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Avaliacao da transferéncia de citocinas para bezerros neonatos
via ingestao de colostro de fémeas bovinas Holandesas!
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ABSTRACT.- Shecaira C.L., Madureira K.M., Gomes V., Seino C.H., Santos R.B., Bombardelli J.A.,
Reis G.A. & Benesi FJ. 2014. [Evaluation of the transfer of cytokines to the blood of neo-
nates by colostrum ingestion of Holstein females.] Avaliacdo da transferéncia de citocinas
para o sangue de bezerros neonatos via ingestio de colostro de fémeas bovinas Holandesas.
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To evaluate the transfer of cytokines into the blood of neonates via colostrum intake of
Holstein cows were used 15 calves born from eutocic, shared equally by three experimental
groups (n=5) G1-received 2 liters of fresh colostrum from their own mothers, G2-received
2 liters of colostrum from the “pool” of frozen colostrum and G3-were fed only milk. These
group blood samples were collected at five times during the first fifteen days and measured
the concentrations of IL-1f3, IL-6, TNF-o and IFN-y. Also measured are the cytokines IL-1 (3,
IL-6 and TNF-a in the supernatant of colostrum fed to calves from G1, and cytokines IL-1f3
,IL-6, TNF-a and IFN-y in the supernatant the “pool “ of colostrum fed to calves in G2 . It is
the transfer of IL - 1B, IL- 6, TNF-a. and IFN-y in the serum of calves from G1 whereas the

other groups G2 and G3 were not detected.

INDEX TERMS: Newborn calves, transfer of passive immunity, cytokines, Holstein cows.

RESUMO.- Para a avaliacdo da transferéncia de citocinas
para o sangue de bezerros neonatos via ingestao de colos-
tro de fémeas bovinas holandesas, foram utilizados 15 be-
zerros nascidos de parto eutdcico, distribuidos igualmente
por trés grupos experimentais (n=5): G1- receberam dois
litros de colostro fresco provenientes de suas proprias
maes; G2- receberam dois litros de colostro provenientes
de “pool” de colostro congelado e o G3- foram alimentados
apenas com leite. Nestes grupos foram coletadas amostras
de sangue em cinco tempos durante os primeiros quinze
dias de vida e mensuradas as concentragdes das citocinas
Interleucina-1 8 (IL-1p), Interleucina-6 (IL-6), Fator de ne-
crose tumoral- o (TNF-a) e Interferon-y (IFN-y). Também se
mensurou tais citocinas (IL-1 {3, IL-6 e TNF-a) nos sobrena-
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dantes do colostro de do “pool” de colostro fornecidos aos
bezerros dos grupos G1 e G2 respectivamente. Verificou-se
atransferéncia das citocinas IL-1f, IL-6, TNF-a e [FN-y pela
presenca no soro dos bezerros do grupo G1, enquanto que
nos demais grupos (G2 e G3) ndo foram detectadas.

TERMOS DE INDEXACAO: Bezerros neonatos, transferéncia de
imunidade passiva, citocinas, gado Holandés.

INTRODUCAO

O desenvolvimento adequado do sistema imune de um
bovino recém-nascido determina sua sobrevivéncia e sua
capacidade de responder a microrganismos presentes no
ambiente, dando-se mais rapidamente com o fornecimen-
to do colostro ao bezerro (Morein et al. 2002, Chase et al.
2008, Tizard 2008, Cortese 2009), pois este atua como
um suporte imunolégico muito importante, por propiciar
a transferéncia de imunidade passiva. Além de conter nu-
trientes para suprir as demandas energéticas imediatas
do recém-nascido, também se compde de fatores imunita-
rios, que lhes confere a imunidade passiva, destacando-se
as imunoglobulinas cujas fun¢des estdo bem esclarecidas
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quanto a participacdo nessa imunidade passiva (Benesi
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1993, Moraes et al. 1997, Feitosa et al. 2001, 2010, Soares
Filho et al. 2001, Hill 2010). Ademais, ndo sdo somente as
imunoglobulinas, que representam esses fatores imunita-
rios do colostro, mas também leucdcitos (Riedel-Caspari
1993, Reber et.al. 2006, Chase et al. 2008, Gomes 2008) e
citocinas (Sordillo et al. 1991, Goto et.al. 1997, Hagiwara et
al. 2001, Yamanaka et.al. 2003a, 2003b, Madureira 2011).

