem sucedida, permitindo a sua indicagao para a

imunofenotipagem de linfécitos T e B circulantes.

As variaveis linfocitarias dos bovinos da raca Curraleiro sofreram

significativas influéncias dos fatores etarios e sexuais.

O aumento da idade infere em diminuicdo dos niveis de leucdcitos, linfocitos

totais, linfocitos T e linfocitos B.

O sexo interferiu nos valores absolutos do niumero de leucdcitos, linfocitos

totais e linfécitos T que foram maiores nos machos em relagcéao as fémeas.

A diferenga de qualidade de manejo n&o influenciou nenhum dos

parametros avaliados.
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ANEXOS

ANEXO 1:

Solucao Citrato:
= Dissolver 2,1g acido citrico em 1L de agua destilada.
= Acertar o pH para 6,0 com NaOH 5N

ANEXO 2:

EDTA:
= Dissolver 0,372g de acido etilenodiaminotetracético — EDTA
(C10H14N20OgNazH,0) em 1L de agua destilada.
= Acertar o pH para 8,0 com NaOH 5N

ANEXO 3:

Soro Albumina Bovina (BSA 3%) - (estocar em congelador):
= Dissolver 3g de BSA em 100mL de PBS 1%

e PBS 1% (salina-fosfato tamponada):
Dissolver 100mL de PBS 10% em 900mL de agua destilada.

e PBS 10%:

¢ Dissolver 14g de fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,4) + 4,3g de
fosfato de potassio monobasico (KH,PO4) + 7,2 g de cloreto de
sédio (NaCl) em 1 L de agua destilada.

e Acertar o pH para 7,2
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ANEXO 4:

Leite desnatado:

= Dissolver 109 leite desnatado em p6 em 250ml de agua destilada.

ANEXO 5:

Silanizacio das laminas:

» Realizar limpeza das laminas com alcool
»= Manipular as laminas limpas com luvas
» Preparar trés cubas contendo:
1) 250 mL de acetona PA
2) Solugao de silano: 250 mL de acetona PA + 10 mL de solugao de
organosilano a 4% (3, aminopropyl-triethoxysilane, Sigma — USA)
3) 250 mL de acetona PA
* |Imersdo das laminas em acetona (12 cuba) por dois minutos, esgotar bem
0 exCesso;
» |Imersdo das laminas em silano a 4% (2° cuba) por dois minutos, esgotar
bem o excesso;
» |Imersdo em acetona (3% cuba) por quatro vezes, esgotar bem o excesso;

» Secagem em estufa, deixar esfriar e guarda-las em caixa.

ANEXO 6:

Solugao de TRIS:
= Dissolver 6g Trizima base (C4H11NO3) + 8,59 cloreto de sddio (NaCL) em
1L de agua destilada
= Acertar o pH para 7,4 com HCL 50%
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TABELA 9 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagdo (cv), mediana e
moda das variaveis do grupo 1 (G1) de bovinos sadios da raga Curraleiro

— Goiania, 2008.
animal WBC Diferencial Linfécito LT LT LB LB
Linfécitos Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
02 7600 72 5472 63 3447,36 26 1422,72
05 8300 69 5727 61 3493,47 30 1718,1
07 7900 59 4661 64 2983,04 32 1491,52
09 7700 69 5313 73 3878,49 35 1859,55
11 10100 54 5454 54 2945,16 21 1145,34
12 7400 58 4292 61 2618,12 22 944,24
35 9300 55 5115 63 3222,45 34 1739,1
37 12600 73 9198 71 6530,58 29 2667,42
38 10200 70 7140 61 4355,4 36 2570,4
39 8100 72 5832 54 3149,28 19 1108,08
Média 8920 65 5820 63 3662 28 1667
S 1645 8 1408 6 1123 6 583
cv 18 12 24 10 31 22 35
Mediana | g50 69 5463 62 3335 30 1605
moda _ 72 ) 61 ) ) )
TABELA 10 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagdo (cv), mediana e
moda das variaveis do grupo 2 (G2) de bovinos sadios da raga Curraleiro —
Goiania, 2008.
animal WBC Diferencial | Linfécito LT LT LB LB
Linfécitos | Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
15 7700 59 4543 57 2589,51 31 1408,33
16 13600 73 9928 58 5758,24 32 3176,96
19 10600 40 4240 81 34344 32 1356,8
22 6000 78 4680 62 2901,6 36 1684,8
23 5100 82 4182 74 3094,68 39 1630,98
24 7200 71 5112 64 3271,68 41 2095,92
25 10200 62 6324 56 3541,44 33 2086,92
26 11600 73 8468 66 5588,88 37 3133,16
27 8700 61 5307 62 3290,34 21 1114.,47
28 6000 65 3900 63 2457 45 1755
30 8900 57 5073 51 2587,23 32 1623,36
31 7000 49 3430 67 2298,1 35 1200,5
32 8800 59 5192 64 3322,88 36 1869,12
34 7300 72 5256 68 3574,08 39 2049,84
41 8700 73 6351 63 4001,13 30 1905,3
Média 8493 65 5466 64 3447 35 1873
S 2289 11 1734 7 1019 6 603
cv 27 17 32 11 30 16 32
Mediana | g509 65 5112 63 3290,34 35 1755
moda 6000 73 ; 62 - 32
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TABELA 11 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagao (cv), mediana e
moda das variaveis do grupo 3 (G3) de bovinos sadios da raga Curraleiro —

