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RESUMO

A raca Curraleiro se desenvolveu e se adaptou a criagcdo extensiva na regido do
cerrado brasileiro. Estes animais rdsticos parecem ser mais resistentes as
doencas endémicas regionais. A resisténcia as infeccfes esta diretamente
correlacionada a resposta imune do hospedeiro. Para verificar se existe alguma
diferenca na resposta imune de animais Curraleiros e outras racas exoticas
criadas na regido do cerrado, bezerros das racas Curraleiro e Nelore foram
avaliados apds a vacinacdo com Mycobacterium bovis- BCG. Foram utilizados
animais com idade variando de 6 a 7 meses (n=12), provenientes do estado de
Goias. Depois da quarentena, os animais foram divididos em grupos: controles (3
de cada raca) e vacinados (3 de cada raca). Apds obtencdo das células
mononucleares do sangue periférico nos dias zero (antes da vacinacao), um, sete,
quinze e trinta dias apos a vacinagao, as mesmas foram submetidas a ensaios de
fagocitose, producdo de NO, quantificacdo por citometria de fluxo das populactes
celulares NK, Ty, CD4 e CD8 e de suas producgfes de IFN-y. Quarenta e cinco
dias apos a vacinacdo, os animais foram submetidos ao teste intradérmico.
Macréfagos provenientes da raca Curraleira apresentaram naturalmente maiores
indices de fagocitose de leveduras ndo sensibilizadas (7,650+3,661) quando
comparados aos dos Nelore (2,970+1,282). Além disso, antes da vacinacéo,
bezerros Curraleiros tiveram no sangue periférico maior nuamero de
TCD4%(2049+402,3), TCD8'(1207+166), TySWC1'(1443/mL+384,6) que o0s
bezerros Nelores (CD4-1240/mL +337; CD8-772,1/mL +278,3; TySWC1*-745,5/mL
+67,22). Em adicdo, as células CD4 e CD8 IFN-y positivas foram superiores nos
animais Curraleiros. A vacinacao foi capaz de induzir resposta imune especifica
nas duas racas testadas. Trinta dias ap6s a vacinacdo os Curraleiros
apresentavam CDA4IFN-y positivas (202,8+44,96) superiores aos Nelores
(143,7+40,43). Os resultados apresentados nesta dissertagédo favorecem o perfil
de resisténcia da raca bovina Curraleira quando comparada a raca Nelore devido
a melhor capacidade de induzir resposta imune especifica a vacina M. bovis-BCG.

Palavras-chave: resposta imune celular, resisténcia, racas locais, Pé-duro
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ABSTRACT

Curraleiro breed has adapted to the extensive breeding in the Brazilian savanna.
These rustic animals seem to be more resistant to regional endemic diseases.
Resistance to infection is directly correlated to the host immune response. In order
to check if differences might exist among Curraleiro’s immune response and the
response of other exotic cattle breeds in the savannah region, Curraleiro and
Nellore calves were assessed before and after immunization with BCG vaccine.
Twelve young calves (around six months of age) were used. After quarantine, the
animals were divided into four groups: Control (three calves from each breed) and
Vaccinated (three calves from each breed). The mononuclear cells were obtained
from peripheral blood at time zero (before vaccination), one, seven and, thirty days
after the vaccination. The cells were submitted to phagocytosis test, NO production
and analysis by flow cytometry of the following populations: NK, Tys, CD4 e CD8
as well as for their IFN-yproduction. The intradermic test was realized in all calves
forty-five days after vaccination. Macrophages from Curraleiro breed showed
superior phagocytosis rates (7.650+3.661) than Nellore macrophages
(2.970+1.282). Before BCG vaccination, Curraleiro calves had higher numbers of
CD4+ cells (2049+402.3), CD8+ cells (1207+166), TydWC1l+ cells
(1443/mL+384,6) in peripheral blood, than Nellore calves (CD4: 1240/mL *337;
CD8: 772.1/mL £278.3; TydWC1+: 745.5/mL £67.22). The CD4 and CD8 IFN-y
positive cells were also higher in Curraleiro animals. Vaccination was able to
generate specific immune response on both breeds. Thirty days after vaccination,
Curraleiro animals presented greater levels of CD4IFN-y positive (202.8+44.96)
cells than Nellore ones (143.7+40.43). The findings of this study support the
Curraleiro resistance profile in comparison to Nellore breed, due to a better
capacity to induce specific immune response to M. bovis-BCG vaccine.

Keywords: Cellular immune response, resistance, local breed, Pé-duro



1 INTRODUCAO

Bovinos provenientes da Peninsula Ibérica iniciaram o povoamento dos
campos naturais do Brasil e deram origem a diversas racas locais ou
naturalizadas. Dentre as racas locais encontra-se a raca Curraleiro, que se
formou em regime de criagdo extensiva, com minimos cuidados sanitarios e de
alimentacéo, resultando em animais extremamente rusticos, que constituem um
importante recurso genético para a pecuaria brasileira. A modernizacdo da
pecuéria introduziu bovinos exéticos no Brasil, substituindo a criagcdo de racas
naturalizadas. Atualmente, a raca Curraleira estd em risco de extingdo. O
desaparecimento de racas naturalizadas representaria grande prejuizo para o
pais, pois se perderiam informacfes contidas na estrutura genética desses
animais.

Atribuem-se popularmente ao gado Curraleiro, caracteristicas de
resisténcia a enfermidades endémicas, tais como: a brucelose, a tuberculose, as
verminoses e ectoparasitas de uma maneira geral. Essas enfermidades sao
responsaveis por grandes perdas econdmicas e de produtividade em regimes
tradicionais de producdo para as racas exoticas recentemente introduzidas no
Brasil.

Portanto, estudos que atestem a maior resisténcia dos bovinos Curraleiros
precisam ser realizados objetivando tanto incentivar a preservacédo da raca e de
seu patrimbnio genético, assim como, sua utilizacdo na criagcdo de bovinos mais
saudaveis com menor uso de defensivos animais.

A resisténcia as infeccfes depende diretamente da resposta imune
induzida ou pré-existente a um agente infeccioso. A habilidade em gerar resposta
imune especifica e memdaria imunoldgica contribui diretamente para a resisténcia.
Assim, supbe-se que Curraleiros geram melhor resposta imune, sendo por iSso
mais resistentes.

Com o objetivo de avaliar a capacidade de induzir resposta imune inata e
especifica dos bovinos da raca Curraleiro, nesta dissertacao, varios aspectos da
resposta imune apos vacinagdo com M. bovis-BCG foram analisados e
comparados aos dos bezerros da ragca Nelore, animal exotico com caracteristicas

de rusticidades previamente elucidadas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e historico do gado Curraleiro

Na época da colonizacdo, em meados do século XVI, iniciou-se a
criacdo de gado no Brasil, revelando-se de grande importancia para a coldnia
recém-descoberta. Os bovinos foram trazidos por colonizadores portugueses e
espanhodis (VELLOSO, 1996). Estes bovinos pertenciam a trés troncos: Bos
taurus ibericus, Bos taurus aquitanicus e Bos taurus batavicus (ATHANASSOF,
1958). As racas importadas deram inicio ao povoamento dos campos naturais do
Brasil e adaptaram-se ao novo ambiente, formando grandes rebanhos e
originando diversas variedades, algumas das quais, hoje, sdo geneticamente
melhoradas (PRIMO, 1992).

O gado conhecido no Piaui e Maranhdo como Pé-duro e, como
Curraleiro em Goias e Tocantins, provém da unido das racas portuguesas
Alentajana e Galega, com animais de origem espanhola pertencentes ao tronco
Bos taurus ibericus, introduzidos na bacia do Rio S&o Francisco (VIANA, 1927).

A raga Curraleira e outras ragas bovinas seculares, como Caracu,
Mocho Nacional, Crioulo Lageano, Pantaneira e Junqueira, dentre outras,
encontram-se no Brasil desde a colonizacdo e em funcédo disso adquiriram ao
longo dos séculos caracteristicas de rusticidade e adaptabilidade muito
importantes para programas de melhoramento genético e cruzamentos industriais
com racas especializadas para criagcdo em regides tropicais, subtropicais e semi-
aridas do Brasil e de outros paises. Pelos séculos de selecdo natural estes
animais sdo um verdadeiro tesouro genético, ja que possuem caracteristicas de
adaptacao e resisténcia as condicdes brasileiras e poderiam ocupar milhares de
hectares de areas desfavoraveis a outras ragas, sem precisar de grandes
investimentos por parte dos produtores (MARIANTE & EGITO, 2002).

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

exoticas, como os gados Nelores e Holandeses, sem nenhum plano sistematico



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

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

Os animais da raca Curraleira sdo considerados rusticos e déceis,
possuem pele grossa e diversos tipos de pelagens, sendo mais comuns a
vermelha clara e a baia, com as extremidades, vassoura e focinho pretos, alguns
animais apresentam manchas escuras no contorno dos olhos. Apresentam
orelhas pequenas, barbelas e umbigo reduzidos e chifres curtos em formato de
coroa (CARVALHO & GIRAO, 1999, MARINTE &CAVALCANTE, 2004;
SERRANO, 2001; EGITO, 2007).

FIGURA 1 — Bovinos da raca Cu-rraleiro. A) Séo Jodo do Piaui — P
B) Cavalcante - GO. C) Cocos - BA. D) Sucupira—TO
(PAULA NETO, 2004).




O pequeno porte do gado Curraleiro é o principal motivo alegado para
nao escolha de criagdo da raca. Raramente séo levadas em consideracdo as
condicbes em que estes animais sobrevivem, em regifes de pastos grosseiros e
escassos, clima quente, chuvas reduzidas, com aguadas distantes e em geral de
péssima qualidade. E um animal que passa por periodos de restricdo alimentar
sem adquirir enfermidades e apesar de perder peso, a recuperacdo se da sem
necessidade de suplementacdo. As racas melhoradas quando submetidas as
mesmas condi¢cdes, em pouco tempo perdem peso e seu desempenho
reprodutivo diminui, assim como a imunidade, aumentando a ocorréncia de
doencas (CARVALHO, 2002; BIANCHINI et al., 2006).

A rusticidade dessa raca justifica a manutencéo deste recurso genético
(EGITO, 2002). As mudancas recentes na pecuaria brasileira e mundial apontam
para um novo paradigma de criagcdo, em que o uso de defensivos animais é
limitado ao minimo indispenséavel, sendo completamente abolido. No sentido de
serem produzidos alimentos, tanto carne quanto leite, isentos de quaisquer
residuos quimicos. Desta forma a manutencdo de animais rusticos, que nao
necessitem de defensivos animais ou de tratamento para infecgbes como
antibiéticos desempenha um papel chave neste cenario (GARCIA, 2004, LAGE,
2006).

2.2 Tuberculose bovina

A tuberculose bovina € uma enfermidade crénica caracterizada por
lesGes granulomatosas, associadas principalmente ao trato respiratério e aos
linfonodos (NEILL et al., 1994). E uma doenca infecto-contagiosa, que pode ser
transmitida para o homem, causada por Mycobacterium bovis (M. bovis). Possui
distribuicdo mundial, ocorrendo principalmente em paises em desenvolvimento e
em criagdes intensivas, como em rebanho leiteiro (BELCHIOR, 2001).