Quanto aos leucdcitos colostrais, é reconhecido que
contribuem para o rapido desenvolvimento das células
apresentadoras de antigenos nos bezerros, que serdo a
chave para as respostas da imunidade adquirida frente a
patégenos e vacinagdes (Chase et al. 2008), amplificando
a resposta linfocitaria neonatal, conferindo-lhes efeitos
bactericidas no intestino, além de produzirem as citocinas
(Barrington & Parish 2001).

As citocinas também tém seu papel no desenvolvimento
do sistema imune do recém-nascido, estudado em vérias
espécies animais, mas ainda ndo esclarecido totalmente.
Estudos evidenciaram que as citocinas ingeridas pelos be-
zerros via colostro produzem a ativacdo de células imunes,
arregimentando e ativando neutrdfilos e linf6citos do san-
gue periférico dos recém-nascidos (Yamanaka et al. 2003b).

Em linhas gerais os componentes imunitarios do colos-
tro bovino tém sido estudados, particularmente os teores
e a fun¢do das imunoglobulinas, seguidos por pesquisas
sobre os leucdcitos e suas agdes, porém, quanto as citoci-
nas e sua transferéncia aos neonatos via colostro, poucos
sdo os artigos existentes. Também ndo é do conhecimento
dos autores, existéncia de pesquisas que avaliaram a influ-
éncia do manejo do colostro na transferéncia de citocinas
para os bezerros neonatos, motivo pelo qual neste trabalho
objetivou-se avaliar os perfis dos teores séricos de algumas
citocinas (IL-1, IL-6, TNF-qa, IFN-y), em de bezerros alimen-
tados com colostro fresco e “pool” de colostro congelado
nos primeiros 15 dias pés-nascimento (p.n.).

MATERIAL E METODOS

Este trabalho esta de acordo com os principios éticos de experi-
mentacdo animal da “Comissdo de Etica no uso de animais” da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universida-
de de S3o Paulo, sob protocolo de n° 2194/2011, Aprovado em
04/05/2011.

Para a avaliagdo das citocinas IL-1p, IL-6, TNF-o e IFN-y no
soro dos bezerros foram utilizados 15 neonatos holandeses nas-
cidos de parto eutdcico, separados de suas maes imediatamente
apo6s o nascimento e distribuidos igualmente por trés grupos (G)
experimentais (n=5): G1-que recebeu dois litros de colostro fresco
provenientes de suas maes; G2- que recebeu dois litros de colos-
tro originados de “pool” de colostro congelado e o G3- alimentado
apenas com leite em p6 reconstituido. A seguir os animais dos trés
grupos foram alimentados com leite em volume complementar ao
equivalente a 10% do seu peso vivo, em suas primeiras 24 horas
p.n. e durante os 15 dias de experimentagdo além do leite, foi dis-
ponibilizado “ad libitum” agua e ragdo inicial para bezerros.

Os tempos determinados para as colheitas das amostras de
sangue foram: Tempo 0 (T0)-realizada no primeiro dia de vida
(antes da ingestdo do colostro); Tempo 1 (T1): efetuada com 1 a
2 dias p.n.; Tempo 2 (T2)- realizada com 3 a 4 dias p.n.; Tempo 3
(T3)- realizada com 5 a 6 dias p.n. e Tempo 4 (T4)- efetuada com
10 a 15 dias p.n. As amostras de sangue foram obtidas por meio
de puncdo da veia jugular, utilizando-se tubo siliconizado, sem an-
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ticoagulante e agulha para multiplas colheitas (25mm x 8mm) do
sistema Vacutainer®.