Goiania, 2008.
animal WBC Diferencial | Linfécito LT LT LB LB
Linfécitos | Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
137 10700 43 4601 59 271459 36 1656,36
122 10300 72 7416 66 4894,56 35 2595,6
45 16100 70 11270 70 7889 32 3606,4
57 9900 69 6831 68 4645,08 37 2527 .47
107 7200 68 4896 67 3280,32 30 1468,8
61 7700 75 5775 63 3638,25 34 1963,5
104 12700 73 9271 70 6489,7 28 2595,88
63 8600 61 5246 69 3619,74 33 1731,18
67 11000 67 7370 63 4643,1 43 3169,1
68 12500 69 8625 68 5865 36 3105
109 11200 72 8064 55 44352 37 2983,68
103 14000 64 8960 74 6630,4 38 3404,8
71 9700 80 7760 57 44232 35 2716
73 11300 58 6554 72 4718,88 39 2556,06
91 8700 76 6612 67 4430,04 20 1322,4
92 11100 68 7548 71 5359,08 34 2566,32
93 9200 76 6992 70 4894 4 44 3076,48
114 9500 74 7030 70 4921 36 2530,8
115 14500 66 9570 78 7464 ,6 36 3445,2
119 9100 63 5733 60 3439,8 32 1834,56
120 10900 70 7630 70 5341 32 2441,6
124 9800 73 7154 71 5079,34 28 2003,12
Média 10714 69 7314 67 4946 34 2514
S 2195 8 1600 6 1308 5 659
cv 20 11 22 8 26 15 26
Mediana | 45500 70 7262 69 4807 35 2561
moda . 72 : 70 . 36 :
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TABELA 12 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagao (cv), mediana e
moda das variaveis do grupo 4 (G4) de bovinos sadios da raga Curraleiro —

Goiania, 2008.
animal WBC Diferencial Linfécito LT LT LB LB
Linfécitos | Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
58 11400 75 8550 63 5386,5 28 2394
59 11600 86 9976 72 7182,72 27 2693,52
60 12800 65 8320 75 6240 36 2988
62 10200 73 7446 60 4467,6 24 1787,04
106 8000 81 6480 57 3693,6 34 2203,2
64 13700 76 10412 65 6767,8 26 2707,12
65 12900 66 8514 59 5023,26 40 3405,6
66 12300 69 8487 70 5940,9 29 2461,23
69 10200 78 7956 54 4296,24 25 1989
70 11400 78 8892 70 6224 .4 28 2489,76
72 14100 69 9729 63 6129,27 41 3988,89
74 9200 70 6440 75 4830 37 2382.,8
75 18300 74 13542 64 8666,88 29 3927,18
76 16300 87 14181 50 7090,5 23 3261,63
77 18200 68 12376 62 7673,12 43 5321,68
78 16200 76 12312 72 8864,64 26 3201,12
Média 12925 74 9601 64 6155 31 2950
S 3062 7 2382 7 1512 7 897
cv 24 9 25 12 25 21 30
Mediana | 15550 74,5 8721 64 6177 29 2700
moda | 11400 76 - 63 - 28

TABELA 13 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagao (cv), mediana e
moda das variaveis do grupo 5 (G5) de bovinos sadios da raga Curraleiro —