Outros agentes sdo causadores de tuberculose em outras espécies,
formando o Complexo Tuberculosis, que inclui o Mycobacterium tuberculosis,
principal causador de tuberculose em humanos, mas também encontrada em

bovinos e o Mycobacterium bovis, que acomete bovinos e outros mamiferos,



incluindo o homem. Outro complexo é formado por micobactérias ambientais, que
ndo causam tuberculose, e em bovinos pode dificultar o diagnéstico da doenca
(O'REILLY, 1995; YOUNG et al, 2009).

Os dados quanto a prevaléncia de bovinos infectados tanto no Brasil
quanto em outros paises em que a tuberculose ocorre sdo conflitantes, em 1994
KANTOR & RITACCO encontraram que o Brasil e a Argentina juntos possuem 3,5
milhdes de bovinos infectados pelo bacilo da tuberculose, 0 que representava
quase 2% da populacéo existente nesta area. BELCHIOR (2001) encontraram em
Minas Gerais, prevaléncia geral de 5% de rebanhos positivos e 0,8% de animais
positivos para tuberculose bovina. Dados mais recentes estimam que cerca de
10% das vacas leiteiras e 20% das propriedades do rebanho leiteiro sejam
atingidos por tuberculose (ABRAHAO et al, 2005).

Bovinos infectados podem nédo apresentar sinais de doenca e mesmo
que exista diminuicdo de producédo, ndo chamam a atencao de profissionais e
produtores para a doenca, mantendo o agente da tuberculose no rebanho. O
diagnoéstico destes animais € de fundamental importancia para o combate da
tuberculose. Em 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) lancou o Programa Nacional de Controle e Erradicagédo de Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT), com o objetivo de diminuir a incidéncia e prevaléncia
destas doencas (LAGE, 2006,MAPA, 2001).

A estratégia utilizada pelo MAPA ¢é a vigilancia para identificacdo de
animais positivos ao teste de tuberculina intradérmica (PPD-B) e abate dos
mesmos. O diagnostico de tuberculose pode também ser feito por exame clinico e
mesmo post-mortem, utilizando para confirmacdo diagndstica exames
histopatolégico e bacteriolégico (HAAGSMA, 1995).

O teste previsto pelo PNCEBT, a tuberculinizagéo, tém sido utilizado
para diagnostico de tuberculose em bovinos ha mais de um século (MONAGHAN
et al, 1994). Este teste avalia a resposta do animal a micobactérias, denominada
de hipersensibilidade tardia ou hipesensibilidade do tipo IV (DANNENBERG,
1993). As respostas de hipersensibilidade tardia s&o percebidas pelo
enduramento causado por acumulo de células da resposta imune celular
especifica. Para o PPD-B a resposta é medida em milimetros (mm) 72 horas ap0s
a injecdo intradérmica de tuberculina (PPD-B derivado protéico purificado de



Mycobacterium bovis). Pelo PNCEBT o teste pode ser realizado de duas formas:
apenas aplicando-se o PPD Bovino na prega caudal ou tabua do pescoco,
conhecido com teste intradérmico simples; ou pode-se aplicar o teste intradérmico
comparado, que utiliza PPD-B e o derivado protéico purificado de Mycobacterium
avium (PPD-A). A tuberculinizacdo comparada permite reduzir diagnosticos falso-
positivos por reagbes desencadeadas por agentes do complexo MAIS
(Mycobacterium avium, M. infracelulareae, M. scrofulaceum), que n&o causam
tuberculose em bovinos, mas sédo capazes de desencadear reacdes positivas,
sendo a melhor opcdo para o diagnostico em bovinos (MONAGHAN, 1994,
MAPA, 2001).

Em rebanhos o estado latente da tuberculose apresenta um grande
entrave ao combate do agente, uma vez que animais infectados devem ser
eliminados sem indenizagdo por parte do governo ainda que aparentemente
saudaveis. A eliminacdo dos animais se justifica pelo alto risco de disseminar a
doenca para outros animais e/ou humanos. Essa estratégia, porém, nao €
compreendida pelo produtor rural, que vé o abate desses animais como
unicamente gerador de prejuizos a sua propriedade. Essa falta de
conscientizacdo do produtor dificulta a deteccdo e comunicacdo de animais
positivos aos 6rgdos publicos responsaveis e 0 sucesso do PNCEBT (ROXO,
2004, LAGE, 2006).

2.3 Mycobacterium bovis-BCG

A vacina de Bacillus Calmette Guérin (BCG), usada na prevencao da
tuberculose, foi desenvolvida por dois pesquisadores, Albert Calmette e Jean-
Marie Camille Guérin, como uma tentativa de obter suspensdes homogéneas
(sem aglomeracao) nas culturas de um bacilo M bovis, isolado por Nocard de uma
novilha com mastite em 1902, no Instituto Pasteur de Paris (CHUNG et al, 2001).

Calmette, acidentalmente obteve um organismo atenuado, apoés
passagens in vitro da amostra de M. bovis através do cultivo das culturas em
batata impregnada em bile de boi, e Guérin, seu assistente, observou apds 231

passagens in vitro da amostra de M. bovis, durante 13 anos, alteracdes na



morfologia das colénias e perda gradual da viruléncia, até falharem em provocar
tuberculose progressiva quando injetadas em porcos de india, coelhos,
camundongos, bovinos e cavalos (SAKULA et al, 1983). Estas culturas néo
perderam a morfologia agregada, mantiveram as mesmas propriedades fisicas e
continuaram exibindo imunogenicidade em modelos experimentais, como
chimpanzés, cobaias, camundongos e bovinos (GUPTA & KATOCH, 2009). A
amostra de bacilos foi batizada com o nome de Bacillus de Calmette e Guérin, e
pode ser usada na imunizacdo ativa de vacas, sem produzir a doenca
(BENEVOLO-DE-ANDRADE et al, 2005).
A elucidacdo do genoma completo do BCG mostrou que 129 genes
estdo ausentes no BCG e presentes em M. tuberculosis. Comparando se com a
cepa padrao de M. tuberculosis H37RV, faltam 11 regides &s cepas atenuadas de
BCG, e comparando-as ao M. bovis, outras cinco regides foram perdidas, assim
existem 16 regides deletadas (RD) nas diferentes cepas de BCGs (YAMAMOTO
et al, 2007). O genoma do M. tuberculosis é maior que o do M. bovis; 4,41 Mb e
4,32 Mb, respectivamente. Por analises moleculares acredita-se que a supressao
primaria mais provavel seja de um segmento de DNA (9,5KB), designada RD1,
que é ausente em cepas de BCG, mas presente em todas as cepas virulentas e
cepas de laboratério clinico de M. bovis e M. tuberculosis ja testadas (CORBEL,
et al 2004). Outras regides génicas foram perdidas por algumas das cepas de
BCG e conservadas em outras. O RD2, um segmento de DNA com 10,7KB, foi
encontrado conservado em amostras virulentas de laboratorios clinicos e cepas
de M. bovis e M. tuberculosis, e foi excluido apenas amostras de BCG derivados
da cepa BCG Pasteur, e essas delecdes estdo presentes em cepas derivadas de
culturas até 1926. O RD2 é conservado na BCG Moreau, que tem a sua
supresséo especifica no segmento RD16. RD3 esta ausente em todas as cepas
de BCG e muitos isolados clinicos de M. tuberculosis (MAHAIRAS et al, 1996).
A partir dessas analises moleculares e estudos das suas culturas, dois
principais grupos de BCG foram sugeridos:
e BCGs Tokyo, Moreau, Russia e Suécia, distribuidadas pelo Instituto
Pasteur entre 1924 e 1926 (YAMAMOTO et al, 2007); sdo cepas antigas,
apresentam duas coOpias da sequéncia de insercdo ISI986 e contém

methoxymycolate e o gene MPT64;



e BCGs Pasteur, Copenhague, Glaxo e Tice, distribuidas apos 1931
(YAMAMOTO et al, 2007); possuem uma Unica coOpia da sequéncia de
insercao 1SI986, ndo contém methoxymycolate nem o gene MPB64
(OHARA et al, 2001).

2.4 Resposta imune a Micobactérias

Os agentes da tuberculose penetram no hospedeiro através das
superficies mucosas - geralmente no pulmdo apds inalacdo de particulas
infecciosas liberadas por um individuo/animal infectado. Outra via de infeccao,
mais freqlentes em bezerros ou em infec¢do zoondtica, é pela mucosa intestinal,
apos ingestdo de material contaminado por bacilos, frequentemente leite néo
pasteurizado (DIETRICH et al, 2009).

Se os bacilos ndo forem contidos pela barreira mucociliar estes serdo
englobadas pelos macréfagos (M®) alvéolares, onde eles podem se tornar focos
de infeccdo primaria (FLYNN & CHAN, 2001). Estudos em camundongos
mostraram que o M. tuberculosis podem acessar os tecidos pulmonares usando
células-M nos bronquios, a partir das quais as bactérias penetram no tecido
linféide subjacente, sendo tragados pelas células dendriticas (DC) e levados para
os linfonodos drenantes (LN), onde as respostas imunes especificas sdo iniciadas
(TEITELBAUM et al, 1998, TEITELBAUM et all1999). A interacdo das
micobactérias com a APC é uma caracteristica fundamental na patogénese da
tuberculose e o resultado dessa interacdo é fundamental para determinar se o
individuo terd imunidade ou desenvolvera a doenca. Tanto M®d como DC séo
infectados por micobactérias e produzem uma resposta a infec¢cdo. Assim, M®
aumentam mecanismos anti-microbianos para a eliminacdo das micobactérias e
DC estimulam a expressdo de moléculas que ativam as fun¢des dos linfocitos T
(HOPE,& VILLARREAL-RAMOS 2008). Alguns individuos mesmo que fortemente
expostos a bacilos ndo mostram sinais de infeccdo: nenhuma patologia ou
sintoma e ndo desenvolvem resposta imune adaptativa aparente. E possivel que,

nestes casos, a resposta imune inata tenha sido eficiente na eliminagao precoce



do patdégeno. Mais comumente, no entanto, a ingestdo da bactéria por uma APC
induz a uma répida resposta inflamatoria (DIETRICH et al, 2009).

M®s aveolares sdo considerados os principais hospedeiro celulares para
micobactérias in vivo, e a importancia destes M® € a morte rapida do organismo
invasor (FLYNN & CHAN, 2001; VAN CREVEL et al.,, 2002). A atividade
microbicida de macréfagos € devida a liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROIs) e espécies reativas de Nitrogénio (RNIS) ou por acdo de suas enzimas
lisossémicas apos fusdo com o fagossomo bacteriano.

Micobactérias sao fagocitadas por macrofagos e o tipo de receptor que
esta envolvido no reconhecimento de micobactérias pode influenciar a resposta
gerada dentro do M®. As moléculas receptoras que tém sido implicadas na
captacdo de micobactérias incluem TLR, receptores de manose, receptores Fc,
receptores de complemento. O uso do receptor 3 do complemento (CR3) por
micobactérias pode ser vantajoso para a bactéria, jA que este receptor ndo induz
a liberacdo de ROIs (ROOYAKKERSA, et al 2005). Ligacdo de componentes
grandemente presentes em paredes micobacterianas aos receptores de manose
também tem sido sugerida como uma possivel rota "segura" de entrada para
micobactérias, faciltando a sua sobrevivéncia intracelular (ASTARIE-
DEQUEKER, 1999).