As amostras de soro foram obtidas apés sinérese do sangue e
centrifugacdo a 730G por 20 minutos em centrifuga comum, sen-
do armazenadas em freezer a -80°C. Amostras de colostro fresco,
fornecido aos animais do grupo G1 e do “pool” de colostro forneci-
do ao grupo G2, foram centrifugadas para a obten¢ao do sobrena-
dante em centrifuga refrigerada a 4°C, com velocidade de 6.000G,
durante 30 minutos. A camada de gordura foi desprezada, aspi-
rando-se apenas o sobrenadante dos colostros e acondicionando-
-os em frascos com capacidade para 1 mL, mantidos em freezer
-80°C até o momento da dosagem das citocinas.

Para a mensuragdo das citocinas IL-1f, IL-6, TNF-a. e IFN-y
utilizou-se kits comerciais para teste de ELISA da marca BD®,
destinado ao uso humano, porém com homologia entre as citoci-
nas de espécies diferentes suficientes para haver reagdo cruzada,
como recomendado por Scheerlinck (1999) sendo os resultados
expressos em pg/mL. Para a andlise estatistica descritiva dos da-
dos foram calculados a média, mediana, valores maximo, minimo
e desvios padrdo. As medianas foram submetidas ao teste ndo pa-
ramétrico de Kruskal Wallis e comparacdo multipla com o teste
de Bonferroni.

RESULTADOS

Os bezerros do grupo G1 que receberam colostro fresco
de suas maes apresentaram concentra¢des detectaveis
pelo método de ELISA para as citocinas IL-1f, IL6, TNF-«
e IFN-y. O grupo de bezerros G2, que recebeu “pool” de co-
lostros congelados apresentou teores mensuraveis apenas
para a citocina IL-6 e o grupo G3 ndo apresentou taxas de-
tectaveis para qualquer das citocinas mensuradas (Fig.1,
Quadro 1).

Quadro 1. Valores medianos das taxas de citocinas
Interleucinas-1 beta (IL-1f) e 6(IL-6), Fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) e Interferon-gama (IFN-y), dos grupos
de bezerros G1 (colostro fresco materno), G2 (“pool” de
colostro congelado) e G3 (apenas leite), nos tempos TO
(antes da mamada do colostro), T1 (1-2 dias p.n.), T2 (3-4
dias p.n.), T3 (5-6 dias p.n.) e T4 (10-15 dias p.n.)

Citocina IL-18

Mediana/tempo TO T1 T2 T3 T4
Grupo G1 1,265% 9,445° 11,56% 1,892 3,42
Grupo G2 ob ob 0,014322 02 02
Grupo G3 ov ov or 02 0,07932
Citocina IL-6

Mediana/tempo TO T1 T2 T3 T4
Grupo G1 0,25* 0,86* 3,887 2,122 11,2457
Grupo G2 0? 0? 0° 1,194° ob
Grupo G3 0? 02 02 0¢ or
Citocina TNF-a

Grupo/tempo TO T1 T2 T3 T4
G1 02 2,372 0,992 02 02
G2 02 ov or 02 02
G3 02 op or 02 02
Citocina IFN-y

Grupo/tempo TO T1 T2 T3 T4
G1 ND? 02 4,401 10,18° 02
G2 ND? 02 or ov 02
G3 ND? 02 or 02 02

abc Valores medianos com letras minusculas diferentes na mesma linha
indicam diferencas estatisticas entre si.
ND = Nao dosado.
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Fig.1. As variagOes das taxas das citocinas Interleucinas-1 beta (IL-13) e 6 (IL-6), Fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e Interferon-
-gama (IFN-y), no sangue de bezerros dos grupos G1(colostro materno fresco), G2 (“pool” de colostro congelado) e G3 (apenas leite),
nos tempos TO (antes da mamada de colostro), T1(1-2 dias p.n.), T2 (3-4 dias p.n.), T3 (5-6 dias p.n.) e T4 (10-15 dias p.n.).

DISCUSSAO

As concentracgoes das citocinas IL-1f3, IL-6, TNF-a e IFN-y,
foram mensuradas no soro dos bezerros dos grupos G1, G2
e G3, nos tempos TO, T1, T2, T3 e T4 que abrangeram os
primeiros quinze dias de vida p.n. desses neonatos, (com
excecdo do tempo T1 do grupo G1 para IFN-y). Destaca-se
inicialmente os raros trabalhos com estudo das concentra-
¢coes dessas citocinas no soro de bezerros recém-nascidos,
o que limitou a comparagio dos dados obtidos no presente
trabalho com aqueles da literatura disponivel (Goto et al.
1997, Yamanaka et al. 2003b, Madureira 2011). Além do
que, ndo foram encontrados trabalhos realizados especia-
lizados em bezerros recém-nascidos que tenham estudado
a interferéncia do manejo do colostro ou nao fornecimento
deste na transferéncia de citocinas.

