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RESUMO

Esta pesquisa avaliou a dindmica dos leucocitos e das subpopulagdes de linfocitos em vacas Holandesas
soropositivas para 0 BLV no periodo de transi¢do. Amostras de sangue (n=72) provenientes de 12 vacas
foram coletadas entre as semanas -2 e +3 para a realiza¢do do leucograma, imunofenotipagem, dosagem
de cortisol e haptoglobina (Hp). O perfil leucocitario foi caracterizado por leucocitose, neutrofilia,
monocitose e eosinopenia préximo ao parto. Linfocitose e elevada proporcdo de linfocitos B CD21"
foram achados constantes entre as semanas -2 e +3; assim, as vacas foram testadas e confirmadas
soropositivas para 0 BLV. Os valores das subpopulac¢des de linfocitos T apresentaram-se baixos durante o
periodo de transicdo, observando-se dois picos maximos que coincidiram com as elevagdes nas
concentragdes de cortisol no parto (2,11ug/dL) e semana +3 (1,97ug/dL). Hp apresentou aumento
crescente de -2 (166ug/mL) a +3 (576ug/mL), provavelmente associada a elevada taxa de infecgdes
uterinas observadas nas semanas +2 e +3. As vacas soropositivas para 0 BLV apresentaram leucograma
de estresse proximo ao parto, exceto para linfdcitos. A linfocitose e as elevadas proporgdes de células B
CD21", associadas com as baixas proporcoes de células T, podem ser indicativo de imunossupressio e
predisposicdo aos processos inflamatérios no periodo pés-parto.
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ABSTRACT

This research evaluated the dynamics of leukocytes and lymphocytes subsets in seropositive Holstein
cows for BLV during the transition period. Blood samples (n=72) from 12 cows were harvested from
week -2 up to week +3 to perform leukogram, immunophenotyping, cortisol and haptoglobin (Hp).
Leukocytes pattern was characterized by leukocytosis, neutrophilia, monocytosis and eosinopenia around
calving. Lymphocytosis and high proportions of B cells CD21" were a constant finding between week -2
and +3, thus cows were tested and confirmed seropositive for BLV. The values of T lymphocytes subsets
were low during the transition period, observing two peaks that coincided with high levels of cortisol at
delivery (2.11pg/dL) and week +3 (1.97ug/dL). Hp had gradual increase from week -2 (166pg/mL) until
week +3 (576g/mL) probably due to high rate of uterine infection detected between week +2 and +3. The
seropositive cows for BLV presented stress leukogram around delivery, except for lymphocytes.
Lymphocytosis and the high proportions of B cells, associated with the low proportions of T lymphocytes,
can be indicative of immunosuppression and predisposition to the inflammatory process observed in the
post-partum period.
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INTRODUCAO

O crescimento da industria leiteira nas Gltimas
décadas exigiu a selecdo genética por producéo,
0 que resultou em aumento dos requerimentos
energéticos. Esse fendmeno € intensificado no
periodo de transicdo devido a nutricdo fetal,
colostrogénese e lactogénese (Ingvartsen e
Moyes, 2013). O atendimento as demandas
energéticas impostas no periodo de transicdo é
dependente de mecanismos homeostaticos e
homeorréticos, regulados pela secrecdo das
catecolaminas, pelo cortisol, pela insulina, pelo
glucagon, pelo horménio do crescimento e pelo
hormdnio semelhante a insulina do tipo |
(Drackley, 1999).

A adaptacdo metabdlica das vacas ocorre em
concomitdncia com uma série de fatores
estressantes, incluindo mudangas na dieta,
reagrupamentos sociais e alteragbes fisicas,
hormonais e fisioldgicas associadas ao parto.
Esses eventos resultam na liberagdo do cortisol e
em situacdo de alerta organico, no qual as células
de defesa sdo redistribuidas, observando-se o
influxo dos neutréfilos e efluxo dos linfocitos
dos tecidos para 0s vasos sanguineos (Davis et
al., 2008). Os glicocorticoides também alteram a
transcrigdo génica da interleucina 12, que
estimula a resposta proliferativa dos linfécitos
mediante estimulo antigénico. Esse mecanismo
esta associado com a diminuigdo da proporcéo de
linfocitos auxiliares (CD4") e citotoxicos (CD8"),
observados ao redor da paricdo (Van Kampen e
Mallard, 1997; Kimura et al., 2002).