Apoés a capitacdo e fusdo do phagolisossomo ocorrem a destruicdo de
bactérias, 0 processamento e a apresentacdo de antigenos as células T. A
estimulacdo das células T ativa o braco adaptativo da resposta imune, induz a
liberacdo de IFN-y por células TCD4 e ativa a capacidade citolitica de células
TCD8 e de mecanismos antimicrobianos. No entanto, micobactérias podem se
evadir da via normal de fusdo do fagossomo - lisossomos possibilitando a
persisténcia de bactérias no hospedeiro. E ao mesmo tempo em que as bactérias
permanecem Vviaveis, seus antigenos ndo estardo disponiveis para apresentacao
as células T. Micobactérias parecem retardar a maturacado do fagossomo de tal
forma que estes conservam marcadores endossomais tardios e ndo podem se
fundir com o lisossoma. Ha também aumento da quantidade de proteinas do
hospedeiro no fagossomo contendo micobactérias, incluindo a proteina triptofano-
aspartato que contém a proteina capsidial (TACO), que normalmente é removida

do fagossomo pouco antes da fusédo do lisossomo (PIETERS et al, 2001).
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Como Mds nao ativados, DCs sao capazes de proporcionar um
ambiente para micobactérias sobreviverem e se multiplicarem, embora em
menores propor¢des. O volume de micobactérias em DCs nédo é suficiente para
matar a célula hospedeira e a replicagcéo lenta gera constante disponibilidade de
antigenos para a apresentacao as células T e potencializacdo da resposta imune
(BODNAR et al, 2001). O principal receptor de micobactérias virulentas em DC
séo os recptores de lectina tipo C (TAILLEUX et al, 2003a). Apos a ativacdo por
IFNy, DCs séo capazes de controlar a replicagcdo das micobactérias, residindo em
vacuolos distintos da via normal de reciclagem (TAILLEUX et al, 2003b).

M® humanos infectados com M. tuberculosis preferencialmente
secretam citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNFa, IL-1 e IL-6 (GIACOMINI et
al, 2001) e quimiocinas, incluindo IL-8, RANTES e MCP-1 recrutando linfocitos
para o0 pulmdo e levando a formacdo de granulomas, e a contencdo da
micobactéria.

Em humanos se a infeccdo de macrofagos leva a producgéo de citocinas
pré-inflamatérias, por outro lado a infeccdo de DCs por micobactérias esta
associada com a secrec¢do de baixo nivel de IL-10, que pode inibir a resposta
celular a micobactérias através da inibicdo da secrecéo de IL-12. (HICKMAN et al,
2002; HOPE et al, 2004). Um padrao de secrecdo semelhante foi observado em
monaocitos de bovinos infectados in vitro que preferencialmente secretam IL-10 no
lugar de IL-12. A IL-10 também pode inibir a apresentacdo de moléculas MHC I
na superficie da célula e assim diminuir a respostas por células T. A expressao
reduzida de MHC Il por M® infectados por M. tuberculosis tem sido relatada e
parece estar relacionada a estimulagdo de TLRs, por lipopeptideos
micobacterianos, principalmente de TLR2 e/ou TLR4 (MEANS et al., 1999; NOSS
et al, 2000; NOSS et al, 2001).

Véarios componentes micobacterianos, incluindo AraLAM (complexo
micolilarabinogalactan-peptidioglicano) e lipidio total de micobacteria podem ativar
macréfagos a produzirem TNF-o dependente de TLR2 (ADEREM & UNDERHILL
et al.,, 1999). Apesar do papel fundamental dos macréfagos, outras células, tais
como as natural killer (NK) e neutrdéfilos, podem estar envolvidas na resposta
imune, principalmente na fase inicial da infecgcdo por M. bovis (POLLOCK &
NEILL, 2002).
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A liberagéo de citocinas e quimiocinas desencadeia o0 recrutamento e
rapido acumulo de uma variedade de células do sistema imunoldgico e, com o
tempo, a formacdo de um granuloma (FIGURA 2), caracterizada por um numero
relativamente pequeno de fagocitos infectados, rodeado por mondcitos
ativados/macréfagos, margeados por linfocitos (GONZALEZ-JUARRERO et al,
2001). Se a infeccdo € contida com sucesso nesta fase, o granuloma retrai,
eventualmente desaparece, deixando uma pequena cicatriz ou calcificacdo, com
geracado células T de memoaria. Se, no entanto, a resposta imune nao é capaz de
combater o agente e controlar a replicacao bacteriana, a resposta ativa continua e
o granuloma se tona maior e envolve mais células (DIETRICH et al, 2009).

G CD4Thl
Necrose | CélulasB
- s

Bacilos
persistentes

Células gigantes

Figura 2 Esquema de granuloma induzido por micobactérias. Adaptado de:
Sarraf & Sneller, 2005.

A destruicdo dos tecidos durante a tuberculose ndo € mediada somente
pela atividade das bactérias, sendo a resposta imunoldgica inflamatéria
fundamental para a sobrevivéncia tanto da bactéria como do hospedeiro. O bacilo
ativamente estimula, ou subverte, a resposta imune. O reconhecimento pelo
sistema imune é a porta de entrada para infeccéo pelo bacilo e ao mesmo tempo
€ 0 primeiro passo para a uma resposta imune anti-micobacteriana que
combatera o agente (QUESNIAUX et al, 2004).
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Todas as cepas do complexo M. tuberculosis tanto apresentam na
superficie como secretam moléculas que estimulam as vias de ativacdo de
receptores a PAMPs (KORF et al, 2005, JO et al, 2008). Grande parte dos
antigenos reconhecidos por esses receptores ndo parece ser cruciais para
viabilidade dos bacilos, mas foram mantidos ao longo da co-evolugédo com seus
hospedeiros (JO, 2008), sugerindo que possuem outra importante funcéo: estes
patdgenos necessitam que o sistema imune responda a eles e que esta reagao
culmine com a formacdo do granuloma, onde os bacilos se multipliquem, e
possam se disseminar no ambiente. A falha em estimular resposta inflamatoria
ocasionaria a morte e extincao do patdégeno. Concomitantemente, essa resposta €
igualmente importante para o hospedeiro, no controle da replicacdo bacteriana,
prevencdo de tuberculose disseminada e bacteremia fatal. (DIETRICH et al,
2009).

Este balanco entre o agente e o sistema imune define os diversos
destinos do contato entre bacilos e hospedeiros, tanto em bovinos como em
humanos, tendo o sistema imune do individuo papel preponderante no destino
clinico da infeccdo. Os animais podem se infectar e serem habeis em controlar a
replicacdo do agente, sem desenvolverem patologia e sintomas da tuberculose,
permanecendo latentes por anos ou indefinidamente (MEADE et al, 2007; HOPE et

al, 2007). Uma vez que a infeccéo tenha sido estabelecida, se for controlada, mas n&o ocorrer
eliminagdo de micobactérias, o seu crescimento subseqiiente é regido principalmente por células

TCD4" e TCD8 *. Em bovinos, tem sido designada uma terceira subpopulacdo de
linfécitos, o Tyd, que desempenha importante funcdo de protecdo contra agentes
micobacterianos (SCANGA et al, 2000; VAN PINXTEREN et al, 2000; FLYNN &
CHAN, 2001, VESOSKI et al., 2004). Esses linfécitos sdo CD3" e expressam TCR
vd (BRENNER et al.,, 1986; KUNG, 1987). Quanto a cinética dos linfécitos na
resposta imune celular ao M. bovis, em bovinos experimentalmente infectados,
existe o envolvimento, a principio de células Ty3, posteriormente linfécitos TCD4"
e nas infeccdes cronicas ha participagdo proeminente do linfocito TCD8*
(POLLOCK et al., 1996).

Se estas populagbes falharem na manutencdo do granuloma, a
resposta imune levara a morte de células infectadas e adjacentes, ocasionando

necrose, em gque a destruicdo do tecido pode liquefazer o granuloma, permitindo a
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saida de bacilos, causando mais focos de tuberculose e tornando o hospedeiro
infectante.

2.4.1 Populacdes envolvidas na resposta a tuberculose

a)Linfécitos TCD4

Em bovinos células TCD4" do sangue periférico sdo as principais produtoras de IFN-y in
vitro apos estimulagdo com antigenos de micobactérias (WALRAVENS et al, 2002). Além da
producdo de citocinas as células TCD4, como demonstrado por SKINNER et al. (2003)
apresentam atividade citolitica dos linfocitos T na defesa contra infecgcdo na
tuberculose bovina, observando que as células citoliticas possuem habilidade
especifica para lisar macréfagos infectados com M. bovis, ainda que 0s principais
linfocitos com tal atividade sejam os TCD8". O papel de células TCD4 em humanos e
camundongos é esclarecido pela maior susceptibilidade de animais geneticamente depletados
para CD4 e por individuos HIV® com baixas contagens de linfocitos TCD4 (FLYNN et al, 2004;
ENDSLEY et al, 2006). Camundongos deficientes em células T CD4" s&o mais suscetiveis a
micobactérias do que os camundongos deficientes em células CD8", que por sua vez sdo mais
suscetiveis que camundongos normais (MOGUES et al, 2001). As principais fun¢des dos
TCD4 seria mediada pelo IFN-y que atua diretamente estimulando a atividade
microbicida de macrofagos através da inducdo da enzima 6xido nitrico sintetase
induzivel (iINOS) e consequentemente producdo de NO (FLYNN et al, 2004,
BEISIEGEL et al, 2009).

b)Linf6citos TCD8

A principal funcdo efetora dos linfécitos TCD8" é a lise de células
infectadas, o que resulta na liberacdo do patdogeno no ambiente extra-celular.
Posteriormente, a bactéria poderd ser apreendida e destruida por macréfagos
recém ativados (KAUFMANN et al, 1998). Assim os TCD8" de bovinos infectados
por M. bovis proliferam significativamente na presenca de antigenos
micobacterianos, entretanto, essas células respondem ndo apenas ao M. bovis
intacto, mas também ao seu antigeno soltvel (LIEBANA et al., 1999).

DELIBERO et al. (1988) demonstraram que as células T CD8+ podem

induzir atividade tuberculostatica nos macrofagos da medula 6ssea. O papel
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funcional dos linfécitos T citotoxicos (CTLs) na imunidade contra infeccdes
intracelulares é o de matar as células infectadas via granulo-exocitose (STENGER
& MODLIN, 1999); ou seja, as células TCD8" liberam granulosinas dentro de
macrofagos infectados seguido de perforina, que causa destruicdo da célula
hospedeira e posteriormente da micobactéria (STENGER et al., 1998). Durante
este mecanismo, outros macréfagos sao ativados, induzindo maior atividade litica
do TCD8+. A acéo citotoxica pode levar ao aumento da carga bacteriana

extracelular levando a lesao tecidual, assim experimentos in vivo para determinar o papel

das células CD8" na imunidade a micobactérias, mostram também seu papel na
imunopatogenicidade da tubeculose bovina (VILLARREAL-RAMOS et al, 2003).

c)Linfécitos T y3

Acredita-se que em bovinos essas células desempenhem papel
preponderante na resposta imune, mais acentuadamente que em outras espécies
(SMYTH et al., 2001; JUTILA et al, 2008 ). Constituem aproximadamente 75% da
populacao circulante em animais jovens e 40% nos animais adultos (MACKAY &
HEIN, 1989). MCNAIR (2007) revisa que linfécitos Tyd possuem papel
preponderante no desenvolvimento inicial de lesdo e resposta a infeccdo por
M.bovis. A presenca destas células promove a contencdo do bacilo pela liberagéo
de citocinas, como IL-12 e IFN-y, ativando macréfagos, a sua secrecdo de
quimiocinas e o recrutamento de células T envolvidas na resposta adquirida.