Goto et al. (1997), ao mensurarem a interleucina 18 no
soro de bezerros recém-nascidos, puderam observar taxas
maximas dessa citocina no terceiro dia apds o nascimento
e recebimento de colostro (1.000 pg/mL). Apds este mo-
mento, houve um decréscimo, passando a estar ausente aos
14 dias.

Yamanaka et al. (2003b) mensuraram as mesmas citoci-
nas (IL-1p, IL-6, TNF-a e IFN-y), além do receptor agonis-
ta da IL-1, no momento do nascimento, as 12 horas apés o
nascimento, com um dia p.n,, trés dias p.n., cinco dias p.n.
sete dias p.n. 14 dias p.n., 21 dias p.n. e 28 dias p.n. Os va-
lores maximos encontrados por esses autores para as ci-
tocinas IL-1f, IL-6, TNF-a e IFN-y foram respectivamente,
de 1.023pg/mL; 46.900pg/mL; 190pg/mL e 690pg/mL,
verificados no tempo de 24 horas pds-ingestdo do colos-
tro, havendo clara relacdo da constatacdo com a ingestao
de colostro.

Madureira (2011) mensurou a concentragdo sérica de
trés dessas citocinas (IL-1B, IL-6 e TNF-a), em bezerros
recém-nascidos que receberam colostro de suas maes em
quatro momentos pés-nascimento. Estas citocinas ndo
apresentaram valores detectaveis no tempo zero (antes do
fornecimento de colostro) e nos tempos seguintes de 24,
72,96 horas p.n. as concentra¢des de citocinas foram men-
suraveis, alcangcando seus valores medianos maximos em
72 horas ap6s a ingestdo do colostro: 4,29pg/mL (IL-1 §3),
3,80pg/mL (IL-6) e 6,20pg/mL (TNF-a). Aos 15 dias pos-
-nascimento ndo foram mais detectadas.

Nesta pesquisa, os bezerros alimentados com colostro
fresco materno (grupo G1) apresentaram respectivamente
os seguintes valores medianos maximos para as citocinas
IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y: 11,56; 3,88; 2,37 € 10,18pg/mL.
O contraste e diferenca de taxas obtidas pode ser decor-
réncia da diversidade entre os kits de ELISA empregados,
e que neste trabalho, como ja citado anteriormente era um
kit de uso humano. De fato, Madureira (2011), valendo-se
do mesmo kit de ELISA obteve os resultados anteriormente
descritos, com concentracdes medianas das citocinas ava-
liadas proximas das obtidas nesta pesquisa. Por outro lado,
Goto et al. (1997) ao utilizarem um kit de ELISA préprio
para a espécie bovina, com maior sensibilidade para essa
espécie animal, obtiveram concentra¢des com maior mag-
nitude do que as encontradas neste trabalho.

A interleucina IL-1f3 apresentou valores medianos de
1,265pg/mL no tempo TO, correspondente ao primeiro
momento p.n. e antes da ingestdo de colostro. No trabalho
conduzido por Goto et al.(1997) também constataram pe-
quenas concentragoes de IL-1f3, antes da mamada do colos-
tro. Apesar da condi¢ao hipo ou agamaglobulinémica dos
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bezerros em decorréncia da impermeabilidade da placen-
ta a macromoléculas, esta baixa concentragio de citocina
IL-1B sugere que pode ter havido passagem de pequenas
concentracgdes das citocinas por essa via (Goto et al. 1997).

