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RESUMO

A raca Curraleiro foi formada em regime de criacdo extensiva na regido do
cerrado, com minimos cuidados sanitarios e de alimentacdo, resultando em
animais rasticos, que constituem um importante recurso genético para a pecuaria
brasileira. Com o0 objetivo de ampliar os conhecimentos sobre aspectos
imunologicos dessa raca, foi realizado o estudo comparativo entre bovinos da
raca Curraleiro e Nelore apds vacinacdo com Mycobacterium bovis - BCG. Para
tanto se quantificou a producdo de anticorpos IgM e IgG especificos para
Mycobacterium bovis, por meio do teste de ELISA indireto método in house.
Utilizou-se 12 bezerros de propriedades do Estado de Goias, seis de cada raca
com idade aproximada de seis meses. Os bezerros de cada raca foram
subdivididos em outros dois grupos, o grupo vacinado recebeu Mycobacterium
bovis — BCG via intradermica. Inicialmente os dados foram submetidos a
estatistica descritiva e posteriormente aos testes de Kruskall Wallis e Mann-
Whitney. Para o protocolo de avaliagcdo realizaram-se 0s seguintes exames:
hemograma, quantificagdo de proteina total, aloumina, globulina, eletroforese das
proteinas séricas, IgG e IgM M. bovis especificas. Agrupando os resultados de
todas as colheitas, observou-se que o0s bezerros da ragca Curraleiro quando
comparados aos bezerros Nelore, apresentaram maiores contagem total de
leucdcitos, segmentados, linfocitos e mondcitos; concentracdes mais elevadas de
proteinas e globulinas séricas; das fracbes alfa-1, beta e gama globulinas.
Considerando especificamente a vacinagdo com Mycobacterium bovis - BCG, o0s
bezerros Curraleiro produziram maiores quantidades de IgM e 1gG M. bovis
especificas quando comparados aos bezerros Nelore. Entre os grupos vacinados
0 que apresentou maiores valores foi o grupo Curraleiro vacinado, seguido pelo
grupo Curraleiro controle, posteriormente grupo Nelore vacinado e por fim o grupo
Nelore controle, com as menores concentragcdes. Conclui-se que bovinos da raca
Curraleiro quando comparados aos da raca Nelore apresentam resposta
imunoldgica inespecifica e especifica humoral maiores, caracterizada por maior
namero de leucoécitos e maiores concentracdes de imunoglobulinas IgM e 1gG —
M. bovis especificas.

Palavras-chave: anticorpos, vacina BCG, Pé-Duro, racgas locais.
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ABSTRACT

Curraleiro breed was formed in regime of extensive breeding on region of cerrado,
with minimal attention to infectious diseases and alimentary, resulted in animals
extremely rustic that composed an important genetic recourse for Brazilian
livestock. In order to improve the understanding about immunological aspects this
breed, a comparative study between Curraleiro and Nelore calves after
immunization with BCG vaccine. Was realized the quantity of IgM and IgG
antibodies specifics to Mycobacterium bovis, by indirect ELISA in house method.
Was determined twelve young calves (six month of age) were used throughout the
study. The animals were divided in two groups: six calves from Curraleiro breed
and six calves from Nelore breed. Each group was further divided in: immunized
group which received the BCG vaccine and a control which received the adjuvant.
The data were submitted to descriptive statistics and then to the Kruskall Wallis
and Mann-Whitney tests. It was realized hemogram, total protein, albumin,
globulin eletroforesis of serological protein, ELISA for M. bovis IgG and IgM levels.
The results were grouped and Curraleiro and Nelore calves were compared, the
Curraleiro breed exhibited larger numbers of leucocytes, neutrophils, lymphocytes
and monocytes; higher proteins and globulins levels; and higher concentration of
alfa-1, beta and gama globins fraction. So, considered the vaccination to BCG, the
Curraleiro calves were more levels in produce specifics M. bovis IgM and IgG.
Between the immunized groups, Curraleiro group immunized presented better
performance than Curraleiro control group, Nelore group immunized and lastly
Nelore control group. Concluded that Curraleiro breed compared to Nelore breed
exhibited unspecific and specific humoral immune response more productive
qualified for bigger numbers of leucocytes and higher concentration of unspecific

and specific immunoglobulin.

Keywords: antibodies, local breed, Pé-Duro, BCG vaccine.



1 INTRODUCAO

As racas bovinas trazidas da Peninsula Ibérica deram inicio ao
povoamento dos campos naturais do Brasil e adaptaram-se ao novo ambiente,
formando grandes rebanhos e originando diversas racas locais ou naturalizadas,
algumas das quais ja geneticamente melhoradas. Dentre as racas locais
encontra-se a raca Curraleiro, que se formou em regime de criacdo extensiva,
com minimos cuidados sanitarios e de alimentacdo, resultando em animais
extremamente rusticos, que constituem um importante patrimodnio genético para a
pecuaria brasileira.

Nos dias de hoje, o Curraleiro encontra-se a ponto de ser totalmente
absorvido por outras racas. A extincdo de racas naturalizadas brasileiras ira
representar perda irreparavel para o pais, pois com elas, irdo desaparecer
informacdes contidas na estrutura genética desses animais. Para evitar sua
extincdo, grupos de pesquisadores tém se empenhado em estabelecer programas
de conservacao destinados a protecdo desse patrimoénio genético.

Os séculos de selecdo por que passaram provavelmente conferiram ao
Curraleiro maior resisténcia a enfermidades endémicas. Enfermidades essas,
responsaveis por grandes perdas econdmicas e de produtividade em regimes
tradicionais de producao, que utilizam ragas exoticas criadas em grande escala.

Apesar do conhecimento tradicional atribuir ao gado Curraleiro
caracteristicas de maior resisténcia quando comparado a outras racas bovinas,
estudos sobre o sistema imunolégico desses animais sdo escassos. Essas
lacunas ficaram mais evidentes, apds a publicacdo de resultados de investigacfes
e descricdo das caracteristicas populacionais e epidemiolégicas da raca. Neste
contexto estudos que comprovem tal resisténcia devem ser realizados, de modo a
demonstrar a importancia da manutencdo deste importante recurso geneético

animal.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e historico do gado Curraleiro

Na época da colonizacdo, em meados do século XVI, iniciou-se a
criacao de gado no Brasil, a qual se revelou de grande importancia para a colénia
recém-descoberta. Os bovinos foram trazidos por colonizadores portugueses e
espanhois (VELLOSO, 1996). Estes bovinos pertenciam a trés troncos: Bos
taurus ibericus, Bos taurus aquitanicus e Bos taurus batavicus (ATHANASSOF,
1958). O gado conhecido no Piaui e Maranhdo como Pé-duro e como Curraleiro
em Goiads e Tocantins, provém da unido das racas portuguesas Alentajana e
Galega, com animais de origem espanhola pertencentes ao tronco Bos taurus
ibericus, introduzidos a partir da bacia do Rio S&o Francisco (VIANA, 1927).

Essa foi a primeira raca efetivamente surgida no Brasil, resultante da
miscigenacdo e adaptacdo aos diversos ecossistemas e, por ser um gado que
habita o nosso pais ha mais de 400 anos, pode ser considerado um verdadeiro
tesouro genético, uma vez apresenta caracteristicas de adaptacado e resisténcia
as condi¢cBes adversas do cerrado brasileiro. Adicionalmente, sdo animais doéceis,
rusticos, resistentes a doencas e parasitas e, por isso, poderiam ocupar milhares
de hectares de areas desfavoraveis a outras racas, sem precisar de grandes
investimentos por parte dos produtores. Essa e outras ragas bovinas seculares,
como Caracu, Mocho Nacional, Crioulo Lageano, Pantaneira e Junqueira, dentre
outras, que encontram-se no Brasil desde a colonizacdo. E em funcao disso,
foram desenvolvendo ao longo dos séculos caracteristicas de rusticidade e
adaptabilidade muito importantes para programas de melhoramento genético e
cruzamentos industriais com racas especializadas para criacdo em regides
tropicais, subtropicais e semi-aridas do Brasil e de outros paises (MARIANTE &
EGITO, 2002).

Na América Latina, o gado naturalizado foi a base da pecuaria por
quase cinco seéeculos, porém, nos dias de hoje encontra-se a ponto de ser
totalmente absorvido por outras racas. Algumas populacdes vém sendo cruzadas

com linhagens exéticas sem nenhum plano sistematico de melhoramento, na



expectativa de que as ragas introduzidas diluam problemas de producdo que
estdo associados a outros entraves da pecuaria, como sanidade e nutricdo
(CAMARGO, 1984; JULIANO, 2006).

Sobre a situacdo atual do gado Curraleiro, foram identificados e
cadastrados rebanhos em cinco estados brasileiros: Goids, Tocantins, Bahia,
Para e Piaui. Obtiveram-se informacfes adicionais que os estados do Maranhao,
Paraiba e Minas Gerais ainda possuem rebanhos, mas estas ainda ndo foram
confirmadas e quantificadas. O efetivo total identificado foi de 5.233 bovinos
(FIORAVANTI, 2008).

FIGURA 1 — Bovinos da raca Curraleiro. A) S&o Jodo do Piaui - Pl.  B) Cavalcante -
GO. C) Cocos - BA. D) Sucupira-TO

BN

Atualmente, encontram-se vulneraveis a extingdo, apesar de serem
animais que demonstram particularidades impares de uma raca local que vem
sofrendo ao longo do tempo a acdo da selecdo natural, a ponto de apresentarem
caracteristicas especificas de tais condices, entre essas a rusticidade. Estas
caracteristicas sdo notaveis justificativas para manter este recurso genético



potencialmente importante, visto a possibilidade de que essas, puras ou em
cruzamentos, se tornem mais produtivas do que as racas exoéticas melhoradas,
em determinadas condicoes de exploracdo, além de constituirem fonte de
material genético capaz de melhorar a resisténcia de outras racas as condicoes
hostis do ambiente (EGITO et al., 2002).

As mudancas recentes na pecuaria brasileira e mundial apontam para
um novo paradigma de criacdo, em que o uso de defensivos animais € limitado ao
minimo indispensavel, sendo completamente abolido. O propdsito seria a
producdo de alimentos, tanto carne quanto leite, isentos de quaisquer residuos
quimicos. A palavra de ordem hoje € a manutencdo de animais sadios para que
se possam utilizar as suas proprias defesas para o combate das diversas
enfermidades que sdo comuns em rebanhos submetidos a manejos intensivos. O
estudo do sistema imune dos ruminantes desempenha, assim, um papel chave
neste cenario (GARCIA et al., 2004).

Ha muito a ser investigado sobre a interacdo do sistema imunologico
com processos fisiolégicos, patoloégicos e epidemiolégicos dos animais
domésticos. Os componentes do sistema imune e suas fun¢des na manutencéo
do estado de salde dos animais podem ser investigados por meio de diferentes
métodos diagnosticos (JULIANO, 2006).

2.2 Resisténcia dos bovinos as enfermidades

A resisténcia a doencas é um atributo particularmente importante nos
sistemas de producdo da pecudria e a sanidade pode ser fator limitante na
sustentabilidade desses sistemas. A possibilidade de aumentar a resisténcia
genética a doencas em um rebanho é bastante viavel aplicando-se técnicas
simples, como a inclusdo de ragas naturalizadas nos programas de melhoramento
genético (GIBSON, 2002; GIBSON & BISHOP, 2005).

O desenvolvimento de uma enfermidade é o resultado de interacbes
entre o gendtipo de um individuo e o meio ambiente. Para a selegéo genética de
individuos resistentes a determinada doenca é necessario identificar os genes

especificos relacionados a esta resisténcia ou 0os marcadores genéticos ligados a



mesma. Conseqglentemente o conhecimento do sistema imune é de fundamental
importancia para realizacao deste trabalho, sendo que os genes do complexo de
histocompatibilidade maior (MHC) parecem estar intimamente comprometidos
nesta resisténcia, ja tendo sido evidenciado em bovinos, seu envolvimento na
resisténcia a carrapatos, parasitos intestinais e mastite (WARNER et al., 1987).