Além de moléculas TRC y8, em bovinos existem marcadores celulares
especificos para estes linfocitos, como os receptores da familia WC1, presente
em até 90% dos linfocitos Tyd circulantes (BLUMERMAN et al, 2006). Outros
marcadores que definem subpopulagfes distintas de linfocitos Tyd incluem CD2,
CD4 e CD8 (MACHUGH, 1997). Ha indicios de que WC1 esteja envolvido no
recrutamento de células bovinas para a formacdo do granuloma na tuberculose
(LIEBANA et al., 1999; POLLOCK et al., 2001). A inoculagio dos bovinos com M. bovis

causa aumento nos estagios iniciais da infeccdo do percentual de células WC1", enquanto a
deplecéo de células WC1" no momento da infecgéo por M. bovis resultou em maiores niveis de IL-

4, in vitro, em resposta a antigenos de micobactérias, quando comparado aos animais controles

(KENNEDY et al, 2002).
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POLLOCK et al. (1996) em estudo in vivo avaliaram a cinética de linfécitos
TySWC1", descreveu que essas células eram as primeiros linfocitos envolvidos na
resposta a tuberculose bovina. Estudo realizado por SMYTH et al. (2001)
confirmou que na resposta in vitro de linfécitos T bovinos ao M. bovis, a maioria
das células Tyd de animais infectados tornaram-se rapidamente ativadas,
mantendo-se ativadas ao sétimo dia de cultivo, ao contrario de linfocitos TCD4 e
TCD8 que tiveram ativacao posterior.

ALVAREZ et al (2009) utilizando camundongos heteroquimeras SCID-
bovine, verificou que a acdo destes linfocitos na tuberculose parece ndo ser

somente citoxicidade e producao de IFN-y, mas a regulagdo da inflamacéao.

d)Células NK

Estas células participam da primeira linha de defesa contra os agentes
patogénicos; podem produzir IFN-y e lisar células alvos infectadas com
micobactéria (YONEDA & ELLNER, 1998; JUNQUEIRA KIPNIS et al., 2004,
BOYSEN, et al 2009). Entretanto, sdo escassos 0s conhecimentos acerca do
envolvimento dessas células na tuberculose bovina, mas acredita-se que células
NK possam ser importantes. A vacinacdo com BCG neonatal € mais eficiente em
gerar protecdo contra a infeccdo que a vacinagao de adultos, em seres humanos
e animais. Propde-se que a abundéancia de células NK altamente ativa em recém-
nascidos pode ser responsavel pelo o aumento da eficacia da vacina BCG
(BOYSEN, 2009).

A molécula NKp46 (CD335) é um receptor natural de citotoxicidade
presente principalmente na superficie de células NK utilizado para marcacao
desta populacéo. Estudos utilizando bezerros identificaram uma populacdo de
células CD3'CD8'CD11b * que expressaram IFN-y apos a estimulagdo de DC
infectados com BCG (HOPE, 2002). Células CD3'CD8CD11b" apresentaram
potencial citotbxico com propriedades similares a NKs, com capacidade de reduzir
0 numero de bacilos em M® (ENDSLEY, 2006).

Células NKp46® bovinas estimuladas com IL-2 e cultivadas com
M® autologos derivados de mondcitos infectados com M. bovis aumentam a sua

proliferacdo producdo de IFN-y, reduzindo significativamente o crescimento
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bacteriano intracelular. A produgé&o de IFN-y por NK e células T yd atuando em
outras populagcbes parece ser fundamental na condugdo de uma resposta
protetora Thl (WEDLOCK, 2007). DENIS et al. (2006) estudaram o impacto das
células NK sobre a resisténcia da tuberculose bovina. Segundo os autores, a
habilidade de NK em reduzir o crescimento bacteriano € independe da liberagcéo
de IFN-y, BASTOS et al (2008) constataram a necessidade do contato direto entre
NK e macréfagos infectados para a reducdo do crescimento micobacteriano. Os
autores observaram também que a NK aumenta a producgdo de interleucina-12 e

de Oxido nitrico pelos macroéfagos infectados com M. bovis.

2.4.2 Citocinas

Os linfécitos TCD4"-Th1l, TCD8", Tyd contribuem para a producdo de
IFN-y, que é requerido no processo de ativacdo de macrofagos (FLYNN & CHAN,
2001). O IFN-y € um componente indispensavel na resposta antimicrobiana uma
vez que camundongos com delecdo génica para o IFN-y, ou para 0S seus
receptores sdo altamente susceptiveis a infeccbes micobacterianas (COOPER et
al., 1993; OTTENHOF et al., 1998).

DIAZ et al. (1999) testaram a habilidade de proteinas antigénicas, de M.
bovis em estimular a producédo de IFN-y pelas células mononucleares do sangue
periférico de bovinos, apresentando infeccdo tuberculosa. Os autores concluiram
gue a inducéo da producdo dessa citocina aumenta com o progresso da doenca,
coincidindo com a alta reatividade ao PPD.

DENIS & BUDDLE (2005) avaliaram o impacto do IFN-y sobre a
interacdo entre M. bovis e macréfagos bovinos. Os autores observaram que 0s
macrofagos secretaram pouco Oxido nitrico (NO), TNF-alfa, IL-1 beta e IL-12,
guando infectados com o BCG. Quando os macréfagos previamente tratados com
M. bovis virulento foram infectados, houve liberacdo de elevados niveis de
mediadores pro-inflamatérios, mas n&do houve modificacdo na replicacao
bacteriana. Esse fato s6 foi observado quando os macrofagos foram previamente

tratados com IFN-y e lipopolissacarideo (LPS). A viruléncia da micobactéria é um
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fator determinante na liberacao de citocinas pelos macrofagos, o IFN-y amplifica a
liberacdo de citocinas pelos macrofagos e a indugdo da apoptose depende da
liberacéo de TNF-c.

O TNF-o tem multiplas fungbes na resposta imune a tuberculose,
sendo requerido no controle da mesma. Essa citocina € um importante
componente para ativagdo de macrofagos. O TNF-o juntamente com o IFN-y
induz a expressdo de INOS, que leva & producdo de radicais reativos de
nitrogénio, principalmente o 6xido nitico (NO) importante substancia microbicida
no combate micobactérias (FLESCH & KAUFMANN, 1987).

Estudos realizados por MOHAN et al. (2001) demonstraram o papel
dessa citocina na formacdo do granuloma da tuberculose e outras doencas
micobacterianas. Utilizando modelos de tuberculose em camundongos, os autores
constataram que na auséncia do receptor para TNF-¢, a formacéo do granuloma
ocorreu de forma desorganizada e com poucos macrofagos epitelidides ativados.
Os autores concluiram que essa citocina afeta a migracdo celular para o local da
lesdo e exerce influéncia na expressdo de adesdo molecular, o que afeta a
formacéao funcional de granulomas no tecido infectado.

Quanto ao efeito inflamatério deletério dessa citocina, estudo realizado
por BEKKER et al. (2000) utilizando BCG recombinante, indicou que elevados
niveis de TNF-a causam inflamacdo destrutiva. Entretanto, experimentos
realizados em camundongos mostram que a presenca do TNF-a era necessario
para limitar a enfermidade no pulméo. O exame histolégico mostrou que o pulméao
dos camundongos TNF-a. neutralizados exibiu lesdo severa com granulomas
desorganizados e inflitragéo celular difusa. Portanto, essa citocina contribuiu para

limitar a resposta patologica.

2.5 Funcéo fagocitica: teste de fagocitose de leveduras
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A fagocitose, primeiro passo para infeccdo bem como para destruicdo do
patégeno, € fundamental para o combate efetivo de patégenos. O processo de
reconhecimento antigénico e de fagocitose € complexo e envolve diversas
moléculas, geralmente exames que identificam deficiéncias deste sistema sao
complexos e dispendiosos. Além de necessitarem de previa separacdo dos
leucocitos de outros componentes sanguineos, um método simples, rapido, com
menor manipulacdo celular e de baixo custo para avaliar o sistema fagocitico e
identificar deficiéncias primarias e secundarias € o ensaio de fagocitose de
leveduras, padronizado em humanos (MUNIZ-JUNQUEIRA, 2003) e em bovinos
(JULIANO, 2006).

A fagocitose de leveduras ndo sensibilizadas esta correlacionada com o
reconhecimento direto de particulas antigénicas por células fagociticas. Assim a
fagocitose de leveduras ndo sensibilizadas € realizada por ligagdo dos receptores
a antigenos das células diretamente sobre as leveduras. Em humanos o
reconhecimento de Saccharomyces cerevisiaee € devido a estruturas p-1,3-
glucanas. O papel dos receptores CR3 (BROWN, 2002) e CD5 (VERA, 2009) no
reconhecimento direto e na fagocitose de fungos € controverso, sendo a dectina-
1 o principal receptor reconhecidamente envolvido neste processo (GOODRIDGE,
2009). Este receptor é presente em neutréfilos, macréfagos e células dentriticas.
A sinalizac&o via Dectina-1 estimula a fagocitose, a explosao oxidativa e producao
de mediadores inflamatorios lipidicos, quimiocinas e citocinas (BROWN, 2002,
GOODRIDGE, 2009). A fagocitose de leveduras sensibilizadas por soro autélogo
€ resultado tanto do reconhecimento de p-1,3- glucanas, como por ligacdo de
fatores séricos opsonizantes, como receptores de Fc e do complemento (MUNIZ-
JUNQUEIRA, 2005)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Comparar aspectos da imunidade celular induzidas por M. bovis-BCG

em bezerros Curraleiros e Nelores.

3.20bjetivos especificos

Avaliacdo da resposta imune através dos seguintes testes
e Fagocitose de leveduras
e Mensuracao indireta da producéo de 6xido nitrico por macréfagos
derivados de sangue periférico bovino (PBMC)
e Analise das populacdes de células T e da producéo de IFN-y por
citometria de fluxo, através dos marcadores celulares
o CD4
o CD8
o WC1 (T yd)
o CD335 (NK)
o IFN-y
e Demonstrar a suposta maior imunocompeténcia da raca naturalizada

Curraleiro em comparacdo com a raga exotica Nelore.
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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, Goiania. O alojamento dos animais possui area total de 123m?
dessa area, 38m? das laterais sdo protegidas por alvenaria e o restante cercado
por grade. Este alojamento é dividido em dois piquetes de 54m? um para cada
raca, contendo um corredor central de 15m? com piso de concreto. Constituido de
uma area central de 71m? coberta por telhado. Cada piquete possui 16m? de area
nao coberta. Entre os dois piquetes ha o bebedouro com fornecimento de agua
continua, a limpeza foi realizada semanalmente. O piso é de concreto em 39m?
dividido entre os piquetes. Foi fornecido para alimentacéo dos animais ragao para
bezerros (Bezerro B1) na quantidade de 1% do peso vivo e cana triturada na
guantidade de 6% do peso vivo, disponiveis em periodo integral (FIGURA 3).