Linfocitos B (CD21") apresentam padrdo
varidvel durante o periparto. Foram relatados
valores constantes e similares ao periodo de
lactacdo plena (Van Kampen e Mallard, 1997;
Kimura et al., 2002), enquanto outros autores
observaram decréscimo na populacdo de células
B (Ohtsuka et al., 2010) ou acréscimo (Meglia et
al., 2005).

O balanco e a interacdo entre as diferentes
células do sistema imune, especialmente as
subpopulacbes de linfocitos, sdo fundamentais
para a defesa do organismo contra 0s agentes
infecciosos.  Alteracbes nas proporcles e
migracdo das subpopulagdes de linfécitos podem
afetar a resposta imune local e a sistémica (Van
Kampen e Mallard, 1997), tornando os animais
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susceptiveis aos processos inflamatérios pos-
parto devido a mastite e a metrite.

O desequilibrio entre as subpopulacBes de
linfécitos sanguineos em vacas Holandesas,
independentemente do ciclo de lactacdo, pode ser
afetado pelo virus da leucose bovina (BLV). Esse
virus infecta células B e compromete a
homeostase das subpopulac@es de linfécitos pelo
desequilibrio entre a proliferacdo e a morte
celular (Souza et al., 2011). A soroprevaléncia
para 0 BLV em rebanhos leiteiros, na regido
Sudeste do Brasil, é de aproximadamente 49,53 —
79,75% (Rajdo et al., 2014). Apesar da elevada
ocorréncia, ainda ndo existem descri¢Ges sobre o
perfil dos leucocitos sanguineos em vacas
soropositivas para o0 BLV no periodo de
transigéo.

A dinamica e a atividade funcional das células
imunes no periodo de transicdo possuem
destaque na literatura internacional, entretanto
pesquisas nacionais que consideram as condigdes
sanitarias de criagdo brasileiras sdo escassas e
incluem um curto periodo de avaliagdo. Assim, 0
objetivo desta pesquisa foi avaliar a resposta
imune celular em vacas Holandesas soropositivas
para o BLV durante o periodo de transicéo.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo (Protocolo #2767/2012).

Este estudo foi conduzido entre setembro e
novembro de 2013, em fazenda experimental
pertencente a Agéncia Paulista de Tecnologia
dos Agronegécios (Apta), localizada na cidade
de Nova Odessa — Sao Paulo (latitude 22°75°S e
longitude 4727°W). Para tanto, foram
selecionadas 12 vacas da raca Holandesa, entre a
segunda e a quarta paricéo, de acordo com a data
da inseminacdo e a previsdo de parto.

As condi¢fes de manejo adotadas durante o
experimento foram conduzidas de acordo com a
rotina da fazenda. As vacas foram transferidas
para piquete maternidade, composto por capim
do género Cynodon (coast-cross e tifton), aos 30
dias do parto previsto. Em relagéo as condi¢des
de bem-estar das vacas, observaram-se variages
de acordo com as condi¢fes climaticas do
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periodo, considerando-se a auséncia de cobertura
no piquete maternidade, exceto pela existéncia
de algumas arvores. N&do existiam areas
especificas para a pari¢do e os partos ndo eram
assistidos no periodo noturno.

A composigdo da dieta oferecida para as vacas
no pré e pds-parto era igual (Tab. 1), entretanto
as quantidades de silagem de milho (pré-parto:
20kg; pos-parto: 35kg) e concentrado (pré-parto:
total equivalente a 3kg; p6s-parto: 1kg para cada
litro de leite produzido) eram diferentes. A
producéo de leite diaria dos animais variou de 25
a 30 litros entre as semanas +1 e +3. O balanco
aniénico da dieta ndo era considerado, devido a
alegacéo de baixos indices de ocorréncia para
hipocalcemia e retencdo de placenta. Drench
po6s-parto também ndo era fornecido.