As interleucinas-1f3 e 6 tiveram suas maiores taxas de-
monstradas no tempo T2 (3 a 4 dias p.n.), 11,56pg/mL e
3,88pg/mL respectivamente, resultados esses que se asse-
melharam aqueles encontrados por Goto et al. (1997) para
acitocina IL-13 e por Madureira (2011), para estas mesmas
citocinas. A citocina TNF-a teve sua maior concentra¢ao no
tempo T1 (1 a 2 dias) 2,37pg/mL, resultado semelhante
ao encontrado por Yamanaka et. al. (2003b). Diferente-
mente das demais citocinas avaliadas, o IFN-y, apresentou
seu valor maximo mais tardiamente, ou seja, aos 5 a 6 dias
(10,18pg/mL), correspondente ao momento T3, tendo este
resultado discordancia daqueles encontrados na literatura
(Yamanaka et al. 2003b, Madureira 2011). Entende-se que
parte da concentragdo da citocina IFN-y encontrada no soro
de bezerros aos 5 a 6 dias de vida, incluiria além daquela
parcela absorvida pela ingestao de colostro, uma outra que
teria sido produzida por células colostrais absorvidas pelo
trato intestinal, considerando-se que estas células ficam
circulantes durante trés a cinco semanas no organismo do
bezerro (Cortese 2009).

Zaitseva et al. (1995) demonstraram que populagdes de
linfécitos T CD4+ e CD8+ humanos, desafiados com Bru-
cella abortus inativados, produziram grandes quantidades
de citocina IFN-y, no periodo compreendido entre os cinco
a sete dias apds o desafio realizado in vitro. Este resultado,
encontrado por Zaitseva et al. (1995), corrobora com a hi-
potese de que o Interferon-y tenha sido produzido por lin-
fécitos provenientes do colostro absorvidos via intestinal,
tendo em vista que os outros grupos avaliados nos quais
essas células ndo estavam presentes ndo expressaram valo-
res detectaveis dessa citocina.

Animais que compuseram o grupo G2 ndo tiveram va-
lores medianos detectaveis para as citocinas mensuradas
com excecdo do tempo T3 (5 a 6 dias) para a concentracdo
de IL-6 (1,194pg/mL). Apesar de, todas as citocinas possui-
rem concentragdes detectaveis na amostra do sobrenadan-
te “pool” de colostro fornecido aos animais desse grupo,
ndo foi possivel a demonstracao dessa transferéncia, pds-
-ingestao do “pool” de colostro pelos bezerros nos momen-
tos avaliados, para as citocinas IL-1(, IFN-y e TNF-a. Deve-
-se destacar que esse fato ocorreu apesar de que quando
comparadas as medianas dos teores das citocinas IL-1,
IL-6, TNF-a e IFN-y, presentes nos sobrenadantes do colos-
tro fornecido aos bezerros do grupo G1, com aquelas men-
suradas no sobrenadante do “pool” de colostro fornecido
aos bezerros do grupo G2, ndo terem sido observadas di-
ferencas estatisticas entre elas. Considerando-se o manejo
do “pool” de colostro, talvez possamos buscar fatores que
elucidem este comportamento.