Os ensaios de fagocitose foram realizados no Laboratério de Patologia
Clinica da P6s Graduacdo na Escola de Veterinaria da UFG. O processamento
das amostras, as culturas macréfagos e dosagem da producdo de 6xido nitrico,
bem como a cultura celular para marcacao e analise por citometria de fluxo das
populacdes de células T, foram realizados no Laboratério de Imunopatologia das
Doencas Infecciosas do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP)
da UFG. A aquisicao da citometria foi realizada no Hospital Araudjo Jorge, Goiania

Goiéas.

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

Os animais (FIGURA 4) 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: G1 — 6
bezerros da raca Curraleiro e G2 — 6 bezerros da raca Nelore, totalizando doze
bezerros. Estes dois grupos foram subdivididos em dois, sendo trés bezerros de
cada raca pertencentes a um Grupo Vacinado (V) e outro Grupo Controle (C).
Estabelecendo-se os grupos experimentais do seguinte modo: CV — 3 bezerros
Curraleiros Vacinados e CC — 3 bezerros Curraleiros Controles; NV — 3 bezerros

Nelores Vacinados e NC — 3 bezerros Nelores Controles.

FIGURA 4 - Bezerros das racas Curraleiro e Nelore utilizados neste estudo.

A) Curraleiro. B e C) Curraleiros e Nelores D)Nelore
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4.3 Avaliagéo clinica

Os animais ao serem adquiridos receberam vermifugo (Ricobendazole
10 injetavel® - Ouro Fino) e foram submetidos a um periodo minimo de um més
para adaptacdo ao novo ambiente e alimentacdo. Os bezerros foram avaliados
por meio de exames clinicos (ANEXO 1) e laboratoriais, hemograma e testes
bioquimicos ao chegarem, tendo sido confirmada a higidez dos mesmos. Foi
realizado o teste de tuberculina intradérmica comparativo ao qual todos os
animais tiveram resultado negativo.

A contagem das células sanguineas foi determinada por método
automatico utilizando-se o aparelho ABCvet (Animal Blood Counte — Horiba ABX
— Sao Paulo), adaptado para a leitura da espécie bovina. A avaliacdo das
atividades hepatica e renal foi realizada por meio dos seguintes testes de
bioguimica sérica: aspartato-aminotransferase (AST), gamaglutamiltranspeptidase
(GGT), fosfatase alcalina, proteina, albumina, uréia e creatinina. Para cada
metabdlito analisado foram utilizados reagentes comerciais padronizados
(Labtest® - Labtest Diagnostica S. A., Lagoa Santa - MG), com metodologias
cinéticas (AST, GGT e fosfatase alcalina) ou colorimétricas (proteina, albumina,
uréia e creatinina), em temperatura de 37° C, sendo a leitura realizada em
espectrofotometro digital (Coleman 35D®, Equipamentos para Laboratérios
Comeércio e Importacdo Ltda., Santo André, - SP), em comprimentos de onda

especificos para cada parametro.

4.4 Imunizagao

ApOs o periodo de adaptacdo iniciou-se a fase experimental. O
momento zero ocorreu quando os bezerros foram alocados por método
inteiramente casualizado em cada um dos grupos experimentais. O Grupo
Vacinado de cada raca recebeu 500l da vacina BCG —cepa Pasteur adicionada
de adjuvante glicerina (V/V) via intradérmica, para desencadear o estimulo a
resposta imune frente ao Mycobacterium bovis. Os animais do Grupo Controle

receberam glicerina no volume total de 500 pl.
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Para que ndo houvesse interferéncia na resposta imune a vacina da
tuberculose n&o foi administrada durante a fase experimental outra vacina, como

a de aftosa, sendo esta administrada na campanha do segundo semestre.

4.5 Colheita das amostras

As amostras de sangue foram colhidas em duplicata para cultura e em
Unico tubo para ensaio de fagocitose, por venopuncéo jugular em tubos a vacuo
heparinizados de 10 ml. Durante a fase experimental foram colhidas amostras nos
seguintes dias: imediatamente antes e 24 horas e cinco dias ap0s a vacinacao,
para os ensaios de fagocitose. E imediatamente antes, 24 horas, sete e 30 dias
apos a vacinacao, para marcacao celular e cultivo de macréfagos e dosagem de

6xido nitrico.

4.6 Ensaio de fagocitose de leveduras

4.6.1 Preparacdao de leveduras

A suspencédo de leveduras foi gentilmente cedida pelo laboratério de
Imunologia Celular da Faculdade de Medicina - Universidade Federal de Brasilia,
na pessoa da Professora Doutora Maria Imaculada Muniz-Junqueira. Para a
preparacdo da suspensédo-estoque de leveduras, a técnica utilizada foi descrita
por LACHMANN E HOBART (1978), em que a modificacdo da superficie da
levedura S. cerevisiae possibilita a adsor¢do do componente C3, assim como de
moléculas de imunoglobulinas. Brevemente, 50 g de fermento fresco
(Fleischmann®) foram suspensos em 220 ml em solucdo isotdnica salina
tamponada com fosfato a 0,05 M (STF), pH 7,2, sendo a suspensao autoclavada
a 120°C por 30 minutos e, em seguida, lavada com a mesma solucdo por
centrifugacéo. Esse procedimento foi repetido até se obter sobrenadante limpido,
gue era desprezado. O sedimento era suspenso em 28 ml de STF contendo 0,1 M
de 2-mercaptoetanol. Apos duas horas de incubacdo a 37°C com agitacdo, a
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suspenséao foi lavada novamente, e o sedimento restante, ressuspenso em 55 ml
em solucdo STF contendo iodoacetamida a 0,02 M. Ap6s mais duas horas de
incubacdo com agitacdo, a suspensao foi lavada trés vezes e ressuspensa em
220 ml de STF, pH 7,2. A suspenséo foi autoclavada por 30 minutos a 120°C e,
em seguida, lavada com STF, pH 7,2, por centrifugacdo, até se obter
sobrenadante limpido, sendo finalmente ressuspensa em 110 ml de tampéo
veronal, pH 7,2, contendo azida sodica (200 mg/l). A suspenséao de leveduras era
armazenada a 4°C para utilizacdo por periodo ndo superior a uma semana apos

sua producéao.

4.6.2 Teste de fagocitose

A fagocitose de Saccharomyces cerevisiae foi adaptada a partir da
técnica descrita por MUNIZ-JUNQUEIRA et al.(2004). Brevemente, amostras de
sangue (40 ul) em duplicata foram pipetadas em laminas de vidro contendo oito
escavacoes com 7 mm de diametro cada escavacao. O material foi incubado em
camara Uumida por 45 min a 37°C. A seguir, as laminas foram rapidamente,
mergulhadas em solugcdo PBS, pH 7,2 a 37°C para remover células ndo-aderidas.
Apds a lavagem, mondcitos permaneceram aderidos nas escavacbes com
aproximadamente as mesmas propor¢cdes verificadas no sangue. As células
aderentes foram entdo incubadas com 20 pl de suspensdo contendo 2,5 x 10°
leveduras (S. cerevisiae) em solu¢cdo Hanks-tris (Sigma, St. Louis, MO, USA), pH
7,2 com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil). Ap6s 30 min
de incubacdo em camara Umida a 37°C para permitir a fagocitose, as laminas
foram enxaguadas com solugdo PBS a 37°C para eliminar S. cerevisiae néo-
fagocitadas e lavadas com SFB a 30% em Hanks-tris a 37°C. A seguir foram
fixadas com metanol e coradas com solucdo de Giemsa. O numero de S.
cerevisiae fagocitadas por 200 mondcitos em preparacoes individuais foi avaliado
por microscopia Optica. Os campos utilizados para as contagens foram
aleatoriamente selecionados e todos 0s monocitos encontrados foram
examinados. O indice de fagocitose foi calculado como o produto dos seguintes

fatores: a) média de S. cerevisiae fagocitado por mondcitos, conforme o calculo;
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b) propor¢cdo de mondcitos envolvidos em fagocitose.

4.7 Separacao de Ceélulas Mononucleares periféricas sanguineas

As amostras de 20 mL de sangue coletados a vacuo em tubos contendo
heparina sodica, foram devidamente acondicionadas, em contato com gelo e
transportado da EV-UFG para o laboratério de Imunopatologia das Doencas
Infecciosas no IPTSP/UFG.

A células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas
de acordo com o protocolo estabelecido por VESOSKY et al. (2004).
Sucintamente, 20 ml de sangue total heparinizado foram centrifugado a 2.000
rpm, durante 20 minutos a 20°C. O anel leucocitario foi coletado em ambiente
estéril/fluxo laminar e lavado em solugéo salina a 0,9%. O PBMCs assim isolado
foram tratadas com solucdo tampéao de lise de hemacias (NH4Cl e KHCO3) estéril
e posteriormente resuspendidas 1 ml de meio de RPMI completo (RPMI completo:
(RPMI Médium 1640 GIBCO™ + 0,15% de Bicabornato de sédio , 10% de soro
bovino fetal, 1mg/ml de L-glutamina 2mM SIGMA®, 100 Ul/ml de Penicilina-
estreptomicina  SIGMA®, 1% de Piruvato de sodio SIGMA®, 1 mg/ml de
Aminoacidos ndo essenciais 100X SIGMA®), para realizacdo de contagem em

camara de Neubaer para posteriores plagueamento.

4.8 Cultura de macréfagos

O PBMC obtido como descrito anteriormente teve sua concentracao
ajustada para 2x10° células/ml e plaqueado em duplicatas em placas de cultura
de 96 pocos, num volume final de 200ul/poco. As placas foram mantidas em
estufa 5% CO, 37°C por 1 hora. Apés este periodo retirou-se o sobrenadante das
culturas e foram realizadas lavagens com RPMI para retirada das células ndo
aderentes. O volume foi entéo restabelecido para 200ul com meio RPMlc. Para a
avaliacdo da concentragdo indireta de NO nas placas, fez-se necessario realizar

uma curva padrdo com diluicbes seriadas de NaNO, em duplicata. Acrescentou-
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se 50 uL de solucdo de Greiss (acido fosférico, sulfanilamida e N.naftil-
etilenodiamina) em cada poco da placa, e apés incubagédo durante 30 minutos a
temperatura ambiente, procedeu-se a leitura em espectofotdmetro (A= 595nm)
Apés a leitura da curva padrdo, confeccionou-se a equacdo da reta para
quantificacdo da concentracdo de NO das amostras. Os dados foram analisados
por meio de analise de variancia e teste “t” de students. Foram consideradas

significativas as diferencas com p<0,05.