Tabela 1. Composicdo da dieta oferecida para as
vacas Holandesas no periodo de transicdo

Ingredientes %MS
Feno de tifton 3,00
Silagem de milho 47,00
Milho moido 33,00
Farelo de soja 45% 14,00
Vitaminas 2,00
Sal mineral 1,00

Composigdo quimica

Matéria seca MS (%) 65,24
Proteina bruta - PB (%) 15,11
Extrato Etéreo - EE (%) 1,80
Extrativo ndo nitrogenado - ENN (%) 65,58
Matéria mineral - MM (%) 6,56
Calcio (g/kg) 2,496
Fasforo (g/kg) 5,989

As analises relativas a esta pesquisa foram
realizadas entre as semanas -2 e +3 em relagdo
ao parto. A ocorréncia das doengas nesse periodo
foi estimada pelos registros da propriedade.

Amostras de sangue (n=72) foram coletadas
semanalmente por meio da puncdo da artéria
coccigea em tubos sem e com o anticoagulante
Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (1,5mg/mL).
Os tubos sem anticoagulante foram centrifugados
a 800xg por 20 minutos, sendo 0 soro
armazenamento e congelado a -80°C.

Leucdcitos totais foram determinados por meio
de contagem automatica (ABX ABC Vet, ABX
Diagnostics, Brasil). O exame diferencial dos
leucdcitos foi realizado por metodologia manual
(Birgel, 1982). O fendtipo dos linfdcitos
sanguineos foi determinado pela técnica de
citometria de fluxo, de acordo com o protocolo
descrito por Della Libera et al. (2012).
Resumidamente, 100uL de sangue foram lisados,
utilizando-se solucdo salina isotdnica (NaCl
0,2% e NaCl 1,6%). Anticorpos (ACs)
monoclonais especificos para receptores de
superficie dos linfocitos bovinos foram
selecionados para a marcacdo das células
(Tab. 2). As células foram incubadas com 100uL
de ACs primarios previamente diluidos em
Phosphate Saline Buffer (PBS), por 30 minutos,
a 4°C. As ceélulas foram lavadas 3x em PBS,
sendo posteriormente incubadas com 100uL de
ACs secundarios, por 30 minutos, a 4°C, em
ambiente escuro. Por fim, as células foram
lavadas 2x e suspensas em 300uL de PBS. A
aquisicdo dos eventos foi realizada em citdbmetro
de fluxo FACS Calibur, por meio do programa
CellQuest (Becton Dickinson Immunocytometry
System, San Jose, EUA). Os eventos adquiridos
(15.000) foram avaliados quanto a emissdo das
fluorescéncias no programa FlowJo Software
(Tree Star, Ashland, EUA). Os resultados foram
expressos na porcentagem de células positivas
para cada fluorescéncia associada aos
marcadores de superficie. O valor absoluto das
populagbes de linfécitos foi  calculado
multiplicando-se a proporcéo (%) das populagdes
determinada por citometria de fluxo pelo nimero
de linfocitos totais (células/pL).

Tabela 2. Anticorpos (Ac) usados para a marcagdo dos linfocitos sanguineos

Ac primério” Clone Isotipo Diluigdo Ac secundario® Diluigdo
CD3" células T MM1A 1gG1 1:200 Pe-Cy5.5 1:400
CD4" células T CACTS83B IgM 1:400 FITC 1:400
CD8" células T BAQ111A IgM 1:200 FITC 1:100

CD21" células B BAQI5A IgM 1:200 FITC 1:200
TAc monoclonal primario antibovino gerado em camundongos (VMRD, Pullman, EUA).
2Ac monoclonal secundario anticamundongo gerado em caprinos (Life Technologies, Carlsbad, EUA).
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As amostras de soro foram submetidas ao teste
imunoenzimatico para deteccdo de anticorpos
especificos para a glicoproteina gp 51 do BLV
(De Giuseppe et al., 2004).

A haptoglobina foi determinada pela separagdo
eletroforética do soro em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE (Dodecil-Sulfato de Dddio de
Poliacrilamida), de acordo com o proposto por
Laemmli (1970). Apos a separacdo das fracdes
proteicas, o gel foi corado com azul de
Coomassie a 0,2%. As concentracdes das
proteinas foram determinadas por densitometria
computadorizada (Shimadzu CS9301, Tokyo,
Japdo).