0 “pool” de colostro foi congelado em freezer -20°C,
ap6s a mistura de todos os colostros que o compuseram.
Quando consultada a literatura para averiguar as possiveis
alteragdes do colostro decorrente do congelamento, pode-
-se verificar diferentes respostas para as citocinas e células
do colostro frente a esse tipo de conservagdo. Estudos re-
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alizados por Ramirez-Santana et al. (2012) demonstraram
que citocinas colostrais humanas permaneceram com a
mesma concentracdo inicial mesmo apoés terem sido man-
tidas sob congelamento a -20°C e -80°C por seis meses. No
entanto, as células colostrais sofreram lise e, portanto in-
viabilizacdo funcional apds o processo de congelamento e
descongelamento (Aldridge et al. 1998, Gomes 2008).
Gomes (2008), encontrou 878.466 células/mL no co-
lostro de primeira ordenha de fémeas bovinas holandesas,
sendo estas representadas em sua maioria por macréfagos
e células epiteliais, seguidas numericamente por linfocitos
e neutréfilos. E reconhecido que os macréfagos possuem
alta capacidade de produgao das citocinas IL-1, II-6, TNF-«
e IFN-y (Tizard 2008, Bannerman 2009), demonstrando-se
indiretamente que os leucdcitos presentes no colostro fres-
co, absorvidos via epitélio intestinal (placas de Peyer) (Lie-
bler-Tendrio et al. 2002) sdo capazes de produzir citocinas
(Barrington & Parish 2001) no periodo que se encontram
circulantes no sangue dos bezerros, ou seja cerca de trés
a cinco semanas pds-ingestdo do colostro (Cortese 2009).
0 aquecimento do “pool” de colostro em banho-maria a
37°C para o fornecimento aos bezerros do grupo G2 pode
ter interferido na concentragdo final das citocinas avalia-
das. Ressalta-se que a mensuragdo das citocinas no “pool”
de colostro foi realizada utilizando-se uma aliquota retira-
dalogo apds a mistura dos colostros, sendo posteriormente
congelada a -80°C até o momento da realizagdo do teste de
ELISA, destacando-se que ndo foram aliquotadas amostras
deste “pool” de colostro ap6s o aquecimento em banho-ma-
ria a 37°C o que nao permite a comprovacao da hipotese de
um efeito decorrente do aquecimento. Nao foram encontra-
dos trabalhos descrevendo a possivel influencia desse tipo
de tratamento em colostro bovino, entretanto, Ewaschuk et
al. (2011) analisaram o comportamento das taxas de citoci-
nas IL-1f3, IFN-y e TNF-a ap6s congelamento, aquecimento
e pasteurizacdo de um “pool” de leite humano. Verificaram
que apds a pasteurizagio a 62,5°C durante 30 minutos
ocorreu decréscimo acentuado na concentragido dessas ci-
tocinas. A elucidagido da diferenca entre as transferéncias
de citocinas via colostro fresco materno e “pool” de colos-
tro para os bezerros do grupo G1 e G2, respectivamente,
parece estar vinculada ao manejo que o “pool” de colostro
recebeu, resultando em diminui¢do da qualidade imuno-
légica dos colostros que o compunham, seja pela lise das
células leucocitarias, seja pela possivel perda de citocinas.
Ressalte-se a necessidade de que frente aos conhecimentos
atuais dos componentes imunolégicos do colostro mais tra-
balhos sejam realizados determinando a concentragdo de
citocinas no colostro ap6s o congelamento e aquecimento
em banho-maria, pois sdo praticas corriqueiras usadas no
manejo e conservacgio do colostro. Em relacdo a possiveis
recomendacdes sobre a colostragem em fazendas leiteiras,
deve-se privilegiar o fornecimento do colostro fresco ma-
terno aos bezerros recém-nascidos, na impossibilidade de
tal manejo, observar rigorosamente para que o aquecimen-
to do colostro ndo ultrapasse a temperatura de 37°C, para
evitar a suposta volatilizagdo ou destruicao das citocinas.
0 grupo G3, que nao recebeu colostro, mamando apenas
leite em po reconstituido durante os quinze dias p.n., ndo
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apresentou concentragoes detectaveis das citocinas avalia-
das em nenhum dos momentos mensurados, corroborando
com a hipotese de que essas citocinas pro-inflamatorias en-
contradas nos primeiros 15 dias de vida dos bezerros sdo
provenientes do colostro.

Pode-se concluir que as citocinas IL-1f3, 11-6, TNF-a e
IFN-y mensuradas no sangue de bezerros até 15 dias de
vida sdo provenientes do colostro ingerido, uma vez que os
bezerros do grupo que ndo mamou colostro, ndo apresenta-
ram concentracdes medianas detectaveis para as mesmas.
Quanto as diferencas na concentragdo das citocinas no san-
gue dos bezerros alimentados com colostro fresco (G1) ou
com “pool” de colostro (G2), a concentragdo maior das refe-
ridas citocinas nos tempos mensurados presente no grupo
G1 em relacdo aquelas do grupo G2 esta provavelmente re-
lacionada com a presenca de células no colostro fresco, e a
sua capacidade de produzir citocinas (Barrington & Parish
2001), fato que ndo ocorreu no “pool” de colostro subme-
tido ao congelamento e aquecimento em banho-maria (Al-
dridge et al. 1998, Gomes 2008).
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