O complexo de histocompatibilidade maior (MHC) consiste de um
grupo de genes que constituem o mais importante componente genético do
sistema imune dos mamiferos. E de extrema importancia no reconhecimento de
antigeno e ativacdo da resposta imune a patéogenos. O MHC atrai consideravel
atencdo em decorréncia da sua relacdo com doencas infecciosas, autoimunes e
sua variabilidade genética. Para o gado leiteiro, este complexo refere-se como
complexo antigénico de linfécito bovino (BoLA), organizado em trés classes
distintas (classe I, Il e lll), onde cada uma é dividida em regides e subregides,
contendo genes e pseudogenes. Estudos recentes realizados com o objetivo de
avaliar a interacdo entre resisténcia a doencas e o MHC demonstraram existir
correlacdo significativa entre alelos da regido DRB do gene de MHC e a
resisténcia a doengas, como em vacas holandesas e a resisténcia a mastite
(ANDERSSON & DAVIS, 1994; PASHMI et al., 2009).

DIETZ et al. (1997a e b) investigaram a associa¢ao de alelos DRB3.2
do BoLA e 20 variaveis imunoldgicas. Foi relatado significativa associacdo com 13
funcdes dos leucdcitos, incluindo concentracdo de 1gG2, IgM e niveis de
complemento, e nimeros de células mononuclear, sugerindo que o alelo DRB3.2
estd associado a fatores envolvidos na funcdo imune. Principalmente, na
associacao genética do gene BoLA-DRB3 com o desempenho do perfil imune e a
resisténcia a mastite.

E evidente que a resisténcia a doencas infecciosas é geneticamente
determinada e atualmente, o interesse na selecéo para resisténcia a problemas
de saude na industria leiteira, por exemplo, bem como a selecdo para o
melhoramento da salde de todo o rebanho para os consumidores esta
internacionalmente aumentando a importancia (STEAR et al., 2001). Mas
desafortunadamente, a heranca do perfil saudavel pode ser lentamente
transferida e com limitada quantidade de dados a progénie de animais mais

resistentes a doencgas, os quais atrasam o potencial para o melhoramento



genético por métodos tradicionais de selecdo. Consequentemente, tem sido
considerado interessante definir marcadores genéticos e imunolégicos que
poderiam ser usados na selecéo para melhorar a resisténcia a doencas (PARK et
al., 2004).

A comprovacdo da resisténcia dos animais a uma sO doenca, a
principio, parecia ndo estar relacionada a resisténcia a outras enfermidades.
Contudo, a sinalizacdo e ativacdo de algumas vias das células do hospedeiro
podem ter similaridades relacionadas a sobrevivéncia ou ndo de patdgenos
intracelulares (ADAMS & TEMPLETON, 1998). Alguns estudos confirmaram a
resisténcia genética de touros Black Angus, in vitro e in vivo quando desafiado
pela Brucella abortus. Posteriormente este animal foi clonado e seu clone
demonstrou ser resistente também a Mycobacterium bovis e Salmonella
Typhimurium (WESTTHUSIN et al., 2007).

A associagcdo entre resisténcia natural e proteina 1 dos macrofagos
(Nramp1l) foi observada na resisténcia ou suscetibilidade a Mycobaterium bovis.
Foi relatada em bovinos a existéncia de polimorfismo de micro-satélites, afetando
desta forma a expressdo do gene Nrampl e também a replicacdo da Brucella
abortus (ABLES et al., 2002). Estudos também mostraram que vacas resistentes
a brucelose possuiam macrofagos significativamente mais ativos que aqueles de
fémeas suscetiveis. Em relacdo a tuberculose também existem relatos
comprovando a resisténcia natural de alguns bovinos a doenca (ADAMS &
TEMPLETON, 1998).

2.3 Tuberculose bovina

A tuberculose bovina é causada pelo M.bovis e possui distribuicdo
mundial, concentrando-se principalmente em paises em desenvolvimento e em
criacdes intensivas, como em bovinos leiteiros. A tuberculose bovina concentra-se
principalmente na América do Sul, que também detém a maior populacédo bovina
(KLEEBERG, 1984; ROXO, 1996).

A principal via de infeccdo dos bovinos adultos é a inalagdo de

particulas de aerossol, sendo a via digestiva o principal mecanismo de



contaminacgao dos bezerros (PALMER & WATERS, 2006). No entanto, o processo
da exposicdo ao bacilo e o desenvolvimento da doenca ndo estao totalmente
esclarecidos (POLLOCK et al., 2006). A tuberculose bovina é uma enfermidade
cronica caracterizada por lesbes granulomatosas, associadas principalmente ao
trato respiratério e aos linfonodos (NEILL et al., 1994).

Como a via de infecgdo mais comum € o trato respiratorio, o pulméo é o
orgao primariamente atingido, assim como os linfonodos regionais. Na primo
infeccdo pulmonar os bacilos se alojam no tecido, promovendo uma reacgao
inflamatoéria, denominada pneumonia. A doenca se desenvolve nos pulmdes,
formando ndédulos caseosos, de tamanhos variados, podendo atingir todo o
parénquima e formando lesdes cavitarias. Em animais imunossuprimidos € mais
frequente a disseminacdo do agente pelo parénquima pulmonar e, pela via
hematogena, podendo alcancar os linfonodos regionais, formando metastases em
outros 6rgaos. No foco inicial da infeccdo ocorre infiltracdo celular, necrose de
caseificacdo e circunscricdo da lesdo, que pode evoluir para resolucdo e
calcificacdo. Quando a penetracdo do bacilo é pela via digestiva, a lesdo inicial se
da no sitio de entrada, principalmente nos linfonodos faringeos e mesentéricos.
Entretanto, pode atingir praticamente todos os O6rgdos quando ocorre a
generalizacao do processo (PRITCHARD, 1988; O'REILLY & DABORN, 1995).

Apos a infecg@o por M. bovis observa-se na leséo infiltracdo de células
mononucleares, incluindo macréfagos e linfocitos (CASSIDY et al., 2001). Os
macrofagos sédo as primeiras células que abrigam o M. bovis e onde ocorre a
proliferacéo intracelular, sendo seguido pela deposicao do bacilo no parénquima
pulmonar, posteriormente outras células do sistema imune inato e da resposta
adaptativa sdo envolvidas (NEILL et al., 2001).

Considerando a importadncia que a pecuaria assume na economia
nacional, os dados referentes a frequiéncia da tuberculose bovina nos rebanhos
brasileiros ndo permitem uma visdo exata sobre a verdadeira extensdo do
problema. Mas estima-se que a tuberculose atinja cerca de 10% das vacas
leiteiras e 20% das propriedades do rebanho leiteiro. Acredita-se que 0s animais
infectados perdem de 10% a 25% de sua eficiéncia produtiva (ABRAHAO et al.,
2005). Em 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)

lancou o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e



Tuberculose (PNCEBT), com o objetivo de diminuir os indices de incidéncia e
prevaléncia destas doengas. O controle destas enfermidades, ndo s6 minimizaria
0S prejuizos econdmicos, mas ofereceria garantias de inocuidade dos alimentos,
tanto carne como leite e derivados, ao consumo interno e aumentaria a
competitividade dos nossos produtos no mercado internacional (ROXO, 2004).

Testes de tuberculinizacdo tém sido utilizados para diagnéstico de
tuberculose em bovinos ha mais de um século e avaliam respostas de
hipersensibilidade do tipo tardia, 72 horas apds uma injecao intradérmica de
tuberculina (PPD - derivado protéico purificado de Mycobacterium). O MAPA
preconiza duas modalidades de testes: o intra-dérmico simples, que utiliza apenas
tuberculina bovina e o teste intra-dérmico comparado, que utiliza tuberculina
bovina e aviaria. A tuberculinizacdo comparada permite reduzir diagnosticos falso-
positivos por reagfes desencadeadas por agentes do complexo MAIS
(Mycobacterium avium, M. infracelulareae, M. scrofulaceum), que ndo sao
patogénicos para bovinos, porém sao capazes de desencadear reacfes positivas
(MONAGHAN et al., 1994, MAPA, 2008).

Além do diagndstico de tuberculose poder ser feito in vivo pelo exame
clinico e pelo teste tuberculinico intradérmico; pode também ser realizado post-
mortem por exames histopatolégico e bacteriologico, que incluem isolamento do

agente por técnicas padroes e avancadas (HAAGSMA, 1995).

2.4 Resposta imune

A resposta imune € 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 acéo deletéria ao organismo (NOSSAL, 1993).

Definem-se dois tipos de resposta imune: a inata e a adquirida ou
adaptativa. A resposta inata € inespecifica, realizada principalmente por
neutréfilos e macrofagos, que realizam a identificagdo da particula antigénica, a
fagocitose e desencadeiam a liberagdo de citocinas que contribuem com a

instalacdo do processo inflamatorio e a intensificacdo da resposta imune. A



resposta imune adaptativa, por sua vez, apresenta especificidade na identificacao
de antigenos, originam respostas menos danosas e geram memdaria imunoldgica,
sendo os linfocitos as principais células da resposta imune especifica (ABBAS et
al., 2008).

A resposta imune ao M. bovis € uma complexa interacdo entre
patégeno-hospedeiro e o conhecimento detalhado dessa interacdo, nos bovinos
naturalmente infectados, é limitado. Estudos da resposta imune tém sido
realizados em modelos experimentais (BOOM, 1996; POLLOCK et al., 2001).

Estudos imunohistologicos de lesbes granulomatosas em bovinos,
causados pela infeccdo experimental de M. bovis, indicam que as células T séo
as primeiras células envolvidas nessa reac¢do (CASSIDY et al., 2001). POLLOCK
et al. (2001) afirmaram que a resposta imune mediada por células é importante
tanto nos animais natural quanto nos experimentalmente infectados.

Apesar do predominio da resposta imune celular, existem pesquisas
importantes quanto a participacdo da resposta imune humoral (FIFIS et al., 1994;
LYASHCHENKO et al., 1998). Segundo LYASHCHENKO et al. (1998), a resposta
imune humoral de bovinos experimentalmente infectados envolve multiplos
antigenos que sao reconhecidos pelos animais em diferentes estagios da doenca.

Nesse sentido, tem sido postulado que durante os estagios iniciais de
infeccbes micobacterianas, ha a predominancia da resposta imune mediada por
células; no entanto, com o progresso da doenca pode ser observada uma
alteracdo da relacdo de células T helper tipo 1 e 2 (Th1/Th2), que se associa a
uma fase onde a producéo de anticorpos é predominante (RITACCO et al., 1991).

Comumente, como em outras doencas micobacterianas, no inicio da
resposta imune em bovinos tuberculosos ha a dominancia da imunidade mediada
por células (CMI). Animais desenvolvendo resposta de células T podem ser
identificados usando varias técnicas. Estes métodos incluem mensuracdo da
reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia, quantificacdo da proliferagdo de
linfécitos in vitro e detecgdo de interferon gama (IFN-y) liberado por células T
sensibilizadas in vitro. Contudo, alguns animais infectados podem ter uma
resposta de anticorpos na auséncia de resposta mediada por células,
particularmente quando a carga bacteriana € alta. InUmeros testes de ELISA tém

sido descritos baseados em antigenos do complexo M. bovis, como derivado de
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proteina purificado (PPD) e antigenos fosfatideos. Todos estes ensaios tiveram
sucesso na deteccdo de anticorpos circulantes para micobactérias, mas séo
considerados carentes em especificidade. Esta descoberta estimula pesquisas
para identificacdo de proteinas associadas com M. bovis melhorando ensaios
especificos (McNAIR et al., 2001).

2.4.1Resposta imune inata ao M. bovis

O bacilo M. bovis entra e ultrapassa as barreiras fisicas do trato
respiratério, onde os macréfagos alveolares fagocitam estas micobactérias e
geralmente as destroem, dependendo da capacidade microbicida intrinseca dos
fagdcitos do hospedeiro e ainda dos fatores de viruléncia dos bacilos ingeridos.
As micobactérias que escapam da destruicdo intracelular se multiplicardo,
causando a ruptura dos macrofagos. Esse evento culminard com a infiltracdo de
células inflamatorias no tecido pulmonar e crescimento de bacilos nos mondcitos
(FLYNN et al., 2001; VAN CREVEL et al., 2002).

Os macrofagos e células dendriticas sdo células envolvidas na
resposta imune inata a micobactéria. Essas sdo as células responsaveis pela
apresentacdo do antigeno e assim para o inicio da imunidade adaptativa. As
primeiras moléculas de MHC Il apresentam a proteina micobacteriana para a
célula TCD4" antigeno especifica. A molécula de MHC | apresenta para 0s
linfocitos TCD8" antigeno especifica, para entdo se iniciar a resposta imune
adaptativa (MAZZACCARO et al.,1996; GELUK et al., 2000; CHO et al., 2000).