A concentracdo de cortisol foi determinada por
ensaio quimiluminescente, utilizando-se kit
comercial em analisador de imunoensaios
Immulite 1000® (Siemens, Brasil), de acordo
com as instrugdes do fabricante. O kit comercial
detecta concentracdes de cortisol >1,0pg/dL.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o
programa  estatistico SPSS 17.0 (IBM
Corporation, Armonk, Nova York). As variaveis
ndo apresentaram distribuicdo normal pelo teste
de Shapiro-Wilk. A andlise no tempo foi
realizada por meio do teste de Friedman
(P<0,05). A este tltimo teste, quando apresentou
pelo menos um tempo significativamente
diferente, foram realizadas as comparagdes
multiplas por meio do teste de Wilcoxon com
corre¢do de Bonferroni (P<0,0033). Tendéncia
estatistica foi considerada quando o P<0,0066.
Devido ao elevado niumero de amostras negativas
ao cortisol, optou-se pela apresentacdo descritiva
dos dados em mediana, valores minimos e
mAaximos.

RESULTADOS

As doengas relatadas entre a paricdo (semana 0)
e a semana +3 foram distocia (33,4%, 4/12),
retencdo de placenta (8,3%, 1/12), hipocalcemia
clinica (8,3%, 1/12), cetose clinica (8,3%, 1/12) e
metrite (41,7%, 5/12). Duas das quatro vacas
com episodios de distocia também apresentaram
cetose, e do total de animais que apresentaram
metrite, trés ja& haviam desenvolvido disturbios
prévios: duas vacas com distocia e uma com
retencdo de placenta. Além disso, as 12 vacas
desta pesquisa (12/12, 100%) apresentaram
reacdes positivas ao teste imunoenzimatico para
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anticorpos especificos contra o antigeno gp51 do
BLV, entretanto nenhuma das vacas apresentava
a forma tumoral da doenca.

Os valores absolutos e relativos dos leucdcitos
sanguineos em vacas Holandesas durante o
periodo de transicdo estdo expressos na Tab. 3.
Os leucoécitos totais aumentaram gradualmente
da semana -2 até a paricdo, observando-se queda
brusca no periodo pds-parto. Neutrofilos e
mondcitos apresentaram variacGes similares aos
leucécitos totais. Os valores absolutos de
linfocitos aumentaram progressivamente entre as
semanas -2 e +1, seguidos por diminui¢do
gradual nas semanas +2 e +3. Os eosindfilos
diminuiram gradualmente do pré-parto até a
semana +1, observando-se ligeiro aumento nas
semanas +2 e +3. Basofilos foram detectados
apenas nas semanas +1 e +2.

Todos o0s componentes do leucograma
apresentaram variagcBes durante o periodo de
transicdo, segundo o teste de Friedman (P<0,05),
com excecdo do numero absoluto de linfdcitos
(P=0,587) e basdfilos (P=0,756). A comparacao
maltipla pelo teste de Wilcoxon com corregdo de
Bonferroni  identificou apenas tendéncias
estatisticas entre o dia da pari¢do e a semana -2
(P=0,006) e entre as semanas -1 (P=0,006) e +3
(P=0,006) para os leucdtcitos totais; entre as
semanas 0 e -1 (P=0,005) para os valores
relativos de eosindfilos; entre as semanas +1 e -2
para os valores absolutos de eosindfilos
(P=0,004); e entre as semanas 0 e +2 para 0S
valores absolutos (P=0,004) de mondcitos.