4.9 Marcacao celular por anticorpos monoclonais

A concentracdo celular foi ajustada para 10° células/ml, ap6s a contagem
em camara de Neubauer. Foi pipetado 1ml da suspensao celular em cada orificio

da placa de cultura celular (FALCON e Multiwell™

) de 24 wells em poliestireno, e
estimulados com 10mg/ml de fitohemaglutinina (PHA) ou CFP 10 (antigeno
recombinante de m.tuberculosis). Ap6s quatro horas de incubacdo a 37°C a 5%
de CO2 foi adicionado solucdo de monensina (3uM) para bloqueio do complexo
de golgi (Golgi Stop BDTM) diluida em cRPMI, permanecendo nesta condi¢ao
durante oito horas. Posteriormente, as células foram centrifugadas e
ressuspendidas em PBS azida sodica e transferidas para placa de poliestireno de
96 orificios, de acordo com 0s painéis anticorpos previamente estabelecidos.
Painel 1: FITC-anti-CD4 (5mg/mL) e RPE-anti-CD8; painel 2 FICT-anti- WC1 e
RPE-anti-CD335. Os marcadores foram pipetados e as placas incubadas por 20
minutos protegidas da radiacédo e sob refrigeracdo. As placas foram centrifugadas
novamente e fixadas com paraformaldeido e realizada lavagem com saponina
(Perm wash), foi adicionada uma solucdo de FITC—anti-IFN-y(5mg/mL) em Perm
wash. na concentracdo de 0,2uy/106 células em ambos os painéis.. Ao final as
suspensdes celulares foram ressuspendidas em PBS azida sodica e foram
adquiridas em citometro de fluxo (BD FACS CALIBUR, San Jose, California,
Hospital Araujo Jorge). As populagbes celulares foram analisadas em software
Simmit 4.2 (Fort Collins Co, 2006).
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4.10 Analise estatistica

Inicialmente realizou-se a estatistica descritiva dos dados, obtendo-se
as medias, desvio padréo e coeficiente de variacdo para todos os parametros
avaliados, nas diferentes categorias de amostras. Foi calculado o coeficiente de
variacdo para determinar a instabilidade relativa de cada um dos parametros
avaliados (SAMPAIO, 1998). Apos esta avaliacdo, optou-se por aplicar os testes
ndo-paramétricos para comparacao das medias, pelo fato dos dados obtidos nao
apresentarem uma curva normal de distribuicdo. Para comparacdo das meédias
entre as racas (Grupo Vacinado e Grupo Controle) foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis (SAMPAIO, 1998). Estas analises estatisticas foram realizadas com auxilio
do programa: Prism for Windows (GraphPad software inc © San Diego, EUA) e do

programa Excel for Windows.
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5 RESULTADOS

5.1 Aspectos da imunidade inata

5.1.1 Atividade microbicida e fagocitica de macrdfagos apds vacinagéo de
bezerros Curraleiros e Nelores com Mycobacterium bovis- BCG

A atividade microbicida de macréfagos estd correlacionada com a
capacidade destas células em destruir patdgenos fagocitados. Um mecanismo
utilizado para eliminacdo de microorganismos fagocitados € a producdo de
radicais reativos de nitrogénio, como o Oxido nitrico. Assim foram realizadas
culturas de macréfagos derivados de PBMC e a mensuracdo da producédo de
oxido nitrico dos bezerros antes e em trés periodos apos a vacinagdo: um dia,
sete e 30 dias (FIGURA 5). Somente aos trinta dias apds a vacina foi possivel
observar diferenca significante entre as médias de producéo de 6xido nitrico entre
animais Curraleiros vacinados (85,94uMol/mL = 6,173) e Nelores vacinados
(60,85 uMol/mL £ 20,15; p<0,05).

A capacidade fagocitica dos macréfagos derivados do sangue periférico
destes animais foi analisada por meio do ensaio de fagocitose de leveduras. Para
esse teste foram utilizadas leveduras sensibilizadas (adicionadas de soro
autologo, como suprimento de componentes séricos opsonizantes) e leveduras
ndo sensibilizadas. Os indices Fagociticos dos macrofagos (IF) de cada grupo
experimental foram calculados, nos tempos: zero (antes da administracdo da
vacina); 24 horas e cinco dias apdés administracdo de M.bovis- BCG. Somente
antes da vacina¢ao, macrofagos da raca Curraleira fagocitavam de maneira mais
eficiente leveduras ndo sensiblizadas (7,650+3,661) que macrofagos da raca
Nelore (2,970£1,282; p<0,05) (FIGURA 6). Apesar de n&o haver diferenca
estatistica entre Curraleiros e Nelores nos outros tempos experimentais, 0S
resultados demonstram uma tendéncia dos macrofagos dos bezerros Curraleiros

fagocitarem melhor leveduras néo sensibilizadas que os Nelores.



29

400+ _
- 1 Curraleiro 400+
o A Nelore =
£ 300+ B =]
5 € 3004
3 o
= S
£ ool £
P 200 B/ 200
2 8
= k=]
100+ g ool
3 g 1001 T
x X
° oLl | B 8 B [ s
0 T 0 T
& & <& ¢ & N
&7 N
400+
- D
S 3501 .
S - —_
s 30 = 300+
=} o]
E § 250-
= 200+ 5
3 £ 2004
= o
= S 150+
S 1004 =
k=) c 100+
X o
O S 50-
0- 0
o A O Q 0 T
@ @ <
N & S N S
C—Curraleiro Controle Nelore Controle
[ Curraleiro Vacinado EZZ Nelore Vacinado

FIGURA 5-Concentracdo de oxido nitrico em sobrenadantes de cultura de macréfagos
derivados do sangue periférico de bezerros Curraleiros e Nelores, vacinados ou
ndo com M.bovis-BCG. A: antes da administracdo da vacina; B: um dia ap6s a
administracdo da vacina; C: sete dias ap6s administracédo da vacina; D: 30 dias
apos administracdo da vacina. As barras representam valores médios de cada
grupo e seus respectivos erros padrdo.* diferenca estatistica entre CV e NV.
Kruskal-Wallis (p<0, 05).
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FIGURA 6- indices Fagociticos de macrofagos provenientes do sangue fresco de bovinos
Curraleiros e Nelores vacinados ou ndo com M.bovis- BCG. Apés aderéncia
em laminas com escavacgfes os fagocitos foram incubados com leveduras
sensibilizados ou ndo com soro autdlogo, na propor¢cdo de 1 fagdcito: 45
leveduras. Realizou-se contagem por microscopia Optica (100x) e os célculos
dos IFs. Fagocitose de leveduras ndo sensibilizadas (& esquerda, painéis: A,
C, E). Fagocitose de sensibilizadas com soro autélogo (a direita, painéis: B,
D, F) por macréfagos de sangue periférico de bezerros Curraleiros e Nelores
vacinados ou ndo com M.bovis-BCG. A e B: antes da administragcdo da
vacina; C e D: 24 horas apds administracdo da vacina; E e F: cinco dias ap0s
administragcdo da vacina. As linhas representam as medianas de cada grupo e
seus respectivos erros padrdo. * Diferenca estatistica entre 0s grupos
Curraleiro e Nelore. Mann Whitiney (p<0,05).
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5.1.3 Células NK- numero absoluto e presenca de IFN-y

A molécula NKp46 (CD335) € um receptor natural de citotoxicidade presente
principalmente na superficie de células NK e esta ligado a resposta anti-viral.
Células NK participam tanto da resposta imune inata quanto da resposta imune
especifica, principalmente por serem fontes de IFN-y. Assim a presenca dessas
células e a sua producdo de IFN-y podem ajudar o hospedeiro na formacéo de
respostas Thl, que combatem melhor as infeccbes por microorganismos
intracelulares, como o M.bovis.

Para avaliar a resposta de células NK dos bezerros a vacinagcdo com
M.bovis-BCG, células do sangue periférico foram cultivadas e avaliadas por
citometria de fluxo, onde células NKp46™ foram consideradas células NK. Os
valores absolutos de células NK/ mL de sangue periférico dos bezerros
Curraleiros e Nelores vacinados ou ndo com M. bovis-BCG foram determinadas
pelo produto das porcentagens de células NKp46™ encontradas na analise da
citometria de fluxo (FIGURA 7), pelos respectivos valores do leucograma de cada
animal. Os valores absolutos de células NK produtoras de IFN-y foram
determinados multiplicando-se as porcentagens de células NKp46*IFN-y" obtidos
na andlise de citometria de fluxo pelo valor absoluto de células NKp46® de cada
bezerro (FIGURA 7).

O numero total de células NKp46*/mL n&o foi estatisticamente diferente em
nenhum momento entre as racas, bem como, a producdo de IFN-y por estas
células (FIGURA 8).
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FIGURA 7. Graficos representativos da analise por citometria de fluxo de células NK e

Tyd e da presenca de IFN-y nessas populagfes. A. Selecdo de linfocitos
por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B- Selecéo de células NKp46®
ou WC1".C- Andlise da presenca de células NKp46" positivas para IFN-

y.D- Andlise da presenca de células Ty6 WC1" positivas para IFN-

v. (Animal Curraleiro, sete dias pés vacinais)
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FIGURA 8- Valores absolutos de células NKp46/ mL e de células NKp46 positivas para
IFN-y/mL de sangue periférico de bezerros Curraleiros e Nelores
vacinados ou ndo com M.Bovis—-BCG. O numero total de células
NKp46/mL (CD335%) foi determinada sem estimulo antigénico e a
producéo de IFN-y por NKp46/mL (células CD335" INF-y *) foi determinada
em resposta ao CFP A: antes da administracdo da vacina. B: sete dias
apos administracdo da vacina e C: trinta dias ap6s a administracdo da
vacina. As barras com linha inclinadas representam os valores médios de
células NK (CD335%)/mL, as barras internas em preto mostram os valores
médios de células NK produtoras de IFN-y (CD335" IFN-y")/mL de cada

grupo experimental com seus respectivos desvios padréo.
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5.1.3 Células T y86 — numero absoluto e presenca de IFN-y

Linfécitos T yd sdo importantes células da imunidade bovina, sobretudo em
animais jovens. WC1s sao glicoproteinas presentes na superficie destas células.
Estes linfocitos sdo produtores de IFN-y, participando das respostas imunes
celulares. Para verificar se a vacinagdo com BCG promovia a producao de IFN-y,
pelas células Tyd WC1", PBMC dos bezerros cultivadas ex vivo foram analisadas
por citometria (FIGURA 9) e as porcentagens obtidas foram multiplicadas pelos
valores de leucograma de cada animal. Células TySWC1" produtoras de IFN-y/mL
foram contabilizadas pelo produto das porcentagens encontradas na andlise de
citometria pelos valores absolutos de células WC1".

Houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as racas Curraleiro (1443/mL
+384,6) e Nelore (745,5/mL +67,22) antes da administragdo da vacina,;
demonstrando que os bezerros eram naturalmente diferentes quanto ao nimero
de células T yd WC1". Essa diferenca se repetiu ao trigésimo dia, quando o grupo
Curraleiro controle (1260/mL +48,66) apresentaram maior numero de células T yd
WC1" que o grupo Nelore controle (745.5/mL +67,22; p<0.05) (FIGURA 10).

O ndmero de células Tyd WC1'IFN-y"/mL n&o foi alterado com a vacinacéo

ou com os tempos experimentais (FIGURA 10).