O Mycobacterium sp. caracteriza-se como um patégeno bacteriano
intracelular, sendo assim desenvolve uma resposta imune denominada de
hipersensibilidade tardia ou hipersensibilidade do tipo IV (DANNENBERG, 1993).

Na interacdo dos macréfagos com a bactéria estes se ativam
produzindo quimiocinas e citocinas, as quais tém potencial para controlar
infeccbes micobacterianas. No desenvolvimento dessa interagdo o bacilo pode
ser destruido e eliminado do hospedeiro ou ainda tornar-se quiescente. Nesse
caso, podera levar ao desenvolvimento de tuberculose ativa ou ser reativado da

dorméncia em estagios futuros oportunos (WELSH et al., 2005).
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A funcdo do macréfago na tuberculose € complexa, pois, a0 mesmo
tempo em que essas células séo as preferidas pelas micobactérias intracelulares,
eles também sao as células efetoras no controle e destruicdo desses patdgenos
(POLLOCK & NEILL, 2002).

Segundo ARMSTRONG & HART (1975), o vacuolo fagocitico contendo
micobactéria metabolicamente ativa escapa da fusdo com o lisossomo, sendo
essa caracteristica um mecanismo de evasao e sobrevivéncia desse organismo.
O M. bovis pode crescer relativamente livre dentro do macrdéfago bovino. Os
autores acrescentam ainda que a interacdo macrofago-micobactéria define os
eventos subsequentes da resposta ao M. bovis.

Apesar do papel fundamental dos macréfagos, outras células, tais
como as natural killer e neutréfilos, podem estar envolvidas na resposta imune,
principalmente na fase inicial da infeccdo por M. bovis (POLLOCK & NEILL,
2002).

2.4.2 Resposta imune adaptativa

a) Resposta imune celular ao M. bovis

A resposta imune na tuberculose bovina é mediada por células e
desencadeia a formacdo de granuloma, considerado um indicativo de doenca
(WANGOO et al., 2005).

O mecanismo que desencadeia a formacdo do granuloma ocorre da
seguinte forma: na resposta imune ao M. bovis, apds a exposicdo ao antigeno, o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) pré-estocado, liberado pelos macréfagos,
recruta neutréfilos e mondcitos circulantes. Ao mesmo tempo, o IFN-y produzido
por células NK e Ty3, ativam macrofagos e células dendriticas. Essas células
liberam quimiocinas e mais TNF-o, 0s quais alteram a microcirculacdo local e
facilitam o trafego celular para o tecido. Apos um periodo ainda ndo determinado
as células dendriticas carregadas com antigenos migram para o linfonodo
iniciando a resposta linfocitica. Essas células dendriticas produzem interleucina-
12 (IL-12) e apresentam o antigeno para as células TCD4" naive. Sob a influéncia

da IL-12 as TCD4" naive diferenciam-se em Th1l. Estas por sua vez, secretam IL-
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2, que leva a expansao clonal da célula Thl antigeno especifica. Cerca de 10 a
20 dias apds a exposicdo ao antigeno do M. bovis as células TCD4" ativadas v&o
para o local onde ocorreu a alteracdo da microcirculacdo. Caso a fonte do
antigeno ndo tenha sido erradicada, a inflamacdo persiste. A interacdo entre
Th1CD4" e macrofagos ativados leva a producéo de IFN-y e TNF-a. que resulta na
maturacdo de mais macrofagos, formando células gigantes multinucleadas
(macrofagos epitelidides) caracterizando-se em uma lesdo endurecida e
tumefeita, o granuloma ou tubérculo (WANGOO et al., 2005).

O influxo de mondcito/macréfago e células T esta associado ao
mecanismo de morte ou inibicdo da micobactéria. Em muitos casos a progressao
da doenca é retida neste estagio, no entanto, o bacilo presente no tubérculo pode
nao ser completamente eliminado (STEAD, 1967; VAN CREVEL et al., 2002).

Quando a formacdo do granuloma progride, o seu centro torna-se
necrotico, devido a falta de irrigacdo sanguinea e diminuicdo da oxigenacdo. Esse
processo é classificado como hipersensibilidade do tipo tardia, sendo associado
ao inicio efetivo no controle do crescimento da micobactéria (DANNENBERG,
1991).

b) Resposta imune humoral

Os linfocitos B, os plasmaécitos e os anticorpos sédo a base da resposta
imune humoral. Algumas células B se transformam em células de memdria, que
permanecem na circulacdo e disponiveis nos linfonodos drenantes associados as
células dendriticas foliculares garantindo resposta rapida e eficaz contra futuras
exposicbes aquele antigeno (STEVENS & LOWE, 2001; TIZARD, 2002;
JANEWAY et al., 2007).

As células B também desempenham importante funcdo de APCs.
Possuem receptores especificos, imunoglobuninas de membrana (IgM e IgD)
também chamadas de receptores de antigeno das células B (BCR) que podem se
ligar a antigenos processados previamente por outras células apresentadoras de
antigeno da resposta imune inata. Depois disso, as células B endocitam e
processam antigenos antes de apresenta-los, em associacdo 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
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resposta prejudicada das células T em animais que possuem deplecao de células
B (TIZARD, 2002).

O inicio de uma resposta imune humoral envolve o reconhecimento de
antigenos por células B via imunoglobulina de superficie. Estudos anatémicos
indicam que proteinas nos linfonodos podem n&o ter acesso ao foliculo onde
residem as células B naive. Assim, ndo esta claro como as células B reconhecem
antigenos drenados para os linfonodos. Estudos utilizando antigeno fluorescente
e peptideo derivado do complexo MHC Il demonstraram que células B antigeno
especificas residem nos foliculos de reconhecimento de antigeno, a primeira
regido proxima ao seio subcapsular onde a linfa entra para o linfonodo. O
reconhecimento de antigeno, apresentacao e subsequente ativacao de células T
dependentes ndo requerem a migracao de células B através da area de células T
ou exposicao a células dendriticas. Estes resultados indicam que a resposta
humoral € iniciada com antigenos sollveis diretamente no seio subcapsular do
linfonodo para que as células B tornem-se antigeno-especificas na base do
foliculo (PAPE et al., 2007).

Células B naive entram nos linfonodos via sangue através de vénulas
endoteliais altas (HEV), migram pela area de células T e gastam cerca de 24
horas nos foliculos antes de sairem pelos linfaticos eferente e retornarem a
circulacdo (GOODNOW, 1997). Quando encontram um antigeno, as células B
expressando moléculas Ig especificas aumentam a expressdo de receptor de
quimiocina CCR7 e migram para a borda entre o foliculo e area de células T onde
elas apresentam peptideos derivados de antigenos contidos nas moléculas MHC
Il antigeno especificas a células Th CD4+ (GARSIDE et al., 1998; OKADA et al.,
2005;). As células B antigeno especificas recebem sinais das células Th,
proliferam e submetem-se a troca de is6topo (JACOB et al., 1991; PAPE et al.,
2003). Algumas progénies ativadas tornam-se plasmocitos secretores de
anticorpos extrafolicular enquanto outros entram nos centros germinativos, onde
elas sofrem mutacdo somatica para gerarem células B de alta afinidade e
plasmacitos de vida longa. (KELSOE, 1996; VINUESA et al., 2005).

Trabalhos recentes esclarecem o processo anatdbmico que leva o
reconhecimento do peptideo:complexo MHC Il e ativacdo de células Th no

linfonodo. Proteinas antigénicas de microorganismos ou vacinas que estao
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presentes nos tecidos subcutédneos seguem pelos linfaticos aferentes dentro dos
seios subcapsular sendo drenados para os linfonodos (ITANO & JENKINS, 2003;
CATRON et al., 2004). Experimentos com injecdo de antigenos microscopicos
demonstraram que antigenos sollUveis nédo infiltram livremente para 0s seios
subcapsular pela area de células T e foliculos (GRETZ et al., 1997, GRETZ et al.,
2000). Os tubos condutores formam um complexo comunicante que se conectam
fisicamente no espaco em torno do HEV para os seios. Células dentridicas (DCs)
residentes nos linfonodos interagem fisicamente nos condutos e apresentam
antigenos soluveis (BAJENOFF et al., 2003; SIXT et al., 2005), as DCs nos
tecidos subcutaneos capturam os antigenos, migram para 0s seios subcapsular e
fagocitam-no até alcancar a area de células T onde ocorre a apresentacdo do
antigeno as células T, conforme esquematizado na Figura 2 (CAVANAGH & VON
ANDRIAN, 2002; ITANO & JENKINS, 2003).

Apresentacao | Migracaode | Apresentacao Reconhecimento e captacado
do antigeno; linfocitos T de antigeno do antigeno; ativacdo do
ativacao do ativados para | pelolinfocito B; || linfocito B: e migracdo de
linfocito T a borda do interagio T-B || linf. B ativados para a borda
foliculo folicular
Linfono A
g D B Antigen
do o ) 9
NI Linf T
¢ auxiliar
=S D -
Célulal Zonadelinf.B
dendritica (foliculo primario)

FIGURA 2 — Esquematizacdo da apresentacdo de antigenos soluveis a linfocitos B,
capturados por DCs intermediado por células T
Adaptado de ABBAS, 2008.

N&o esta claro como as células B adquirem seus antigenos cognatos.
Os condutos comunicantes sdo relativamente poucos nos foliculos comparados
com a area de células T. Antigenos solluveis escapando pelos condutos nos
foliculos ndo foram observados. Assim, as restricbes impostas aos antigenos

soluveis em se comunicarem com 0s condutos demonstram ser esta uma barreira
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significante a apresentagdo de antigenos para a grande maioria de células B
naive, que residem nos foliculos (PAPE et al., 2007).

BERGTOLD et al. (2005) e DELAMARRE et al. (2005) relatam um
mecanismo indireto em que as células B adquirem antigenos de DCs que
capturam antigenos via receptor Fc inibitério FcgRIIB e os mantém em uma forma
ndo processada na superficie da célula. BALAZS et al. (2002), MACPHERSON &
UHR (2004) e QI et al. (2006) descreveram interacdes entre DCs e células B e
demonstrando que as DCs podem regular a resposta de células B tanto in vitro
quanto in vivo. Assim, segundo QI et al. (2006), quando células B entram nos
linfonodos e migram pela area de células T, elas podem encontrar DCs residentes
que capturaram antigenos sollveis dos condutos ou DCs migrantes que
capturaram antigenos em outros tecidos. Depois do reconhecimento de antigenos
ndo processados pelas DCs, células B migrantes da é&rea de células T
diretamente para a borda T-B recebem células Th. Para MARTINEZ-POMARES
et al. (1996) e BERNEY et al. (1999), alternativamente, algumas DCs migram para
dentro dos foliculos de células B e, podem potencialmente carrear antigenos para
células B antigenos especificas residentes nos foliculos

Outra possibilidade é que células B antigeno-especificas entrem no
linfonodo drenadas pelo sangue e capturem antigenos sollveis diretamente
guando passam através do espaco perivenular das HEV. Se este for o
mecanismo exclusivo pelo qual antigenos sdo capturados por células B, entdo
células B residentes nos foliculos por todo o tempo nunca poderiam capturar
antigenos. Alternativamente, peptideos de antigenos podem escapar dos seios
subcapsular ou condutos, € aceitavel que células B antigeno-especificas podem
captura-los diretamente enquanto residem nos foliculos. Embora antigenos
soluveis nao tenham sido detectados fora dos condutos, microscopicos espacos
(0,1 — 1 mm) podem ser detectados nos seios subcapsular (FARR et al., 1980;
VAN EWIJK et al., 1988). Assim, € possivel que pequenas por¢des de antigenos
nao detectados por microscopia, escapam por estes espacos e alcancam as

células B antigeno-especificas nos foliculos (PAPE et al., 2007).
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c) Imunoglobulinas

As moléculas de imunoglobulinas (Ig) s&o glicoproteinas de
aproximadamente 160kDa, também chamadas de anticorpos (TIZARD, 2002).
Séo proteinas da fracdo de gamaglobulinas, sintetizadas por linfocitos B, sendo
seus BCRs solluveis, 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 concentracfes de anticorpos. A
ligacdo dos anticorpos ao patdgeno faz com que o mesmo seja neutralizado e, em
seguida, lisado por enzimas do sistema complemento ou por fagdcitos
(JANEWAY et al., 2007; ABBAS et al., 2008).