Os valores medianos absolutos e relativos das
populagBes de linfocitos estdo apresentadas na
Tab. 4. Os valores medianos para os linfécitos
(CD3") aumentaram da semana -2 ao parto,
observando-se  diminuicdo nos  momentos
subsequentes. Apesar das variages observadas,
ndo foi possivel detectar diferengas no tempo
para CD3" (P>0,05). Os valores relativos (%) e
absolutos (x10%cells/uL) para o linfécito T
auxiliar (CD3"CD4") diminuiram entre as
semanas -2 e -1, observando-se picos maximos
ao redor da paricdo e nas semanas +2 e +3. Foi
possivel  detectar variagbes no  tempo
para as proporcdes de CD3'CD4* (P=0,029),
entretanto a comparagdo multipla entre o0s
tempos apresentou P>0,003. Os valores
absolutos de T citotoxicos (CD3'CD8")
aumentaram  progressivamente do  periodo
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pré-parto ao parto, observando-se diminuicéo dos
valores no periodo pos-parto. Os valores
relativos para T citotdxico também aumentaram
da semana -2 ao parto, em seguida, as propor¢des
celulares diminuiram na semana +1, observando-
se pico maximo nas semanas +2 e +3. Foi
possivel identificar variagdes no tempo para as
proporcdes de CD3'CD8" (P=0,016), entretanto
a comparacdo mdltipla entre os tempos
apresentou P>0,003.

Os valores relativos e absolutos para células B
CD21" foram relativamente estaveis durante o
periodo de transicdo. Nao foi possivel detectar
diferengas entre os momentos para células
CD21* (P>0,05).

Os valores medianos obtidos para a Hp foram de
166 (43-149), 198 (109-508), 320 (180-6780),
457 (286-1145), 609 (160-1009) e 576 (251-940)
pg/mL, respectivamente, entre as semanas -2 e
+3 (P=0,000). As comparacGes multiplas entre os
momentos revelaram que os valores obtidos na
semana +1 eram diferentes daqueles obtidos nas
semanas -1 e +3 (P<0,0033). As frequéncias de
vacas com concentracdo de haptoglobina
moderada (8,5 - 458ug/mL) e alta (459 -
1757pg/mL) eram de 100 e 0%; 91,67 e 8,33%;
81,82 e 18,18%; 58,33 e 41,67%; 41,66 e
58,34%; 33,33 e 66,67% entre as semanas -2 e
+3, respectivamente. As vacas nao apresentaram
baixas  concentracbes  de  haptoglobina
(<8,4png/mL) ao longo deste estudo (Nightingale
et al., 2015).

Tabela 3. Nimeros relativo (%) e absoluto (x10° céls./uL) dos tipos leucocitarios sanguineos em vacas

Holandesas no periodo de transicao

Células Variaveis 2 -1 Parto +1 +2 +3 Sig”
Mediana 11,6 13,0 21,9 119 10,7 12,1
Leucécitos (x10° céls./uL) Minimo 6,1 7.8 10,2 53 7,0 7.6 0,006
Méximo 30,8 37,1 54,4 27,1 37,6 35,0
Mediana 3,95 4,78 7,80 2,46 2,59 3,35
Neutréfilos (x10° céls./uL) Minimo 1,33 1,87 0 0,22 0,44 0,38 0,003
Méximo 5,93 7,17 31,55 9,15 16,86 5,60
Mediana 34,5 28,0 37,5 215 25,5 28,5
Neutréfilos (%) Minimo 11 13 18 2 6 4 0,015
Méximo 48 56 67 69 77 40
Mediana 0,92 0,99 0,31 0,22 0,33 0,52
Eosindfilos (x10° céls./uL) Minimo 0 0,36 0 0 0 0,09 0,038
Méximo 1,99 2,04 1,32 1,41 1,54 3,06
Mediana 55 6,5 1,0 2,0 2,0 3,5
Eosinéfilos (%) Minimo 0 3 0 0 0 0,1 0,010
Méximo 19 10 9 22 18 21
. 3 Mediana 0 0 0 0,10 0,07 0,04
Basofilos (x10° céls./uL) Minimo 0 0 0 0 0 0 0,756
Méximo 0,13 0,24 0,44 0,13 0,37 0,17
Mediana 0 0 0 1,0 0,5 0
Basofilos (%) Minimo 0 0 0 0 0 0 0,718
Méximo 1 2 2 2 1 2
Mediana 0,18 0,38 0,44 0,03 0,00 0,04 0.000
Monécitos (x10° céls./uL) Minimo 0 0 0 0 0 0 '
Méximo 0,896 1,855 2,176 0,762 0,219 0,484
Mediana 10 3,0 2,0 0,5 0 0
Monacitos (%) Minimo 0 0 1 0 0 0 0,004
Méximo 7 6 4 6 3 4
Mediana 6,64 7,15 7,85 8,02 6,47 6,78 0587
Linfécitos (x10° céls./uL) Minimo 3,05 4,10 0 2,65 4,76 5,17 !
Maximo 22,88 27,10 26,71 32,30 2466 27,55
Mediana 53,5 60,0 56,5 75,0 67,0 63,0 0.021
Linfocitos (%) Minimo 42 32 28 29 23 44 !
Maximo 88 78 77 94 91 88
"Diferencas estatisticas pelo teste de Friedman (P<0,05).
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As concentra¢des séricas do cortisol >1,0pg/dL
foram observadas em 25% (3/12) das vacas entre
as semanas -2 e -1, entretanto o ndmero de
animais com valores acima do ponto de detec¢do
aumentou na parigdo (11/12, 91,7%). No periodo
pos-parto, a frequéncia de animais positivos
diminuiu para 41,7% (5/12); 33,3% (4/12) e