35

24004

|
£ 16001
;
—
(@]
= —_1
2. 8001
'_
0- ¥
O @
\«7}6\ %Q}O
Q\S
2400+
I
o T
£ 16004
;
8 —
= T
. 8007
'_
C T T T T
& o Y S
2400+
**
.|
£ 16009
;
—
o
; ——
. 8007
'_
O" T
& o N S
+
BT INFy CJ1ys wei

FIGURA 9- Valores absolutos de células TySWC1*/mL e de Tys WCL1'IFN-y"/mL no
sangue periférico de bezerros Curraleiros e Nelores vacinados ou ndo com
M.Bovis—BCG. A populacdo total de TySWC1/mL foi determinada sem
estimulo antigénico e a populacdo TySWC1'IFN-y" foi determinada em
resposta ao CFP. A: antes da vacina; B: sete dias apés administracdo da
vacina; C: trinta dias ap0s a administragdo da vacina. As barras externas
com listras inclinadas representam os valores médios de células Tys
WC1*/mL, as barras internas (em preto) mostram os valores médios de
células Tyd WC1" produtoras de IFN-y/mL de cada grupo experimental com
seus respectivos desvios padréo.* Diferenca estatistica entre Curraleiros e
Nelores. Mann Whitney (p<0.05) ** Diferenca estatistica entre CC e NC.
Kruskal-Wallis (p< 0.05).
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5.2 Aspectos da imunidade adquirida

5.2.1 Células TCD4 e TCD8 — numeros absolutos

Patdgenos intracelulares sdo capazes de resistir aos mecanismos da
reposta imune inata, assim células da imunidade adquirida séo recrutadas e
geram respostas especificas a fim de debelar ou ao menos conter infec¢des. Os
linfocitos TCD4 e TCD8 sdo as principais células responsaveis por essa
resposta. A fim de se avaliar as respostas de linfocitos TCD4 e TCD8 &
vacinacdo, PBMCs dos bezerros foram cultivadas ex vivo e analisadas por
citometria de fluxo. As quantidades de linfécitos TCD4 e TCD8/ mL de sangue
periférico dos bezerros Curraleiros e Nelores vacinados ou ndo com M. bovis-
BCG foram determinadas pelo produto das porcentagens encontradas na analise
da citometria de fluxo (FIGURA 10, letras A e B), pelos respectivos valores do
leucograma de cada animal.

No momento anterior a vacinacdo, bezerros Curraleiros apresentaram
valores maiores tanto de células TCD4'/mL (2049+402,3) quanto de células
TCD8/mL (1207+166), que bezerros da raca Nelore (células TCD4:1240/mL +337;
e TCD8 772,1/mL +278,3; p<0,05). Como os animais ndo haviam recebido
nenhum tratamento a estatistica determina diferenca natural entre as racas, na
qual a raca Curraleira se sobressai quanto ao numero de linfécitos TCD4 e TCD8
na circulacdo (FIGURA 11).

No sétimo dia apbs a administracdo dos tratamentos (vacina ou adjuvante)
observou-se maiores valores numeéricos de linfécitos TCD4 e TCD8 nos grupos
vacinados em relacdo aos seus respectivos controles (FIGURA 11). Esses
valores foram estatisticamente diferentes quanto a células TCD4/mL entre os
grupos Curraleiro vacinado (1768/mL +161,3) e Nelore controle (1067/mL
+178,6, p<0,05); e entre os grupos Nelore vacinado (1740/mL +265,9) e Nelore
controle (1067/mL +178,6; p<0,01). Quanto aos valores de células TCD8/mL o
grupo Nelore vacinado (1226+336,1) foi significativamente superior ao grupo
Nelore controle (677,9+75,24; p<0,05).
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Ao trigésimo dia Curraleiros vacinados continuaram apresentaram maior
namero linfécitos TCD4 (2371+202,8) e o grupo foi superior aos grupos nelores:

Nelore controle (1374+210,4; p<0,05) e Nelore vacinado (1406%413,6; p<0,10)
(FIGURA 12).
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Gréficos representativos da analise por citometria de fluxo de linfécitos

TCD4 e TCD8 e TCD4 eTCDS8 positivos para IFN-y. A. Selecdo de
linfécitos por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). B- Selecdo de
linfécitos CD4" ou CD8".C- Analise dos linfocito CD8" positivos para IFN-

v. D- Andlise de linfécitos TCD4" positivos para IFN-y.
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FIGURA 11- Valores absolutos de células TCD4" e TCD8" no sangue periférico de

bezerros Curraleiros e Nelores vacinados ou ndo com M.Bovis—BCG. A
esquerda, painéis A, C, E: Valores absolutos de células TCD4" por mL de
sangue periférico. A direita, painéis B, D e F: Valores absolutos de células
TCD8" por mL de sangue periférico. Nos momentos A e B: antes da
vacina; C e D: sete dias ap0s administracdo da vacina; E e F: trinta dias
apo6s a administracdo da vacina. As barras representam as medianas de
cada grupo e seus respectivos erros padrdo.* Diferenca estatistica entre
valores de células TCD4 de Curraleiros e Nelores. Mann Whitney (p<0,05).
** Diferenca estatistica entre valores de células TCD4 de CV e NC.
Kruskal-Wallis (p<0,05). *** Diferenca estatistica entre valores de células
TCD4 de CV e NC. Kruskal-Wallis (p<0,05). # Diferenca estatistica entre
valores de células TCD4 de NC e NV Kruskal-Wallis (p<0,10). wE Diferenca
estatistica entre valores de células TCD4 de CV e NV. Kruskal-Wallis

(p<0,10) ’Diferenga estatistica entre valores de células TCD8 de

Curraleiros e Nelores. Mann Whitney (p<0,05). A Diferenca estatistica
entre valores de células TCD8 de NC e NV. Kruskal-Wallis (p<0,05).
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5.2.2 Células TCD4 e TCD8 IFN-y —antigeno especificas.

Linfocitos TCD4 séo auxiliares as fungdes efetoras de outras células. Séo as
principais células responséaveis pelo direcionamento da resposta especifica para
combate de agentes intracelulares. Linfécitos TCD4 e também TCD8 ativam
funcdes microbicidas de células fagociticas e citotoxicas, através da producéo de
citocinas, principalmente o IFN- .

A fim de determinar a producdo desta citocina, como parametro de
comprometimento com resposta imune celular tipo Thl, linfocitos TCD4 e TCD8
dos bezerros Curraleiros e Nelores foram analisadas por citometria de fluxo. As
porcentagens de células CD4'IFN—y" e de células CD8'IFN—y* foram
contabilizadas e multiplicadas pelos valores dos leucogramas de cada animal,
obtendo-se assim os valores absolutos por mL de células no sangue periférico
de cada bezerro (FIGURA 12).

Antes da vacinagdo, bezerros Curraleiros apresentaram maiores valores
(p<0,05) tanto de células TCD4 produtoras de IFN-y (118,8+87,8) em relacao
aos Nelores (67,8+25,89); quanto de linfécitos TCD8, IFN-y": Curraleiros:
(68,8+23,12) e Nelores (25,80+11,60; p<0,05). No trigésimo dia pés vacinal
células TCD4 produtoras de IFN-g/mL foram mais numerosas em animais
vacinados, tanto Curraleiros quanto Nelores, porém somente o grupo Curraleiros
Vacinado (202,8/ mL+44,96) foi estatisticamente superior aos grupos nao
vacinados, tanto ao Nelore Controle (97,04+30,68, p<0,05) quanto ao Curraleiro
controle (112,6+17,84; p<0,10); demonstrando que animais Curraleiros
vacinados foram capazes de gerar resposta especifica de células TCD4 com
caracteristica TH1 a vacina (FIGURA 12).
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FIGURA 12- Valores absolutos de células TCD4" e TCD8" IFN-y" no sangue periférico de
bezerros Curraleiros e Nelores vacinados ou ndo com M.Bovis—-BCG. A
esquerda, painéis A, C, E: Valores absolutos de células TCD4'IFN-y" por mL
de sangue periférico. A direita, painéis B, D e F: Valores absolutos de
células TCD8'IFN-y* por mL de sangue periférico. Nos momentos A e D:
antes da vacina; B e E: sete dias ap6s administracao da vacina; C e F: trinta
dias ap6s a administrac@o da vacina.* Diferenca estatistica entre valores de
células TCD4 de Currleiros e Nelores. Mann Whitney (p<0,05).** Diferenca
estatistica entre valores de células TCD4 de CV e NC. Kruskal-Wallis (p<

0,05). QDiferen(;a estatistica entre valores de células TCD8 de Currleiros e

Nelores. Mann Whitney (p<0,05).
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5.2.3 Resposta imune especifica ao teste PPD-Bovino

O contato com M. Bovis pode ser detectado por meio do exame
intradermico utilizando tuberculina, mensurando-se a enduragdo causada pela
resposta imune celular especifica aos antigenos do agente. Para acompanhar
essa resposta imune foram realizados PPD antes e 45 dias apds a vacinagdo com
M. bovis —-BCG. Tanto animais Curraleiros como Nelores vacinados tiveram
medicdes crescentes de PPD. Porém os Curraleiros vacinados, em média,
apresentaram resultado positivo ao teste intradérmico para de tuberculose bovina
simples (2,933+1,380) enquanto os nelores vacinados (1,167+0,2887) néo
apresentaram conversao da leitura do PPD (FIGURA 13). Assim bovinos da raca
Curraleiro quando vacinados com M. bovis-BCG respondem com maior

intensidade.
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FIGURA 13- Enduragéo cutanea gerada por reposta imune celular especifica ao PPD-
Bovino de animais Curraleiros e Nelores, vacinados ou ndo com M. Bovis-
BCG, ao comeco e ao término do experimento. DO: inicio do experimento;
D45: 45 dias ap6és a vacina. Cada ponto representa o resultado de um

bezerro.
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6. Discussao

Bovinos da raca Curraleiro sdo tidos como resistentes as condicdes
extremas de criacdo e manejo, assim como, a sua resisténcia as infec¢des tem
sido propagadas oralmente na populagéo interiorana brasileira. Desde 2004, esta
raca tem sido estudada e apesar de varios resultados terem sido obtidos, nenhum
foi capaz de responder se realmente esta raca era mais resistente as infeccoes
gque normalmente acometem o0s bovinos brasileiros. Trabalhos como os de
PAULA NETO, 2004 e MORAES, 2009 demonstraram que estes animais
apresentam valores meédios superiores de leucdcitos totais na circulacdo
sanguinea, mas o quanto este fato poderia refletir em maior resisténcia continuou
em aberto.

Para avaliar resisténcia as infeccdes, deve-se desafiar os animais com
cepas virulentas circulantes no ambiente de criacdo dos animais e comparar a
capacidade de resposta imune e de recuperacdo apos o desafio, com as racas
que convivem ou disputam o mesmo territorio considerado hostil. Vérias
condi¢cdes impedem que este tipo de experimento seja realizado, dentre eles a
falta de um ambiente totalmente controlado para que os animais infectados néo
sirvam como fonte de contaminacdo ambiental. A maioria das doencas as quais
supostamente, 0s animais da raca Curraleira sdo resistentes, sao de
comunicacdo compulséria, portanto exigem condicBes de manejo especificas que
impediram que estes experimentos fossem realizados na Escola de veterinaria da
UFG. Para contornar este problema decidiu-se usar uma vacina viva atenuada, o
M. bovis-BCG cepa Pasteur, que ndo € usada no territério brasileiro, nem para
vacinacdo humana, e que seria capaz de induzir resposta imune nos animais
vacinados e assim permitir a comparacdo dos mecanismos imunes entre duas
racas bovinas distintas.

Macrofagos de bezerros Curraleiros apresentam maior capacidade
fagocitica de leveduras ndo sensibilizadas. ROOYAKKERSA (2005) estudou a
funcdo do CR3 de macréfagos por micobactéria. Os autores comprovaram que a
ligacdo de micobactérias a este receptor leva a menor resposta microbicida, ndo
induzindo a liberacdo de ROIs pela célula infectada. Assim a manutencdo de
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bacilos viaveis em macrofagos € favorecida por esta via fagocitica. A melhor
atividade fagocitica de leveduras ndo opsonizadas pode conferir vantagem a
bovinos Curraleiros no combate a micobactérias.