Nos bovinos, estdo identificadas e caracterizadas quatro fracdes de
imunoglobulinas : 1gG, IgM, IgA e IgE. (BUTLER, 1983; COLLARD et al. 1984). As
imunoglobulinas 1IgG podem ser divididas em duas subclasses, IgG1 e 1gG2. As
IgG1 sao seletivamente transportadas pela circulacdo para ser secretada via
lactea, constitui a principal imunoglobulina para a imunizacdo passiva de
bezerros, sendo também responsavel pela fixacdo de complemento e sensibiliza a
pele de bovinos. As IgG2 aparentemente sdo mais homogéneas que IgGl e
ocorrem em altas concentracbes no soro bovino. IgM estad presente no soro,
colostro e leite e é importante na resposta imune primaria, fixacdo de
complemento e como um aglutinador de anticorpos no soro. A IgA bovina é
secretada no leite e colostro. As imunoglobulinas, quando separadas
eletroforeticamente, encontram-se distribuidas, principalmente, nas fracdes beta e
gama globulinas do soro sangtiineo normal (BUTLER, 1969).

Conhecendo-se as concentracfes das proteinas seéricas totais e da
albumina, pode-se determinar, por diferenca, o valor absoluto das globulinas.
Pode-se ainda, estabelecer a relacdo albumina:globulina (SEVELIUS &
ANDERSSON, 1995). A determinacdo das concentracdes seéricas de proteinas
vem se tornando um procedimento valioso para o entendimento dos processos

fisiopatoldgicos, sendo utilizada em animais sadios e doentes. Pesquisas recentes
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tém evidenciado que a qualificacdo e a quantificacdo de proteinas séricas podem
subsidiar o diagnostico e trazer valiosas informacBes progndsticas e de
monitoramento de doencas (ECKERSALL, 2000).

A eletroforese em gel de agarose tem sido utilizada amplamente em
laboratérios de bioquimica clinica. Trata-se de uma técnica fundamentada na
migracdo de particulas protéicas, eletricamente carregadas, em um campo
elétrico e, no caso de soro sanguineo, possibilita o fracionamento eletroforético de
proteinas séricas em suas diferentes fracoes (KANEKO et al. 1997).

As globulinas, geralmente, sdo separadas eletroforeticamente nas
fracOes alfa, beta e gama, as quais contém sub-fragcdes com padrdes de migracao
eletroforética similares. A concentracdo sérica de cada fracdo é determinada e
comparada com os valores de referéncia de cada espécie. O eletroforetograma
aporta informacfes sobre elevacdes e decréscimos nas concentracfes seéricas
das diferentes fracdes protéicas. AlteracBes nos padrdes das fracdes protéicas
ndo sao caracteristicas de uma doenca em particular, mas podem trazer
importantes informacgfes diagnosticas, quando usados junto com outros achados
clinicos e laboratoriais (FELDMAN et al. 2000)

Assim como a avaliacdo das fracBes globulinicas auxiliam o
diagnéstico clinico, o conhecimento das imunoglobulinas de animais domeésticos
permitiu o desenvolvimento de testes soroldgicos, como o teste de ELISA indireto,
0S quais se tornaram amplamente usados para diagnosticos e monitoramento de
doencas infecciosas (CADMAN et al. 1994).

d) Resposta imune humoral ao M. bovis

FIFIS et al. (1994) caracterizou a resposta imune humoral ao agente da
tuberculose bovina como lenta ou ausente no primeiro momento do periodo da
infeccdo, mas aumentando substancialmente em um segundo momento, meses
apos a infecgdo. Ocorrem variagBes na intensidade da produgdo de anticorpos
considerando as diferentes proteinas antigénicas do M. bovis utilizadas para o
desafio e as caracteristicas individuais do sistema imunologico dos animais
avaliados, em relacdo a susceptibilidade e resisténcia ao patdgeno. Esta variagdo

de resisténcia também foi verificada em estudos realizados por WELSH et al.
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(2005), em que o reconhecimento do antigeno é heterogéneo de animal para
animal. A caracterizagdo da resposta imune humoral em bovinos
experimentalmente infectados com M. bovis, intranasalmente ou por contato
direto com bovinos tuberculosos, identificaram seis antigenos que foram
reconhecidos por anticorpos séricos IgG. Analises posteriores do reconhecimento
de soro individual revelaram uma variagdo na resposta de anticorpo nos
diferentes animais.

Estudos sobre a resposta imune a tuberculose sugerem uma troca de
dominancia de células T helper tipo 1 (Thl) por resposta imune Th2, associado
com a supressao da imunidade mediada por células (CMI) e aumento da resposta
humoral a medida que a doenca progride. Em estudo com hospedeiros naturais
da doenca foi investigado o balanco do desenvolvimento da resposta imune em
bovinos infectados por M. bovis com a respectiva patogénese. Analise de
citocinas de clones de células TCD4 derivadas de animais infectados por M. bovis
indicam que houve relacionamento entre o aumento da patogénese e uma
elevada proporcao de clones ThO [interleucina-4-positivo / interferon-y-positivo (IL-
4+ | IFN-y+)] por clones Thl (IFN-y+). Todos os animais desenvolveram forte
resposta antimicrobiana CMI, mas a depressdo da resposta celular foi evidente
com a progressao da doenca. Além disso, uma forte induc&o imune ThO, in vitro
deprime respostas CMI, elevados niveis de expressdo de IL-10 e aumento da
resposta humoral foram também associados com o aumento da enfermidade. Na
doenca subclinica, no entanto, uma forte inducdo imune Thl foi mantida e a
resposta humoral anti-M. bovis ndo se desenvolveu. Isto foi observado também no
nivel de imunoglobulinas isotipo G1 (IgG1) anti-M. bovis correlacionado com os
escores patologicos, enquanto que a resposta CMI ndo teve relacdo com o
desenvolvimento da patologia. Entdo, o desenvolvimento e manutencdo da
resposta Thl IFN-y esta associado com o maior controle da infecgédo por M. bovis.
Animais apresentando resposta imune ThO para Thl desenvolvem mais
extensamente a patologia e sdo menos identificados em testes de diagnostico
baseado em CMI, pois desenvolvem melhor resposta humoral IgG1 (WELSH et al.
2005).

Quanto ao tempo de producdo dos anticorpos estudos recentes

realizados com o objetivo de padronizar testes de diagnostico utilizando a
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producdo de anticorpos IgM e IgG especificos, buscando diagnosticar o mais
precocemente a infeccdo por M. bovis. Foi possivel o estabelecimento do
diagnéstico em quatro semanas, quantificando anticorpos (IgM) especificos para
M. bovis em bovinos experimentalmente infectados (WATERS et al., 2006).

Os testes para detecgcdo de anticorpos especificos para a tuberculose
sdo semelhantes para os animais e o0os humanos (FIFIS et al., 1994).
Especialmente para bovinos, a inclusdo de antigenos soro dominantes como o M.
bovis protein - MPB70 e MPB83 tém aumentado a especificidade, mas néo resulta
em maior sensibilidade. Estudos realizados por THOM et al. (2004) mostraram
que a resposta dos animais anérgicos € maior em relacdo aos anticorpos
especificos do que pelo teste intradérmico. Esse aumento € correlacionado com a
severidade da doenca, sendo que animais com a doenca mais generalizada
apresentam maior titulo de anticorpos (LYASHCHENKO et al., 2004).

Vérios estudos demonstraram que o monitoramento da cinética de
producdo de anticorpos séricos para multiplos antigenos micobacterianos é (til
para a caracterizacdo da progressdo da doenca, na eficacia do tratamento e sao
ferramentas para o diagnostico de infeccdes por M. bovis e M. tuberculosis em
varias especies (WATERS et al. 2002; WATERS et al. 2004; WATERS et al. 2005;
WATERS et al. 2006; LYASHCHENKO et al. 2006; NOL et al. 2009).

O principal teste de diagnostico para tuberculose nos animais de
rebanho e silvestres € o teste intradérmico de tuberculina. Avancos recentes
permitiram a incorporacdo de ensaios baseados em amostras sanguineas como
método de diagndstico. O uso de antigenos definidos e especificos permite
melhor especificidade em ensaios mediados por células e avancos em testes de
anticorpos para tuberculose, sendo potenciais métodos de diagndstico para
animais silvestres em paises que ainda nao erradicaram a tuberculose,
principalmente por sua manutencao em reservatorios silvestres. Um workshop de
M. bovis, no ano 2000, em uma conferéncia de imunodiagndstico concluiu que
testes baseados em IFN-y in vitro e testes baseados em anticorpos aprimorando a
especificidade de antigenos devem ser avaliados para uso em campanhas de
erradicacdo da tuberculose. Testes baseados em anticorpos tém sido aplicados
em programas de vigilancia para tuberculose em cervideos silvestres em
Michigan (PALMER & WATERS, 2006).
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Os testes para deteccdo de anticorpos sao simples e ndo onerosos,
oferecendo uma alternativa para detectar animais que foram negativos ao TTl e
ao IFN-y. Conseqlientemente, os paises em desenvolvimento podem adotar os
testes sorolégicos nos programas de erradicacdo da tuberculose como uma
alternativa barata para deteccédo e remoc¢ao de animais em estados avancados da
doenca de seus rebanhos (POLLOCK et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Comparar a resposta imune inespecifica de bezerros das ragas
Curraleiro e Nelore, bem como a resposta humoral especifica vacinados com

Mycobacterium bovis — BCG.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de realizacdo do estudo

O estudo foi desenvolvido na Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Goias (EV/UFG) em Goiania. Os animais foram alojados em uma area
total de 123m?, dessa area 38m? das laterais sdo protegidas por alvenaria e o
restante cercado por grade. O alojamento foi dividido em dois piquetes de 54m?,
um para cada raca, contendo um corredor central de 15m? com piso de concreto
(Figura 3). Os animais foram alimentados com ragédo para bezerros (Bezerro B1,
Boi Forte, Goiania) na quantidade de 1% do peso vivo e cana triturada na
quantidade de 6% do peso vivo, disponiveis em periodo integral.

Os exames laboratoriais para avaliagdo clinica dos animais,
hemograma, bioquimica sérica e eletroforese, foram realizados no Laboratério de
Patologia Clinica da P6s Graduacao na EV/UFG. Os testes para quantificacdo de
IgM e 1gG foram realizados no Laboratério de Imunopatologia das Doencas
Infecciosas do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
de Goias, protocolo 020/2008, portanto foram seguidas as normas do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

FIGURA 3 - Local de alojamento dos bezerros do estudo na Escola de Veterinaria, UFG
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4.2 Populacao experimental

Os animais foram comprados de propriedades rurais do Estado de
Goias. Foram adquiridos bovinos com idades de aproximadamente cinco meses
de idade que constituiram dois grupos experimentais: GC — 6 bezerros da raca
Curraleiro e GN — 6 bezerros da raga Nelore (Figura 4). Estes dois grupos foram
subdivididos em dois, sendo que trés bezerros de cada raca constituiram o grupo
vacinado (GV) e os demais o grupo controle (GC). Os grupos experimentais
ficaram distribuidos do seguinte modo:
e GCV - 3 bezerros Curraleiro vacinados com BCG
e GCC - 3 bezerros Curraleiro inoculados com adjuvante
e GNV - 3 bezerros Nelores vacinados com BCG

e GNC - 3 bezerros Nelores inoculados com adjuvante.

FIGURA 4 - Bezerros das ragas Curraleiro e Nelore utilizados neste estudo. A) Curraleiro.
B) Nelore
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4.3 Manejo dos animais

Assim que os bezerros chegaram a EV/UFG, foram tratados com
endoparasiticida (IVOTAN® LA - Intervet, Fortaleza, Ceara) e submetidos a um
periodo de adaptacdo ao novo ambiente e alimentagdo, de aproximadamente 30
dias. Os bezerros foram avaliados por meio de exames clinicos e laboratoriais
(hemograma e testes bioquimicos), na fase de adaptacdo semanalmente e apds o
inicio do experimento.

A fase experimental teve inicio com o0s bezerros apresentando
aproximadamente seis meses. O momento 0, ocorreu quando os animais foram
vacinados, destes foram sorteados aleatoriamente para constituirem o grupos
experimentais de cada raca. Os grupos vacinados receberam 500l da vacina
Mycobacterium bovis — BCG cepa Moreau via intradérmica, para desencadear o
estimulo a resposta imune frente ao Mycobacterium bovis. Os animais dos grupos
controle receberam 500ul de glicerina autoclavada em solucdo salina (volumes
iguais).