58,3% (7/12) da semana +1 para a +3,
respectivamente. As medianas entre as amostras
de cortisol com valores acima de 1,0pg/dL foram
de 1,07 (£1,0-1,25); 1,06 (<1,0-2,72); 2,11 (<1,0-
4,27); 1,45 (<1,0-3,81); 1,53 (<1,0-2,57); 1,97
(<1,0-2,85) pg/dL entre as semanas -2 e +3,
respectivamente.

Tabela 4. Valores relativos (%) e absolutos (x10° céls./uL) das populagGes de linfocitos, determinados por
citometria de fluxo, em amostras de sangue provenientes de 12 vacas Holandesas no periodo de transicdo

Populages Variaveis -2 -1 Parto +1 +2 +3 Sig”

- Mediana 267 283 4.06 302 297 305
10 SHeuL) Minimo 190 1,94 212 023 036 107 0787

Maximo 687 744 1121 616 529  7.08

cD3* Mediana 367 375 43,4 385 331 392
% Minimo 205 20,0 19,9 36 56 180 0,889

Méaximo 615 610 55,8 601 568 57,0

o Mediana 060 040 0,97 060 083 095
()(01'333;'5'3/3L) Minimo 018 038 0,29 010 027 034 0203

: Maximo 112 142 2,27 105 155 1,72

s Mediana 7.0 4.4 9,0 56 102 11,0
CD?(’%C)D“ Minimo 1,2 05 3.4 32 38 56 0,029

Maximo 161 17,0 16,4 174 203 243

. Mediana 068 071 1,08 073 077 079
(ﬁgaié(fgﬁu Minimo 030 036 021 017 041 044 0335

: Maximo 169 1,90 477 180 302 189

+ + Mediana 7,2 9,0 9,3 8,4 10,6 8,4
CD?EO/?)Ds Minimo 46 62 47 48 76 48 0016

Méaximo 168 174 23,7 233 181 260

o Mediana 354 333 3,85 202 379  3.49
(x10° céls /L) M[nl_mo 0,91 1,20 1,41 0,78 0,73 2,14 0,098