Neste trabalho n&do foram observadas diferencas estatisticas entre as
contagem de células NK de bovinos. Porém, a tendéncia de bovinos Curraleiros
apresentarem maior populacdo NK que bezerros Nelores, no momento anterior a
vacina, pode conferir a essa raca melhores condicdes para ativagdo de
macréfagos rapidamente apds a infeccdo, e propicia que o perfil de resposta
especifica Thl se desenvolva. Comprova-se esta teoria nos trabalhos de
CULLEY, 2009 onde a acdo das células NK durante a tuberculose se da
principalmente no inicio da infeccdo, pela producdo de IFN-y e destruicdo de
células infectadas. Em bovinos, células NK respondem aos antigenos
micobacterianos, e agem de maneira contato dependente, mesmo a producédo de
IFN-y € prejudicada na auséncia de contato (BASTOS, 2008). Foi demonstrada no
presente trabalho que no sétimo dia houve tendéncia de diminuicdo do nimero de
células NK e NK produtoras de IFN-y nos grupos Curraleiros. SALLUSTO et al
(2004), em estudo de infeccdo natural de bovinos confirmaram que a migracao
desta populacao foi co-responsavel pela inducéo de resposta imune especifica do
tipo Thl.

Bezerros Curraleiros apresentaram maior populacdo TydWC1+,
independente do estimulo vacinal. Esta raca conhecidamente apresenta valores
de leucograma superiores a outra racas, como relatado por PAULA NETO (2004),
Tyd sdo grandemente presentes na circulacdo sanguinea de bovinos. POLLOCK
(2002) relata a correlacdo entre células TydSWC1+ e a resisténcia a patdégenos
intracelulares. Assim a maior presenca de células TySWC1+ era esperada em
bovinos Curraleiros.

Quanto ao comportamento pés vacinal desta populacdo nos bezerros
Curraleiros, viu-se que esses animais apresentaram diminuicdo inicial de
TySWC1+ seguida por aumento desta populacdo no sangue periférico. Esse
resultado esta em acordo com experimentos realizados por POLLOCK et
al.(1996) e CASSIDY et al. (1998). Os autores realizaram vacinagao de bezerros

pela via intranasal e observaram que a populagdo TySWC1" diminui no sangue
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periférico nos primeiros dias pOs vacinais, e correlacionaram essa diminui¢cdo a
migracdo destes linfécitos para o local de infeccdo. Analises histologicas de
reacoes de hipersensibilidade tardias ao PPD-B, realizadas por DOHERTY et al
(1996), bem como de granulomas em recente estagio de formacao, realizadas por
CASSIDY et al. (2001), corroboram esta hipotese, ao demonstrarem grande
envolvimento de linfocitos TYSWC1" nestas respostas.

Em trabalho realizado por PLATTNER et al (2009), observou-se que na
resposta & paratuberculose em bovinos o recrutamento de linfécitos TyYSWC1* em
estagios precoces da infeccdo por M. avium, esta relacionado a formacéo de
granulomas bem organizados com melhor inducdo de resposta imune especifica
Thl. Porém, BUZA et al (2009) reportam que apés administracéo de M.bovis-BCG
células Ty§ WC1" na circulagdo dos bezerros aumentam rapidamente. O aumento
dessa populacéo nesta dissertacao foi observado apenas em animais Nelores que
receberam a vacina. ALVAREZ et al (2009) defende que na tuberculose bovina a
maior atuacdo de células Tyd se dé na transicdo entre a resposta aguda e a
adquirida, do 14° ao 21°ia ap6s a infeccdo. Os autores relatam que a populacédo
Tyd alcanca a maior proporgéo na circulagdo 2 semanas apos a inoculagéo de M.
bovis-BCG. Apls essa fase, ocorre lento declinio dessa propor¢do. Durante a
terceira e gquarta semanas 0s percentuais Sao comparaveis aos encontrados a
primeira semana; e da sexta a décima semana proporcdo de células T yd se
estabiliza pouco acima dos percentuais iniciais (antes da inoculacdo). Apesar de a
resposta vacinal em nosso trabalho ndo ter sido acompanhada por periodo
superior a quarta a semana pos vacinal, e da divergéncia de comportamento entre
as raca estudadas e os entre os trabalhos de ALVAREZ e BUZA; a maior
populacdo de linfocitos Tyd em bezerros Curraleiros claramente favorece que
estes animais sejam mais eficientes na formacdo de resposta Thl protetora
contra M.bovis-BCG.

A analise da resposta imune de linfocitos dos bezerros demonstrou que
animais Curraleiros naturalmente possuem maiores populacdes de células TCD4,
TCDS e de células produtoras de IFN-y" por células TCD4. Estes resultados estdo
de acordo com BLANCO et al (2009). Em pesquisa com bovinos naturalmente

infectados, os autores identificaram células TCD4 como a principal populacdo
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relacionada com a producdo de IFN-y em bovinos naturalmente infectados. O
trabalho destes autores confirma que o papel de TCD4 na producdo de IFN-y é
fundamental ndo apenas contra cepa atenuadas como também na resposta ao
agente virulento. Embora, DERRICK, et al 2006, tenham demonstrado, em
condicbes exprimentais, a geracao de perfil de resisténcia em camundongos
deficientes em CD4 contra cepas atenuadas de Mycobacterium tuberculosis,
varios autores confirmam a importancia in vivo desta poulacdo no
desenvolvimento da doenca, e humanos com baixas contagens de TCD4, sdo
mais susceptiveis ao desenvolvimento da tuberculose (BEHAR et al.,, 1999;
CARUSO et al., 1999; FLYNN & CHAN, 2001).

O maior numero e células CD4IFN-y positivas especificas em nosso
trabalho esta correlacionado a maior resposta vacinal e a protecdo, conforme
trabalho realizado por HU et al (2009), no qual a producéao de IFN-y relacionou-se
com a protecdo ou menor status de lesbes em animais vacinados e
posteriormente desafiados. MACHUGH et al (2009), geram duavidas quanto ao
papel do IFN-y em estudo sobre a expressao de genes em bovinos controles e
infectados com M. bovis. Os autores demonstram que o PBMC de animais
infectados apresentam grande producéo in vitro de IFN-y quando estimulados com
PPD bovino, porém em experimentos ex vivo a producao de IFN-y é inibida. Estes
autores ressaltam a interacdo entre patdégeno e hospedeiro. Apesar de a infeccao
ser uma complexa relacéo entre o hospedeiro e o bacilo, em que o sistema imune
pode ser subvertido, animais que geram menor resposta imune especifica a
vacina, terdo menor status de protecao, tanto que a producéo especifica de INF-y
€ um parametro amplamente utilizado em testes de novas vacinas (SKINNER,
2003; HU, 2009; WATERS, 2009).

O estudo de BLANCO et al (2009) sobre resposta linfoblastica de células T,
relacionando o tamanho celular & ativagédo, de bovinos naturalmente infectados e
nao infectados em resposta ao antigeno PPD-B, descreve que linfocitos TCD4 e
Tyd sdo os principais estimulados por esse antigeno em bovinos infectados, e que
linfécitos TCD8 séo estimulados em menor intensidade. Este trabalho esta em

acordo com 0s nossos resultados, em que houve maior diferenca entre as racas,
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quanto as células TCD4 antigeno especificas mas ndo entre CD8 antigeno
especificas.

As diferencas entre animais controles e vacinados demonstram a
efetividade do tratamento vacinal. Em conjunto os dados mostram que Curraleiros
sao diferentes em diversos aspectos da imunidade inata e adaptativa, e que
somatoria dessas diferencas, mesmo as ndo estatisticas, por fazerem parte de
um sO sistema, sdo responsaveis pela maior capacidade responsiva desta raca
em comparacdo a Nelore. Bovinos Curraleiros possuem maior habilidade para
responder inespecifica e especificamente ao agente M. bovis-BCG, gerando perfil

de resisténcia.
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7 Conclusao

Na comparacdo de aspectos da imunidade celular induzida por M.bovis-
BCG em bezerros Curraleiros e Nelores, conclui-se que:

Quanto a fagocitose de leveduras, comprovou-se a maior habilidade de
bezerros Curraleiros na fagocitose de leveduras nao sensibilzadas, e similaridade
na funcéo fagocitica quanto a fagocitose de leveduras sensibilizadas;

A producdo de Oxido nitrico por macréfagos derivados de PBMC
demonstrou que Curraleiros responderam a vacina com producdo continua e
sustentada desta substancia microbicida em comparacao a bezerros Nelores.

A andlise de linfocitos por citometria demonstrou que animais Curraleiros
apresentam maior numero de células Tyd, TCD4 e TCD8 e que a producédo de
IFN-y por células TCD4 TCD8 € mais eficiente em animais Curraleiros, especifica
e inespecificamente.

Em conjunto nossos dados claramente demonstram que bovinos
Curraleiros possuem maior capacidade responsiva ao M.bovis-BCG,
demonstrando perfil de resisténcia no combate a agentes infeciosos

intracelulares.
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ANEXO
EXAME CLINICO
Brinco: Grupo: Data exame clinico:
Postura: Comportamento: Pdos:
()eszx;m ( ) atento { ) sonolento’comatoso | () liso () fosco () localizada
() caida (Jagressivo () hiperestesia (Qbrilante () aslopecia () hipomicose
Q () deprimido () () encado ()zeneralizada ()
ECC: Estado das unhas Clandicacao. SIM NAO
CABECA
Apetite: Linfonodos:
Olhos e anexos: direito(d) / esquerdo(e) Paronideo: Mandibular: _ Regofanngeo:
T —
iy NN () limpa () samgme
( )compmfivite ( )panoftalmia { )nudnase () suja ) sacrecio serosa
( ) queratte ( )exofialmia ( )cegema () somida () secregio nmicosa
( ) leucoms { ) auomor () seca () sacrecio nmcopurrulensa
Mucosas: Vasos Episclerais /Esclera: Boca: Dentes-
( ) nonmocoradas ()che_ios_,levemmne () fisiclogica ( ) normais
() hiperémica m ()ulcerss'erosdes () quebrados Q"
() hipocorada () anémicos () vesiculas ( ) pigmentados
() cianotica () hiperémicos () stalorreia Q
() icténica () ictericia TPC: sezxmdos
Onrvidos e anexos: Laringe:
Sedos frontais:
SISTQ!ACARDIOC]RCUL-\I’OR!O
PESCOCO Freq. Cardiaca: bpm
Faringe'ssofago: Intensidade: —/+—/ +——+
Turgor da pele: sez. ()nmmico () amitmico

Linfonodo: Pré- escapular:

Provas de estase: () negatva () posiava

Pele:

() Ssiclogica () nodunlo ()urticana () erosao

() papula (Jmmor ()escara  ()ulcera
SISTEMA RESPIRATORIO
l-'req.stpu':tona mpim
Profundidade

() normal () superficial () profimda
mspoeu.()mgma () positiva

() musta

()expiratonia  Imntensidade: + / ++/+—
Tosse:

{ ) negativa () constante

( ) ocasional () provocada

Ruidos: p o
( ) respiracao normal () crepitag3o
() broaquico () msp () exp () roce

() sibilos () siléncio

Forma:

Tensdo: 0/ +/ +—+/ +——

Alteracao:

Linfonodo: Pre-cural:

RUMEN

Plenitude’ contendo: +/ —+ / +——
Estratificacoes:

() boa () Liqpudo () tmpenismo
()ruim () impactado () omp. gasoso

completos mcomplatos
Cbservagdes:
INTESTINOS
'l‘eqeratnra 1, O

Ectopansnos ()posm\'o()neextwo
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