Para que n&o houvesse nenhum tipo de interferéncia de outros
microorganismos na resposta imune a vacina da tuberculose néo foi administrada
durante a fase experimental nenhuma outra vacina. Apds o término do estudo os
bezerros receberam vacina contra aftosa e clostridiose.

Todos os animais foram submetidos ao teste cervical comparativo
(TCC) de acordo com o artigo 32 do regulamento técnico do Programa Nacional
de Controle da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) do MAPA (BRASIL,
2001) que define o diagndstico indireto confirmatoério da tuberculose bovina. Os
bezerros em estudo foram negativos para M. bovis antes do inicio do

experimento.

4.4 Exames laboratoriais

4.4.1 Colheita das amostras

Com o intuito de obter estimativa mais confiavel do leucograma dos

animais em estudo, durante o periodo de adaptacdo realizou-se quatro
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hemogramas ao longo das semanas anteriores ao inicio do experimento. As
médias das quatro colheitas foram utilizadas como valor basal.

Durante a fase experimental foram realizadas colheitas de amostra de
sangue nos seguintes dias: imediatamente antes da vacinacao e apds 24 horas,
aos sete, 15, 30 e 60 dias.

O sangue foi colhido por venopuncao da jugular. Para o hemograma
utilizou-se tubo de vacuo com EDTA e para a obtencdo do soro colheu-se 10 ml
em tubo de vacuo sem anticoagulante. As amostras sem anticoagulante, apés a
retracdo do coagulo foram centrifugadas a 3.000 rpm, por 6 min. Aliquotas deste
soro foram separadas e utilizadas para a realizacdo imediata das provas
bioquimicas e congeladas a — 20°C para a posterior realizacdo da eletroforese e
do teste de ELISA indireto.

4.4.2 Hemograma e bioquimica clinica

A contagem das células sanguineas foi determinada pelo método
automético utilizando-se o aparelho BC-2800VET (Animal Blood Conte — Horiba
ABX — Sao Paulo, SP), adaptado para a leitura da espécie bovina.

A proteina e albumina séricas foram determinadas utilizando reagentes
comerciais padronizados (Labtest® - Labtest Diagnédstica S. A., Lagoa Santa,
MG), em temperatura de 37° C, sendo a leitura realizada em espectrofotbmetro
digital (Coleman 35D®, Equipamentos para Laboratorios Comércio e Importacéo
Ltda., Santo André, SP). As proteinas totais séricas foram quantificadas pelo
método colorimétrico de ponto final, por reacdo com o biureto. A albumina foi
guantificada pelo método colorimétrico, por reagcdo com o verde de bromocresol.

Ao longo do periodo de adaptacdo e experimental, para a verificacao
da higidez dos animais, integridade morfolégica e funcional do figado e rim,
realizou-se as seguintes provas de bioguimica clinica: aspartato-aminotransferase
(AST), gama glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (ALP), uréia e

creatinina.

4.4.3 Eletroforese das proteinas séricas
A técnica de eletroforese realizada foi em gel de agarose, utilizando

regentes e gel comercial (Celmgel — CELM, Cia. Equipadora de Laboratérios
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Modernos, Barueri, SP). A corrida feita com tamp&o veronal/EDTA 0,05M em pH
9,5 e 0s géis corados pelo negro de amido a 0,2%, descorados pelo acido acético
a 5% e secados com ar quente (CANAVESSI et al., 2000). A leitura do filme foi
realizada por densitometria em 520nM (Densitbmetro digital modelo DS35 —
CELM).

4.4.4 Teste de ELISA indireto

A) ELISA indireto para quantificagédo de IgM

O antigeno utilizado foi o BCG cepa Moreau liofilizado, doado pelo
Instituto Butantd, S&o Paulo, Brasil. O bacilo foi aquecido e passou por sonicacao
por 30 min antes do uso. Placas de poliestireno (Corning Incorporated Costar®,
New York, USA) foram sensibilizadas com 200ug/poco de BCG em tampao
carbonato (pH 9.6) e incubadas por 18 h a 8°C. O bloqueio néo foi utilizado neste
ensaio e as amostras de soro diluidas 1:40 em PBS 0,1% gelatina . As placas
foram incubadas por 60 min a 37°C e entdo lavadas seis vezes com PBS, 0,05%
tween-20. Foram incubadas a 37°C com 50ul por poco de anticorpo monoclonal
anti-lgM bovino conjugada com peroxidase (1:15.000 em PBS, 0,1% gelatina;
Sigma, St Louis, MO, USA) durante 60 min. Finalmente 50yl de substrato
cromdgeno foi adicionado (5mg of OPD; 20ul of H,O, e 5 ml de tampao citrato -
fosfato, pH 5,2). A reacdo foi parada com H,SO, 4N (50ul/poco) e a leitura
realizada a 492 nm. Pocos sem soro ou sem antigenos foram usados como

controles de reacdes inespecificas.

B) ELISA indireto para quantificacdo de IgG

O antigeno utilizado foi o BCG cepa Moreau liofilizado, doado pelo
Instituto Butantd, S&o Paulo, Brasil. O bacilo foi aquecido e passou por sonicacao
por 30 min antes do uso. Placas de poliestireno (Corning Incorporated Costar®,
New York, USA) foram sensibilizadas com 100ug/poco de BCG em tampéao
carbonato (pH 9,6) e incubadas por 18 h a 8°C. O bloqueio foi feito por 100ul de
PBS 1% gelatina/po¢o por 120 min a 37°C e as amostras de soro diluidas 1:40
em PBS 0,1% gelatina . As placas foram incubadas por 60 min a 37°C e entéo

lavadas seis vezes com PBS, 0,05% tween-20. Foram incubadas a 37°C com 50pl
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por pogo de anticorpo monoclonal anti- IgG bovino a conjugada com peroxidase
(1:15.000 em PBS, 0,1% gelatina; Sigma, St Louis, MO, USA) durante 60 min.
Finalmente 50ul de substrato cromogeno foi adicionado (5mg of OPD; 20ul of
H.O, e 5 ml de tamp&o citrato - fosfato, pH 5,2). A reacéo foi parada com H,SO,
4N (50pl/pogo) e a leitura realizada a 492 nm. Pogos sem soro ou sem antigenos

foram usados como controles de reagdes inespecificas.

4.5 Andlise estatistica

Inicialmente realizou-se a estatistica descritiva dos dados, obtendo-se
as médias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo para todos os parametros
avaliados, nas diferentes categorias de amostras. Foi calculado o coeficiente de
variagdo para determinar a instabilidade relativa de cada um dos parametros
avaliados. Apos esta avaliacdo, optou-se por aplicar os testes ndo-paramétricos
para comparacao das médias, pelo fato dos dados obtidos ndo apresentarem uma
curva normal de distribuicao.
Para a avaliacdo global das ragcas (Curraleiro X Nelore) optou-se por
desconsiderar os diferentes momentos e tratamentos. Para analisar as duas racas
nos diferentes momentos do estudo desconsideraram-se 0s tratamentos
(Curraleiro - GCC e GCV X Nelore - GNC e GNV). Para analisar a resposta a
vacinacdo com Mycobacterium bovis - BCG nos diferentes momentos foram
realizadas comparagbes entre os quatro grupos GCC, GCV, GNC e GNV.
Portanto, para efeito da analise estatistica, os grupos ficaram assim distribuidos:
= Avaliacdo global da raca: GCC+GCV x GNC+GNV, desconsiderando
tratamentos e momentos.

» Avaliagdo parcial da raga: GCC+GCV x GNC+GNV, desconsiderando
tratamento e considerando os diferentes momentos de colheita.

» Avaliagdo da vacinacdo: GCC x GCV x GNC x GNV, considerando os
tratamentos e os diferentes momentos de colheita.

Para a comparacao das médias nos diferentes momentos, foi utilizado

o teste de Kruskal-Wallis e para comparacgéo entre as racas, aplicou-se o teste de
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Mann-Whitney (SAMPAIO, 2007). Estas andlises estatisticas foram realizadas
com auxilio dos programas GraphPad InStat e Excel for Windows.
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5 RESULTADOS

5.1 Resposta imune inespecifica

5.1.1 Hemograma e bioquimica clinica
Durante o periodo de adaptacéo e de desenvolvimento do experimento,
0s bovinos mantiveram-se higidos, considerando a avaliacao clinica e laboratorial.
Os resultados obtidos na quantificacdo de leucdcitos para os grupos de
bezerros das racas Nelore e Curraleiro estdo demonstrados na tabela 1.

TABELA 1 — Valores médios, desvio padréo (S) e coeficiente de variacdo (CV) do
namero de leucdcitos (/ul) dos bezerros das racas Nelore e
Curraleiro, Goiania, 2009

Nelore Média 9.113° 9.875° 9.978% 8.495° 7.078° 8.477°  8.836"
S 2071 2924 2682 2431 1524 1.721 2.335
CcV 23 30 27 29 22 20 26
Curraleiro  Média 12.92 14.312° 10.320° 11.738* 10.327*° 9.363%* 11.497°
1a
S 2.408 4.706 1.018 2.626 1.461  2.183 3.013
cVv 19 33 10 22 14 23 26
P 0,026 0,0649 0,5887 0,0411 0,0043 0,3939 <0,0001

Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste
de Mann-Whitney

Na avaliacdo global da média da raga, o numero de leucécitos dos
animais da raca Curraleiro foi significativamente maior (p<0,0001) quando
comparado ao da raca Nelore.

Comparando as racas nos diferentes momentos, observou-se que 0s
valores médios dos leucécitos dos Curraleiros foram numericamente superiores
aos dos Nelores em todos os momentos, e significativamente maiores no
momento zero (p=0,0260), dias 15 (p=0,0411) e 30 (p=0,0043).

Considerando os grupos vacinado e controle, o nimero dessas células
também apresentaram-se numericamente maiores os dois grupos de Curraleiro,
exceto no dia sete quando o grupo Nelore vacinado apresentou a maior média.

Houve uma tendéncia para os valores serem significativamente maiores para 0s
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bezerros do grupo Curraleiro controle nos dias um (p= 0,0382) e 30 (p=0,0234)
(Figura 5).

21.000
18.000
15.000
- 12.000
E
9.000 ——NC
6.000 { | | —i—N\/
3.000 cC
0 —=C\

0 1 % 7 * 15 30 * 45

——NC ' 7.857 | 7.897 | 7.947 | 7377 7.240 | 7.500
-=-NV 10370 @ 11.853 12010 | 9613 6917 | 9.453
CC 13.884  16.407  10.607 | 10.960 10.633 | 9.887
——CV 11.958 12217 | 10033 | 12517 10.020 @ 8.840

FIGURA 5 - Representacdo dos valores médios de leucdcitos totais (/ML) dos
bezerros das racas Nelore e Curraleiro agrupados de acordo com a
vacinacao

* Diferencga significativa entre 0s grupos pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de significAncia
de 0,0382 nos dias um e sete, e de 0,0234 no dia 30.

NC = Nelore Controle; NV = Nelore Vacinado; CC = Curraleiro Controle; CV = Curraleiro
Vacinado.

Quanto aos valores médios absolutos de bastonetes neutréfilos nao
houve diferenca significativa (p<0,05) entre as duas racas (Tabela 2).