: Maximo 236 158 2.75 110 233 249

D21 Mediana 503 413 46,0 467 636 552
o) Minimo 155 244 19,9 188 145 395 0,152

Maximo 871 592 85,2 89,7 847 878

"Diferencas estatisticas pelo teste de Friedman (P<0,05).
DISCUSSAO

O periodo de transicdo € marcado por uma série
de eventos, como a gestacdo, 0 parto, a
colostrogénese e a lactogénese, que requerem
uma série de adaptacbes metabdlicas para o
suprimento dessas demandas fisiol6gicas. A
adaptacdo das vacas pode ser favorecida pelas
condicbes de criacdo, caso contrario 0
desequilibrio entre a demanda e o consumo pode
resultar em cetose e hipocalcemia, estritamente
relacionadas a intensificagdo da imunossupressao
relatada para vacas no periodo de transicdo. A
analise das condicOes oferecidas as vacas no pré-
parto permitiu identificar alguns fatores de risco
que podem ter contribuido para a elevada taxa de
doencas no rebanho, tais como: 1. bem estar —
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esta pesquisa foi conduzida em meses quentes do
ano (primavera e verdo), entretanto a area de
sombreamento no piquete pré-parto era escassa;
além disso, ndo havia manejo ou area especifica
que proporcionassem condi¢es favoraveis a
privacidade e ao conforto das vacas durante o
trabalho de parto. Os partos das vacas ndo eram
assistidos no periodo noturno e nos finais de
semana, propiciando demora na assisténcia
obstétrica dos casos de distocia. Esses eventos,
por si s, podem ter intensificado o estresse das
vacas ao redor da paricdo e justificam o pico de
cortisol observado nesse periodo; 2. em relacéo a
dieta das vacas, pode-se dizer que a relacdo
calcio e fésforo esta desequilibrada (1:2), sendo
este um dos fatores que podem ter contribuido
para a ocorréncia de hipocalcemia clinica. Dados
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a respeito da concentracdo de calcio dessas vacas
foram apresentados previamente por Baldacim
(2014), observando-se hipocalcemia subclinica
ao redor de 70% das vacas na paricdo e na
semana +1. Assim, os fatores de risco presentes
no sistema de criagdo das vacas contribuiram
para a elevada taxa de ocorréncia de doengas
observada a partir da paricéo.

Corassin et al. (2011) verificaram incidéncia de
hipocalcemia e metrite de 1,7% e 19,5%,
respectivamente, enquanto, na presente pesquisa,
as taxas foram de 8,3 e 41,7% para as mesmas
enfermidades. Esses autores observaram ainda
gue vacas com retencdo de placenta tiveram 3,68
vezes mais chance de apresentarem metrite. No
presente estudo, essa relagdo também existiu: das
cinco vacas que apresentaram metrite, trés
manifestaram doengas prévias, como distocia e
retencdo de placenta.

Diante do perfil sanitario apresentado pelas
vacas, pode-se prever que a dindmica celular
observada ao longo do periodo de transi¢do foi
influenciada por uma série de eventos
interconectados: estresse ao redor da paricdo
(pico de cortisol), elevada taxa de doengas a
partir da paricéo e soropositividade das vacas ao
BLV.

O pico de cortisol ao redor da paricdo coincidiu
com algumas alteracbes no leucograma
compativeis com o0 estresse, exceto para
linfocitos (Meglia et al.,, 2001). O principal
evento associado a imunossupressdo das vacas ao
redor da pari¢do é o efeito negativo do cortisol
sobre as  subpopulagbes de linfécitos.
Geralmente, observa-se linfopenia decorrente da
diminuicéo da resposta proliferativa,
especialmente dos linfocitos T CD3", diante dos
antigenos (Van Kampen e Mallard, 1997;
Kimura et al., 2002). Esse perfil foi totalmente
alterado nesta pesquisa devido a soropositividade
das vacas ao BLV, observando-se linfocitose em
razdo da elevada proporcio de células B CD21".

O numero de linfocitos observado ao redor da
paricdo nas vacas desta pesquisa foi trés vezes
maior que aqueles relatados para vacas
saudéveis (3,58x10%élulas/uL) e semelhante ao
valores observados em vacas soropositivas
(9,16x10%élulas/uL) por Kaczmarczyk et al.
(2004). As proporcdes de células CD21" (41,3 —
63,6%) aqui obtidas foram semelhantes a
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proporc¢do de 58% relatada para vacas lactantes e
soropositivas para o BLV (Lewin et al., 1988).
Esses valores sdo superiores as proporcoes de
24,1; 28,9 e 22,8% encontradas nas semanas -3,
parto e +3 por Van Kampen e Mallard (1997),
em animais ndo investigados para BLV. As vacas
soropositivas para 0 BLV apresentam aumento
da meia-vida dos linfécitos B devido a
diminuicdo da taxa de apoptose (Souza et al.,
2011), entretanto alguns mecanismos efetores da
resposta imune envolvendo as células B estardo
suprimidos, justificando, assim, a linfocitose
como compensatdria. Droogmans et al. (1994)
encontraram baixa expressdo do receptor da
interleucina 6 nas células B infectadas pelo BLV.
Essa citocina é fundamental para a diferenciacéo
das células B em plasmdcitos produtores de
anticorpos.