Goiania, 2008.
animal WBC Diferencial | Linfécito LT LT LB LB
Linfoécitos | Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
24 13300 46 6118 70 4282,6 26 1590,68
135 6200 70 4340 65 2821 22 954.8
46 12600 44 5544 59 3270,96 34 1884,96
53 16800 59 9912 57 5649,84 21 2081,52
94 16300 75 12225 59 7212,75 20 2445
96 6900 87 6003 72 4322,16 27 1620,81
97 7000 80 5600 58 3248 27 1512
98 10400 77 8008 64 5125,12 33 2642,64
108 11100 60 6660 58 3862,8 24 1598,4
Média 11178 66 7157 62 4422 26 1815
S 3961 15 2490 6 1387 5 515
cv 35 23 35 9 31 19 28
Mediana | 14499 70 6118 59 42826 26 1620,81
moda _ _ ) 59 _ 27 }
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TABELA 14 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagao (cv), mediana e
moda das variaveis do grupo 6 (G6) de bovinos sadios da raga Curraleiro —

Goiania, 2008.
animal WBC Diferencial Linfécito LT LT LB LB
Linfécitos | Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
02 10100 46 4646 62 2880,52 32 1486,72
03 8700 71 6177 67 4138,59 35 2161,95
06 7800 38 2964 58 1719,12 29 859,56
142 8200 84 6888 56 3857,28 22 1515,36
12 7000 50 3500 65 2275 29 1015
14 8600 71 6106 61 3724,66 16 976,96
121 7500 56 4200 70 2940 33 1386
111 11600 53 6148 62 3811,76 32 1967,36
16 12000 52 6240 66 4118,4 35 2184
20 8900 45 4005 70 2803,5 36 1441,8
143 18900 40 7560 68 5140,8 27 2041,2
25 9500 55 5225 66 34485 33 1724.,25
32 11100 59 6549 58 3798,42 25 1637,25
138 6200 70 4340 61 26474 29 1258,6
139 7200 50 3600 73 2628 39 1404
34 8700 55 4785 58 2775,3 31 1483,35
36 11800 44 5192 67 3478,64 38 1972,96
38 9400 47 4418 60 2650,8 34 1502,12
192 6600 63 4158 57 2370,06 37 1538,46
39 5600 75 4200 61 2562 27 1134
42 9600 60 5760 64 3686,4 45 2592
44 14500 62 8990 65 5843,5 33 2966,7
50 14900 50 7450 72 5364 32 2384
110 7200 69 4968 68 3378,24 30 1490,4
136 15300 58 8874 52 4614,48 35 3105,9
95 6900 62 4278 65 2780,7 37 1582,86
Média 9762 57 5432 64 3440 32 1724
S 3240 11 1594 5 1006 6 575
cv 33 20 29 8 29 18 33
Mediana | ggng 56 5080 65 3413 33 1527
moda | g70q 50 4200 58 - 32 ;
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TABELA 15 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagao (cv), mediana e

moda das variaveis do grupo 7 (G7) de bovinos sadios da raga Curraleiro —

Goiania, 2008.
animal WBC Diferencial | Linfécito LT LT LB LB
Linfécitos | Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
01 8400 47 3948 74 2921,52 24 947,52
117 16300 42 6846 69 4723,74 32 2190,72
09 10600 53 5618 69 3876,42 33 1853,94
17 11300 54 6102 72 4393,44 32 1952,64
18 9300 60 5580 69 3850,2 29 1618,2
19 9000 81 7290 71 5175,9 43 3134,7
48 8200 60 4920 71 3493,2 32 1574,4
113 10400 65 6760 54 3650,4 40 2704
130 5800 62 3596 53 1905,88 28 1006,88
55 9900 59 5841 72 4205,52 51 2978,91
82 13200 54 7128 50 3564 37 2637,36
84 7600 48 3648 63 2298,24 31 1130,88
87 12200 59 7198 57 4102,86 28 2015,44
99 8100 60 4860 56 2721,6 32 1555,2
Média 10021 57 5667 64 3634 34 1950
S 2650 9 1314 8 917 7 710
cv 26 16 23 13 25 21 36
Mediana |  gggq 59 5730 69 3750 32 1903
moda ; 60 ; 69 ; 32 :

TABELA 16 - Valores médios, desvio-padrao (s), coeficiente de variagao (cv), mediana e

moda das variaveis do grupo 8 (G8) de bovinos sadios da raga Curraleiro —

Goiania, 2008.
animal WBC Diferencial | Linfécito LT LT LB LB
Linfécitos | Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
5317 8500 55 4675 66 3085,5 30 1402,5
745550 14500 78 11310 73 10585 20 2262
47 13300 65 8645 59 5100,55 51 4408,95
105 11200 51 5712 59 3370,08 21 1199,52
Média 11875 62 7586 64 5535 31 2318
S 2631 12 2999 7 3482 14 1468
cv 22 19 40 10 63 47 63
Mediana | 4555 60 7179 63 4235 26 1832
moda _ _ } 59 . . i}