Os valores médios dos segmentados neutrofilos (Tabela 2). foram
significativamente maiores para a raca Curraleiro (p=0,0481). Considerando o0s
diferentes periodos de avaliagdo, no momento zero a média observada nos
bezerros Curraleiro foi significativamente superior (p=0,0043). Na comparacao
entre 0os quatro grupos também houve tendéncia dos valores dos grupos de
Curraleiro controle e vacinado apresentarem média significativamente maior

(p=0,0069) no momento zero (Figura 6).
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TABELA 2 — Valores médios, desvio padrao (S) e coeficiente de variacdo (CV) do
namero de bastonetes (Bast) e segmentados (Seg) neutrofilos dos
bezerros Nelore e Curraleiro, Goiania, 2009

Bast Nelore Média 32° 1332
(/ml) S 26 185
Ccv 82 140
Curraleiro  Média 412 2472
S 57 268
Ccv 139 109
P 0,8182 10,4848
Seg Nelore Média 1.938° 1.711°
(/ml) S 367 586
Ccv 19 34
Curraleiro Média 3.575° 3.195°
S 986 2.024
Ccv 28 63
P 0,0043 0,1320

154°
153
99
241°
129
54
0,3939
2.105%
668
32
1.956°
325
17
0,9372

141°
95
67
115°
133
115
0,6991
1.692°
785
46
2.212%
669
30
0,0931

143°
136
95
166°
166
100
0,9372
1.201°
734
61
2.063%
708
34
0,3095

119°
84
70
50°
91
181
0,2403
1.440°
397
28
1.197°
593
50
>0,999

120°
122
102
143?
166
116
0,9820
1.681°
641
38
2.366°
1.256
53
0,0481

Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste

de Mann-Whitney

—+—CC| 3176 | 4.459 | 1.817
——CV 3974 1931 | 2.096

——NC| 1.725 | 1479 | 1.799 |
-=—NV| 2152 | 1942 | 2412

| 1.325 |
1555 |
| 1.020
| 1.374

- NV

FIGURA 6 - Representagao dos valores médios de segmentados neutrofilos (/uL)
dos bezerros das racas Nelore e Curraleiro agrupados de acordo

com a vacinagao

*Diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia de 0,0069 no momento zero
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Os valores médios absolutos de linfocitos dos bovinos Curraleiro foram

significativamente maiores (p=0,0003), em relacdo aos valores dos Nelore. Nos

diferentes momentos, houve diferenca significativa (p=0,0152) no dia 30 (Tabela

3), quando as médias dos bezerros Curraleiro mostraram-se superior. Na

comparacao entre os quatro grupos, os bezerros Nelore do grupo vacinado

apresentaram as maiores medias de linfocitos no dia sete, tendendo a

significancia (Figura 7).

TABELA 3 — Valores médios, desvio padrao (S) e coeficiente de variacdo (CV) do
namero de linfocitos (/ul) dos bezerros das racas Nelore e

Nelore

Curraleiro

P

Curraleiro, Goiania, 2009

Média 6.840% 7.781°%
S 1.853 2.851
Cv 27 37
Média 10.364* 10.003°
S 4.330 2.588
Cv 42 26
0,0931 0,1320

7.328%
2.071
28
7.440°
935
13
0,9372

6.202%
1.515

8.578%
2.025

0,0649

0,0152

5.403
1.218

7.484%
1.341

0,2403

6.686
1.970
29
8.563%
2.545
30
0,0003

Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste
de Mann-Whitney

15.000

12.000

9.000

/ul

6.000

3.000

0 }

——NC|
—=—NV|
——CC|
e

0
5.792
7.889
9.197
7.592

1
6.101
9.461

10.474 |

9.531

7+
5,659
8.997
7.851
7.029

15
5.510
6.894
7.913
9.242

30
5.361
5.444
7.607
7.361

45
5670
7.452
8.266
6.753

FIGURA 7 - Representagcdo dos valores médios de linfécitos (/uL) dos bezerros
das racas Nelore e Curraleiro agrupados de acordo com a vacinacéo
*Diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de

significancia de 0,0137 no dia sete
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Na avaliacdo dos valores médios absolutos de mondcitos (Tabela 4).
os valores médios obtidos pelos animais Curraleiro foram significativamente
superiores (p=0,0005) aos Nelore. Considerando os diferentes periodos, 0s
valores numéricos dos monacitos dos Curraleiros foram mais elevados, entretanto
diferenca significativa ocorreu somente no dia sete (p=0,0260). Na avaliacdo dos
quatro grupos (Figura 8), o grupo Curraleiro controle apresentou tendéncia a

diferenca significativa no dia um (p<0,0001).

TABELA 4 — Valores médios, desvio padrao (S) e coeficiente de variacdo (CV) do
namero de mondcitos (/ul) dos bezerros das racas Nelore e
Curraleiro, Goiania, 2009

Nelore Média 1572 1762 152 3372 1922 2122 204
S 47 115 93 188 119 80 124
Ccv 30 66 61 56 62 38 61
Curraleiro Média  294% 366° 513% 556% 239°% 392 394
S 131 366 335 312 86 232 270
Ccv 44 100 65 56 36 59 69
P 0,0649 0,1797 0,0260 0,2403 0,6991 0,1320 0,0005

Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste
de Mann-Whitney

1.000
800
600
3 400
200 NG
- NV
O | ——CC
-200 | e
0 1 7 15 30 45 2
—~—NC| 141 | 79 | 139 | 303 | 150 | 204
—-NV| 174 | 272 | 165 | 370 | 234 | 221
——CC| 366 | 611 493 | 693 | 243 | 356
——cCv| 223 | 122 | 534 | 420 | 235 | 429

FIGURA 8 - Representagao dos valores médios de mondcitos (/uL) dos bezerros

das racas Nelore e Curraleiro agrupados de acordo com a vacinacao
*Diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia < 0,0001 no dia um
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Os valores médios das concentracdes séricas de proteina, albumina e

globulina estdo demonstrados na Tabela 5.

TABELA 5 — Valores médios, desvio padrao (S) e coeficiente de variacao (CV) de
proteinas totais (Prot.), albumina (Alb.) e globulinas (Glob.) dos
bezerros das racas Nelore e Curraleiro, Goiania, 2009

Prot. Nelore Média 6,38° 6,432 7,30°  6,58° 6,73*  6,65°  6,68°
(g/dl) S 0,32 0,54 0,88 0,19 0,76 0,69 0,64
cVv 5,00 8,32 12,04 2,95 11,22 10,45 9,65

Curraleiro Média 7,822 7,272 7,682 7,222 7,452 7,022 7,412

S 0,95 0,73 0,52 0,47 0,57 0,62 0,67

cVv 12,20 10,06 6,76 6,52 7,63 8,80 9,11

= 0,0043 0,0649 0,4848 0,0087 0,1797 0,3939 <0,000

1

Alb.  Nelore Média 3,08%  3,09° 2,88  285° 247°  264* 2,83
(g/dl) S 0,36 0,31 0,81 0,37 0,48 0,38 0,50
cVv 11,77 10,07 28,19 13,06 19,38 14,26 17,70

Curraleiro Média 3,07  3,19° 350%°  2,94° 240° 2,83 299

S 0,45 0,28 0,93 0,49 0,40 0,33 0,59

CcV 14,62 8,84 26,63 16,59 16,54 11,50 19,89

= 0,8182 0,5887 0,3095 0,8182 0,9372 0,3095 0,4957
Glob. Nelore Média  3,31° 3,34° 4,422 3,73° 4,63 4,02° 3,01°
(g/dl) S 0,50 0,55 1,26 0,37 0,87 0,68 0,87
cVv 15,19 16,51 28,58 9,85 18,85 16,86 22,29

Curraleiro Média  4,74° 4,08% 4,18% 4,28% 5,352 4,19% 4472

S 1,24 0,94 0,61 0,61 0,70 0,61 0,88

cVv 26,09 23,02 14,63 14,37 13,02 1459 19,78

P 0,0152 0,1320 0,5887 0,1797 0,2403 0,9372 0,0078

Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste
de Mann-Whitney

Os valores médios de proteinas (p<0,0001) e globulinas (p=0,0078)
séricas obtidos pelos bezerros Curraleiro foram significativamente superiores aos
apresentados pelos Nelore. De modo geral, durante todo o periodo experimental,
as concentracdes de globulina e, conseqiuentemente, de proteinas totais dos
Curraleiros foram superiores as dos Nelore. Foram detectadas diferencas
significativas no momento zero (p=0,0043) e dia 15 (p=0,0087) para as proteinas

e dia zero (p=0,0152) para as globulinas (Tabela 5).
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N&o houve diferenga significativa para a albumina em nenhuma das
comparacdes realizadas (Tabela 5). Considerando o0s quatro grupos
experimentais também ndo foram observadas diferencas para as proteinas,
albumina e globulinas em nenhum dos momentos avaliados (p<0,05).

A relagao albumina:globulina ndo demonstrou diferenga significativa
entre os valores médios obtidos pelos animais em estudo, em nenhum momento

do experimento (Tabela 6).

TABELA 6 — Valores médios, desvio padrao (S) e coeficiente de variacao (CV) da
relacdo albumina:globulinas dos bezerros das racas Nelore e
Curraleiro, Goiania, 2009

Nelore Média 0,96° 0,95° 0,74° 0,81° 0,51% 0,68% 0,772

S 0,25 0,20 0,39 0,19 0,10 0,16 0,27

Cv 26,53 21,22 52,22 23,79 19,39 23,52 34,69

Curraleiro  Média 0,70% 0,82% 0,88% 0,71% 0,48% 0,69% 0,71%

S 0,24 0,20 0,34 0,21 0,12 0,15 0,24
Cv 34,77 24,81 38,52 29,93 24,09 21,90 33,77
P 0,0931 10,3095 10,5887 0,4848 10,4848 0,8182 0,3081

Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste
de Mann-Whitney

5.1.2 Frag6es globulinicas

Comparando o perfil eletroforético das fracdes globulinicas das duas
racas, os bezerros Curraleiro apresentaram valores superiores das fracoes alfa-1
(p=0,0028), beta (p<0,0001) e gama globulina (p=0,0005), enquanto os bezerros
Nelore mostraram média mais elevada (p=0,0065) da fracdo alfa-2 globulina
(Tabela 7).

Considerando as racas nos diferentes momentos (Tabela 9) os valores
apresentados pelos Curraleiros foram significantemente maiores nas fracoes alfa-
1 globulina no momento zero (p=0,0022); beta globulina nos dias zero, um e 15
(p=0,0022) e gama globulina no momento zero (p=0,0043) e dia um (p=0,0152).
Para a raca Nelore os valores foram significativamente maiores na fracao alfa-2
nos dias um (p=0,0411) e 15 (p=0,0260).
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TABELA 7 — Valores médios, desvio padrdo (S) e coeficiente de variacdo (CV)
das fragBes globulinicas dos bezerros das racas Nelore e Curraleiro,
Goiania, 2009

Alfa-1 Nelore Média  0,59° 0,52° 0,58% b

Alfa-2

Beta

Gama

Curraleiro

Nelore

Curraleiro

Nelore

Curraleiro

P
Nelore

Curraleiro

P

S
Cv
Média
S
Cv

Média
S
CVv
Média
S
Cv

Média

Ccv
Média

Ccv

Média
S
CVv
Média
S
Cv

0,07

11,94
0,79°

0,08
9,99

0,0022

0,89°
0,11

12,37

0,992
0,09
9,16

0,0649

0,69°
0,08
12,19
1,05°
0,18
17,14

0,0022

1,91°
0,23
12,27
2,792
0,46
16,40

0,05
9,26
0,59°
0,15
25,55
0,6991
0,872
0,08
9,59
0,76°
0,09
11,01
0,0411
0,66°
0,05
7,46
0,842
0,13
16,01
0,0022
1,65°
0,24
14,77
2,132
0,48
22,54

0,0043 0,0152

0,08

13,71

0,74°
0,16
21,76

0,0931

0,98
0,15
15,24
0,88
0,06
6,68

0,1320

0,71%
0,13
18,07
0,79%
0,15
19,45

0,4848

1,89°
0,34
17,98
2,18°
0,51
23,56

0,3939

0,55 0,63%
0,04 0,09
6,47 14,81
0,63 0,66°
0,09 0,10
14,53 15,42
0,0649 0,8182
0,91* 0,98°
0,04 0,14
4,63 14,25
0,76° 0,852
0,10 0,12
13,16 14,46
0,0260 0,0931
0,72° 0,772
0,06 0,13
8,19 16,27
0,90 0,95°
0,07 0,15
8,31 16,37
0,0022 0,1797
1,98 2,132
0,22 0,55
10,94 25,77
2,14%  2,46°
0,38 0,47
17,69 19,22
0,6991 0,1797

0,45%
0,05
11,94
0,51°
0,09
16,91
0,2403
0,82°
0,08
9,94
0,75%
0,08
11,25
0,1797
0,822
0,09
11,41
1,00°
0,23
23,21
0,0931
1,67°
0,35
20,92
1,98°
0,48
23,99
0,2403

0,55
0,09
15,46
0,65°
0,14
21,79
0,0028
0,91°
0,12
12,75
0,83°
0,12
14,85
0,0065
0,73°
0,10
14,14
0,922
0,18
19,12
<0,0001
1,87°
0,36
19,25
2,282
0,51
22,30
0,0005

Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste
de Mann-Whitney

Entre os grupos vacinados a fracdo alfa-1 globulinas apresentou

tendéncia a significancia nas médias obtidas no momento zero (p=0,0108) com

maiores valores para os grupos CC e CV (Figura 7). Nao houve diferenca

significativa para alfa-2 globulinas entre os grupos vacinados.
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1,00
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0,60

0,40

0.20 L ——NC
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«~—CC| 076 | 057 | 073 | 065 | 063 | 049

——CV 081 | 060 | 075 | 061 | 069 | 053

FIGURA 9 - Representacdo dos valores médios da fracdo alfa-1 globulinas dos
bezerros das racas Nelore e Curraleiro agrupados de acordo com a
vacinacao

*Diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de

significancia de 0,0108 no momento zero

A fracdo beta globulinas apresentou tendéncia a significancia nas
meédias obtidas entre os quatro grupos vacinados, nos dias zero (p=0,0084), um

(p=0,0375) e 15 (p=0,0020), com a média do grupo de bezerros Curraleiro

respectivamente vacinado e controle, apresentando maiores valores (Figura 10).