As propor¢des de linfécitos T auxiliares (4,4-
11%) encontrados nesta pesquisa foram muito
menores que os intervalos de 24,8-29,8 e 20,1-
38,7% relatados por Kimura et al. (2002) e Van
Kampen e Mallard (1997), respectivamente. Em
contrapartida, as proporcBes de linfocitos T
citotdxicos (7,2-10,6%) foram semelhantes
aqueles relatados por Kimura et al. (2002) (8,6-
12,3%) e Van Kampen e Mallard (1997) (5,8-
11,5%). A baixa proporcéo das subpopulacées de
linfécitos T pode ser consequéncia da menor
resposta proliferativa dessas células durante o
periodo de transicdo sob o efeito de elevadas
concentragdes de cortisol (Kimura et al., 2002)
ou de desequilibrio na produgdo de citocinas
devido a influéncia do BLV (Droogmans et al.,
1994). Os dados encontrados nesta pesquisa
concordam parcialmente com aqueles relatados
por Della Libera et al. (2012), que também
encontraram maior proporcdo de células B
CD21" (41,82%) e baixas proporgles de
linfécitos  auxiliares  (3,95%) em  vacas
soropositivas para o BLV que apresentavam
linfocitose persistente, porém esses autores
também relataram menores proporgdes de T
citotdxicos (6,47%).

A andlise das proporc¢des das subpopulagdes de
células T no tempo estudado revelou dois
picos para as células CD3"'CD4" e CD3"CD8" a0
redor da paricdo e entre as semanas +2 e
+3. Provavelmente as oscilagdes observadas
decorreram de processos inflamatérios causados
pelas doencas relatadas nesta pesquisa e/ou por
outras doengas infecciosas. N&do houve descrigdo
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de mastite clinica nas fichas de controle sanitario
da fazenda, porém tal doenca ndo foi investigada.
O segundo pico das subpopulacdes de linfécitos
T no pds-parto provavelmente esta associado aos
episddios de metrite (41,7%).

O aumento da Hp foi gradual da semana -2 a +3,
indicando o agravamento da condi¢do patolégica
do dtero das vacas ao longo do estudo.
Nightingale et al. (2015) determinaram as
concentragdes de haptoglobina em vacas sadias
no periodo de transicdo e as classificaram
conforme o valor encontrado em trés grupos
distintos: low cows, para valores séricos de Hp
abaixo de 84pug/mL; moderate cows, para valores
obtidos entre 85 e 458ug/mL; e high cows, para
valores entre 459 e 1.757pg/mL. Considerando-
se os limiares descritos por esses autores, as
vacas desta pesquisa pertenceriam ao grupo
moderate cows no pré-parto e ao grupo high
cows no pds-parto. A resposta imunoldgica
intensa, porém ineficiente, ao BLV promove a
alteracdo no padrdo de expressdo das citocinas
TNF-o0, IFN-y, L-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12 em
vacas soropositivas (Amills et al., 2004), a qual,
aliada as doengas da producdo ocorridas no
periodo, justifica a classificagdo das vacas
analisadas nos perfis estabelecidos pelos autores.

Em geral, o perfil de leucdcitos e de
subpopulacfes de linfocitos apresentado pelas
vacas no periodo de transicdo sofreu influéncia
de fatores fisioldgicos relacionados a elevada
taxa de cortisol ao redor da paricdo associada ao
BLV e as doencas da produgdo.

CONCLUSOES

O perfil leucocitario apresentado pelas vacas
Holandesas ao redor da paricdo foi compativel
com as elevadas concentracbes de cortisol,
exceto para linfécitos. A dindmica das
subpopulagbes de linfocitos B foi compativel
com a infeccdo pelo BLV. As subpopulagdes de
linfécitos T auxiliar e citotdxico foram
influenciadas quantitativamente pelo BLV e pelo
cortisol, porém as oscilagGes (picos) observadas
foram concomitantes as doencas da producéo.
Acredita-se que o BLV pode ter sido um dos
fatores de risco para a elevada taxa de doencas
observadas nas vacas deste estudo.
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