1,50
1.00
0.50
e NC
0.00 o
——NC 072 | 066 | 072 | 067 | 072 | o081 —+—CC
~#-NV 067 | 065 070 @ 076 083 | 082 GV
—=-CC| 099 | 08 | 078 | 091 | 103 | 1,02
—==CV| 1.11 08 | 08 | 09 | 087 | 099

FIGURA 10 - Representacdo dos valores médios da fracdo beta globulinas dos
bezerros das racas Nelore e Curraleiro agrupados de acordo com a
vacinacao

*Diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia de 0,0084 no momento zero, 0,0375 no dia um e 0,0020 no dia 15
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Houve tendéncia a significancia na fragao gama globulinas somente no
momento zero (p=0,470). Com valores maiores para 0 grupo constituido pelos

bezerros Curraleiro controle (Figura 11).

4,00
3,00 -l
2,00 :
1,00 1 i J, I ]‘ , ==NGC
> —a—NV
0,00
0« 1 7 15 30 45 cC
—=NC| 178 | 157 | 176 | 180 | 181 1,47 ==CV
-=-NV| 203 | 173 | 201 | 216 | 246 1.86
CC 289 | 230 | 246 2.34 2,60 2,41
——CV 289 1.97 1.90 1.94 2.31 1,56

FIGURA 11 - Representacdo dos valores médios da fracdo gama globulinas dos
bezerros das racas Nelore e Curraleiro agrupados de acordo com a
vacinacao

*Diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de

significancia de 0,0470 no momento zero e 0,0408 no GCV

5.2 Resposta imune humoral

5.2.1 IgM

Os bovinos da raca Curraleiro apresentaram maiores concentracdes
(p=0,0076) de IgM M. bovis especifica (Tabela 8 e Figura 12). Considerando os
diferentes periodos avaliados, os valores médios obtidos pelos animais Curraleiro
na quantificagdo de IgM foram numericamente maiores aos valores apresentados
pelos Nelore (Tabela 8). Na avaliagdo dos quatro tratamentos o grupo Curraleiro
vacinado apresentou as maiores concentracdes de IgM M. bovis especifica, mas

nao foram detectadas tendéncias a diferengas significativas (Figura 13).
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TABELA 8 — Valores médios, desvio padrao (S) e coeficiente de variacao (CV) de
densidade o6ptica de IgM M. bovis especificos dos bezerros das
racas Nelore e Curraleiro, Goiania, 2009

Média 0,157 0,138* 0,152* 0,108° 0,174* 0,138* 0,144

S 0,05 0,04 0,04 0,04 0,03 0,03 0,04

Cv 34,51 26,61 24,72 36,92 16,53 18,23 28,37
Curraleiro Média 0,204* 0,183 0,175* 0,139* 0,200*° 0,181* 0,180°

S 0,04 0,07 0,05 0,04 0,06 0,05 0,05
Cv 18,86 36,08 26,31 27,33 27,71 26,08 28,09
P 0,2403 10,3095 10,5887 0,3939 0,3939 10,0649 0,0076

Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste
de Mann-Whitney

0,300 -
0,250

0,200

|

|

0,130 —&—Curraleiro

0,100 - ——Nelore

Densidade optica

0,050 -
0,000

FIGURA 12 - Representagdo grafica dos valores médios para quantificagdo de
IgM-M. bovis especifica por meio do teste de ELISA
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=
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—r—NCl 0157 | 0121 | 0147 | 0082 | 0,161 0,117
-&-NV| 0,157 0,154 0,157 0,134 0,187 0.159
-CC| 0,191 0,157 0,185 0,125 0,209 0,182
——CV| 0,227 | 0,189 0,193 0,158 | 0215 0,206

FIGURA 13 - Representacao dos valores médios de IgM-M. bovis especifica dos
bezerros das racas Nelore e Curraleiro agrupados de acordo com a
vacinacao

5.2.2 19G

Na avaliacdo global da quantificacdo de IgG M. bovis especificas
(Tabela 9) entre as racas estudadas, os valores médios obtidos pelos animais
Curraleiro foram significantemente maiores (p=0,0005) quando comparados aos
animais da raca Nelore. Sendo também maiores para os Curraleiros no momento
zero (p=0,0043) e dia um (p=0,0087), quando considerados os diferentes
periodos de avaliacdo. Também considerando os diferentes momentos, 0s
valores médios obtidos pelos animais Curraleiro na quantificacdo de IgG foram
numericamente maiores aos valores apresentados pelos Nelore.

Entre os grupos vacinados observou-se que os valores médios na
mensuracao de IgG (Figura 14) também apresentaram tendéncia a serem mais
elevados para os bezerros do grupo de Curraleiro vacinado, nos dias zero
(p=0,0293) e um (p=0,0382).
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TABELA 9 — Valores médios, desvio padrao (S) e coeficiente de variacdo (CV) de
densidade optica de IgG-M. bovis especifica dos bezerros das racas
Nelore e Curraleiro, Goiania, 2009

Nelore Média 0,373 0,275 0,341* 0,269* 0,223* 0,270* 0,292
S 0,06 0,09 0,09 0,08 0,05 0,06 0,08
Cv 15,87 31,39 27,03 28,96 24,23 23,20 29,06

Curraleiro Média 0,555* 0,489* 0,352* 0,387° 0,310° 0,323* 0,403

S 0,11 0,18 0,09 0,11 0,11 0,09 0,14
Cv 20,28 37,50 25,33 27,91 37,05 27,79 35,75
P 0,0043 0,0087 0,9372 0,0649 0,1320 0,2403 0,0005

Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferenc¢a significativa entre os grupos pelo teste
de Mann-Whitney

Densidade optica

0« 1% 7 15 30 45
——NC| 0374 | 0255 | 0317 | 0216 | 0196  0.267
-=-NV| 0372 | 0294 | 0365 | 0322 | 0250 & 0273
—=~CC| 0557 & 0436 @ 0354 | 0342 | 0281 0,304
——CV| 0553 @ 0541 0350 | 0431 | 0338 0,343

FIGURA 14 - Representacdo grafica dos valores médios de IgG-M. bovis
especifica dos bezerros das racas Nelore e Curraleiro agrupados
de acordo com a vacinacao

*Diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de

significancia de 0,0293 no momento zero e 0,0382 no dia um
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6 DISCUSSAO

6.1 Resposta imune inespecifica

Os valores médios absolutos de leucécitos totais nos bezerros
Curraleiro durante todo o periodo do experimento mantiveram-se relativamente
constantes e corresponderam aos valores de referéncia para a raca, descritos por
PAULA NETO (2004) e MORAES et al. (2009). Os resultados obtidos pelos
bezerros Nelore também se mantiveram constantes e corresponderam aos
valores de referéncia da raca na mesma faixa etaria e sexo, avaliados por
FAGLIARI et al. (1998).

Os animais da raca Curraleiro apresentam maior quantidade de
leucécitos para atuar na resposta imunoldgica do organismo. Segundo ABBAS et
al. (2008) os leucécitos sdo a defesa do organismo contra agentes infecciosos e
substancias estranhas. Para defender o corpo adequadamente, uma quantidade
suficiente de leucdcitos deve estimular as respostas apropriadas, ir ao local de
infeccdo e, em seguida, eliminar e digerir os organismos e as substancias
prejudiciais. Como todas as células sangtiineas, os leucocitos sdo produzidos na
medula Ossea. Eles originam-se de células precursoras (células tronco) que
amadurecem no decorrer do tempo como um dos cinco tipos principais de
leucocitos: neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos.

Os valores meédios absolutos de bastonetes neutrofilos foram
semelhantes entre as racas estudadas e para os Curraleiros estiveram dentro dos
valores de normalidade (PAULA NETO, 2004). Os bovinos Nelore apresentaram
valores superiores aos relatados por COSTA et al. (2000) e BENESI et al. (2002).

Os bezerros da raca Curraleiro obtiveram valores médios superiores
aos valores apresentados pelos da raga Nelore no numero de segmentados
neutrofilos, sendo estes valores considerados dentro da faixa de normalidade
para a raca conforme proposto por PAULA NETO (2004). Ja os valores medios
obtidos pelos bezerros Nelore neste estudo, de modo geral, foram menores que

os valores de referéncia apresentados por FAGLIARI et al. (1998).
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Os bovinos Curraleiro demonstraram produzir maiores quantidades de
neutréfilos, fundamental na resposta imune inata. Para ROITT et al. (2003);
BALESTIERI (2006) e JANEWAY et al. (2007) a resposta imune inata é
inespecifica, realizada principalmente por neutréfilos e macréfagos, os quais
identificam a particula antigénica, fagocitam-na e desencadeiam a liberacdo de
citocinas que contribuem para a instalagdo do processo inflamatério e para a
intensificacdo da resposta imune, e desencadear uma resposta imune mais
especifica ao tipo de patdgeno.

Neste estudo, foi observado que o numero absoluto de linfécitos dos
bezerros Curraleiro apresentaram valores correspondentes a raga conforme
PAULA NETO (2004) e MORAES et. al. (2009). Para os bezerros Nelore a média
foi maior que os valores descritos por FAGLIARI et. al. (1998).

Os bezerros da raca Curraleiro apresentam maiores contagens de
linfécitos. Segundo TIZARD (2002) os linfdcitos sdo células do sistema imune que
conferem especificidade a resposta imunoldgica por serem portadoras de
receptores especificos para os determinantes antigénicos presentes nos
antigenos. S&o, portanto, as células responsaveis pelo reconhecimento de
antigenos estranhos e pela montagem das respostas imunes especificas. Para
BALESTIERI (2006) como existem diferentes formas de resposta imune, é
razoavel que existam varias populacdes e sub-populacdes de linfécitos, cada uma
com caracteristicas e funcdes diferentes.

Os valores médios absolutos de mondcitos para as duas racas
estiveram dentro dos valores de normalidade (COSTA et al., 2000; PAULA NETO,
2004). Nos bezerros da raca Curraleiro foram detectados os maiores valores de
monaocitos em relacdo aos Nelores.

Os monA@citos constituem 5% a 10% dos leucdcitos circulantes e tém
uma reduzida meia-vida, passando aproximadamente 24 horas no sangue. Estes
entram no pool extravascular e tornam-se residentes nos tecidos, onde s&o
denominados macrofagos. Os macrofagos sdo os responsaveis pela protecdo dos
tecidos, participam da resposta imune inata, intervém na defesa do organismo
contra agentes infecciosos, como o Mycobacterium bovis (BALESTIERI, 2006)
Sendo assim, os bovinos Curraleiro demonstraram disponibilizar maior nimero

dessa célula, essencial na resposta imune inata.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
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Os valores bioquimicos de proteinas, albumina e globulinas séricas
obtidos pelos bovinos Curraleiro foram similares aos estabelecidos como valores
de referéncia para a raca descritos por BARINI (2007). Os bovinos Nelore, de
modo geral, apresentaram valores semelhantes aos descritos por FAGLIARI et al.
(1998).

Os valores mais elevados de proteina total detectados nos Curraleiros
foram atribuidos as maiores concentracdo de globulinas, uma vez que as
mensuracdes de albumina das duas racas foram semelhantes. Segundo LEAL et
al. (2003) as proteinas sdo compostos indispensaveis a vida, representando a
base da estrutura de células, tecidos e 6rgdos. Funcionam como catalisadores
enzimaticos nas reacdes bioquimicas, horménios na regulacdo enddcrina,
nutrientes, carreadores de muitos constituintes do plasma e na defesa organica,
como anticorpos. Segundo DUNCAN & PRASSE (2003), as globulinas podem ser
divididas em trés categorias de acordo com a sua mobilidade eletroforética em
globulinas alfa, beta e gama. Entédo, elevadas concentracfes de globulina total
refere-se a maiores valores de suas fracdes, avaliados por meio de eletroforese.

Os valores de todas as fracdes globulinicas dos bezerros da raca
Curraleiro se encontraram proximos aos registrados para a raca por SANTIN
(2008) se divergindo em algumas meédias, fato que pode ser atribuido por
diferenca na faixa etaria e sexo dos animais. O que pode ser verificado nos
estudos realizados por CANAVESSI et al. (2000) com animais da raca Nelore.

Os valores da fragdo alfa-1 globulinas dos bezerros Curraleiro
apresentaram-se proximos aos valores de referéncia para a raca, descritos por
SANTIN (2008). Os resultados obtidos pelos bezerros Nelore corresponderam aos
valores de referéncia da raca na mesma faixa etaria e sexo, avaliados por
CANAVESSI et al. (2000). Os animais Curraleiros apresentaram valores mais
elevados comparados aos Nelores nesta fracdo globulinica. Demonstrando
disponibilizar maiores quantidades de algumas proteinas de fase aguda. Pois,
conforme SILVA et. al. (2008b) essa fracdo € constituida por um conjunto de
varias proteinas, entre as quais a alfa-l-antitripsina, protrombina, transcortina,
globulina ligadora de tiroxina e alfa-fetoproteina. Em geral, ha aumento dessa

fracdo em processos inflamatorios, infecciosos e imunes, de forma inespecifica.
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Na fracdo alfa-2 globulinas os Curraleiros demonstraram valores
proximos aos registrados por SANTIN (2008). Os Nelores apresentaram valores
maiores em relacdo aos dispostos por CANAVESSI et al. (2000) e também
comparados aos resultados dos bezerros Curraleiros. Evidenciando que o0s
animais da raga Nelore apresentaram concentragbes mais elevadas de algumas
proteinas de fase aguda. Segundo SILVA et al. (2008b) a fracdo alfa-2 é
constituida por um grupo variado de proteinas, entre elas a haptoglobina, a alfa-2-
macroglobulina, a ceruloplasmina, a eritropoetina e a colinesterase. Da mesma
forma que as alfa-1 globulinas, as proteinas pertencentes a essa banda também
se comportam como proteinas de fase aguda, aumentando sua concentragdo na
presenca de infeccdo, em processos inflamatérios e imunes.

Na avaliacdo da fracdo beta globulinas os bezerros da raca Curraleiro
apresentaram valores proximos aos registrados por SANTIN (2008). E os valores
apresentados pelos Nelores foram inferiores aos descritos por CANAVESSI et al.
(2000) e também quando confrontados aos valores dos bezerros Curraleiro.
Sendo assim, os animais da raca Curraleiro demonstraram dispor de maiores
concentracOes da fragéo beta globulinas, que de acordo com SILVA et al. (2008b)
€ composta por um grupo heterogéneo de proteinas das quais as principais sao:
beta-lipoproteinas, transferrina, componente C3 e C4 do complemento,
fibrinogénio, microglobulina e IgA, associadas a fase aguda de infeccdes e a
atividade imunoldgica do organismo.

Para a fracdo gama globulinas os bezerros Curraleiros apresentaram
valores proximos aos descritos por SANTIN (2008). Os valores apresentados
pelos Nelores foram superiores aos registrados por CANAVESSI et al. (2000). Os
valores apresentados pelos bezerros da raca Curraleiro foram superiores aos
Nelores, demonstrando que a que os bezerros Curraleiro dispuseram de maiores
concentracbes de imunoglobulinas, pois conforme SILVA et al. (2008b) e
KANEKO (1997) esta fracdo € constituida por imunoglobulinas (lgs), com
diferentes classes G, A, M e E, sendo os anticorpos produzidos pelos
plasmadcitos, quando estimulados por antigenos ou devido a desordem clonal
maligna dessas células. Sendo assim, os bovinos da raga Curraleiro
apresentaram maior concentracdo da fragdo gama globulinas associadas a

atividade imunolégica do organismo, quando comparados aos da raga Nelore.
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Quanto a relagéo albumina:globulina observagdes feitas por BACILA
(2003), revelaram ser importante na avaliagao de infec¢des pois, quando elas se
alteram, invertendo-se os valores pelo incremento que ocorre na concentracao
das imunoglobulinas, especialmente as y-globulinas.

A relacdo albumina:globulina entre as ragas avaliadas apresentaram
valores médios semelhantes e foram inferiores aos registrados por KANEKO
(1997) e CANAVESSI et. al. (2000) fato este que pode ser remetido a aumentos
das fracfes globulinicas (beta e gama globulinas) associados a maior atividade
imunogénica, segundo KANEKO (1997). PIERCE (1955) descreveu que a
concentracdo de albumina controla a pressdo coldide osmotica. Portanto, os
valores de albumina séo inversamente proporcionais aos de globulina total, o que
concorda com os achados das duas variaveis no estudo. Sendo, todavia os
valores da relagao albumina:globulina similares aos apresentados por SILVA et.
al. (2008a) em estudos realizados para bovinos confinados.

6.2 Resposta imune humoral

Na comparacao global dos valores médios da quantificacdo das IgM e
IgG M. bovis especificas entre as racas estudadas, foi observado que os bezerros
Curraleiro mantiveram valores superiores aos bezerros Nelore. Ou seja, tanto na
avaliacdo da resposta imune humoral menos especifica (IgM) quanto mais
especifica (IgG) os animais Curraleiro foram mais eficientes em produzir
guantidades maiores de anticorpos.

Entre os grupos vacinados nas quantificacbes de IgM e IgG M. bovis
especificas 0 comportamento apresentou-se de modo semelhante, em que o
grupo que apresentou maiores valores foi 0 composto por Curraleiro vacinado,
seguidos pelo Curraleiro controle, posteriormente Nelore vacinado e por fim
Nelore controle, com as menores concentracdes. Este comportamento demonstra
gue os animais da raca Curraleiro foram mais eficientes em produzir anticorpos
especificos quando vacinados em relagédo ao grupo controle da raca. E mesmo o
grupo controle da raca Curraleiro produziu mais anticorpos especificos quando

comparados aos grupos de Nelore.
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Pode-se associar a maior eficiéncia na resposta especifica dos
bezerros da raca Curraleiro a uma caracteristica natural da raca em responder
melhor quando vacinados ou ndo a um patogeno. JULIANO (2006) propds que
embora bovinos Curraleiro apresentassem soro positividade para Neospora
caninum de 38,24% avaliados por meio de teste de ELISA indireto, sendo esta
prevaléncia superior aos registrados na literatura para outras ragas em diferentes
regides, ndo havia relatos de surtos de abortamentos, e as informacdes obtidas
mostraram que a ocorréncia de diarréias em bezerros era comum, mas 0S
animais se recuperavam e a mortalidade inespecifica foi estimada entre 1% a 2
%. Segundo os tratadores os animais adultos raramente adoeciam. Esses
resultados corroboram a possibilidade de resposta imunoldgica mais eficiente da
raca Curraleiro.

BITTAR et al. (2004) sugeriram que o perfil fenotipico do sangue
periférico de bovinos europeus pode influenciar no padrdo da imunidade
apresentada pelos animais, relacionando o menor nivel de linfocitos T (CD4 e
CD8) em animais da raca Holandesa a sua susceptibilidade a infec¢cdes por
Babesia sp., enquanto maiores niveis de linfocitos T justificariam a maior
resisténcia da raca Hereford as infec¢bes parasitarias. Fundamentado nesse
raciocinio, MORAES et al. (2009) concluiu parecer coerente que iSso possa ser
extrapolado aos animais da raca Curraleiro, visto que estes apresentaram alto
nivel de linfécitos T circulantes e sdo animais que sabidamente apresentam maior
resisténcia as infec¢cdes hemoparasitarias. Além do alto nivel de linfécitos T
circulantes, os autores ainda inferiram que a propor¢cdo de linfocitos T e B
circulantes também podem estar envolvidas na imunidade clinica, sendo que
animais com maior propor¢cdo T:B apresentam maior resisténcia as
hemoparasitoses, o que ocorre com bovinos Curraleiros. No presente estudo
podemos inferir que a raca Curraleiro pode ter melhor imunidade clinica, baseado
no fundamento de que os animais produzem mais células leucocitarias, visto que
isto foi verificado comparando com a racga Nelore.

Outras evidéncias que sugerem ser inata a resisténcia de animais da
raca Curraleiro foram os resultados soroepidemioldgicos, obtidos por JULIANO
(2006), acerca de babesiose (Babesia bovis e B. bigemina) e leptospirose

(Leptospira interrogans), demonstrando que apesar dos animais estarem
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expostos cronicamente a esses patdégenos, ndo houve alteragcdo hematoldgica e
da bioquimica sérica que indicasse algum estado moérbido. Ao contrario, houve
evidéncias de que esses bovinos apresentam imunidade contra tais agentes, sem
manifestacéo clinica da doenca, indicando resisténcia ou adaptacéo suficiente do
hospedeiro (MORAES et al., 2009).

As evidéncias de maior resisténcia dos animais Curraleiros deve ser
melhor entendido, para tanto estudos que avaliam genética e imunologicamente
estes animais devem ser realizados. Como os trabalhos realizados em diferentes
racas de bovinos avaliando-se genética e imunologicamente a associacdo da
resisténcia natural a agentes patogénicos. Por exemplo, ABLES et al. (2002)
averiguaram a associacao entre resisténcia natural a M. bovis e B. abortus e a
presenca de Nrampl em diferentes racas de bovinos e bufalos; WESTTHUSIN et
al. (2007) utilizando touro Black Angus apresentando resisténcia genética a B.
abortus e seus clones resistentes também a M. bovis e S. typhimurium; DIETZ et
al. (1997 a e b) e PASHMI et al. (2009) que investigaram a associacdo entre
alelos DRB 3.2 do BoLA e variaveis imunolégicas significativa com fun¢cdes dos
leucocitos em relacéo a resisténcia a mastite em bovinos da raca holandesa.

A utilizacdo de vacinas com diferentes microorganismos e posterior
avaliacdo e monitoramento da resposta imune humoral por meio do teste de
ELISA indireto sdo frequentemente realizados, como o trabalho realizado por
COX et.al. (1993) que analisou a resposta de anticorpos (IgG) especificos para
um gene de glicoproteinas do herpesvirus 1 bovino (BHV-1), candidato ao
desenvolvimento de uma vacina. O monitoramento da resposta imune foi
realizado por meio do teste de ELISA IgG especifica.

As maiores contagens de leucdcitos, as mais elevadas concentracdes
de globulinas e anticorpos especificos apresentadas pelos Curraleiros reforcam a
existéncia de uma provavel resisténcia natural, fato que pode ser atribuido a sua
rusticidade. CARVALHO & AMORIM (1989), MARIANTE & CAVALCANTE (2000)
e JULIANO (2006), relatam que a raga Curraleiro formou-se em regime de criagcéo
superextensiva, com minimos cuidados sanitarios e alimentares. Além disso, a
raca adaptou-se ao calor e a seca, 0 que resultou, com o passar dos séculos, em
animais extremamente rusticos, com caracteristicas de boa adaptacdo ao meio e

maior resisténcia a doencas e parasitas (MORAES et. al. 2009).
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A literatura referente ao perfil imunoldgico dos bovinos em estudo e
avaliados por meio de ELISA indireto é escassa, portanto ndo foram encontrados
estudos semelhantes, dificultando a comparacdo dos resultados obtidos neste
trabalho. Essa limitacdo fez com que os resultados obtidos fossem confrontados
com estudos que utilizaram animais de outra raca LABOUCHE (1964). A
divergéncia entre as médias dos valores observados no presente estudo e em
outros trabalhos ocorreu devido a interferéncia de varios fatores inerentes ao
animal (raca, idade, sexo, estado fisioldgico), metodologia utilizada (diferenca
entre as técnicas ou antigeno utilizado) e ambiente (manejo, alimentacdo, época

do ano).



50

7 CONCLUSAO

Os bovinos da raca Curraleiro quando comparados aos animais da
raca Nelore apresentaram resposta imune inespecifica e especifica humoral para
M. bovis maior, caracterizada por maior nimero de leucocitos e superiores

concentracfes de imunoglobulinas inespecificas e especificas.
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