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RESUMO

A fim de seavaliar o efeito da vacina contra brucel ose sobre o teste de reducéo do tetrazdlio nitroazul (NBT), uma
Unica dose da vacina contra brucelose bovina (Brucel-Vet, Biovet) foi aplicada em 13 bezerras. As amostras a serem
processadas e avaliadas paraostestes NBT estimulado (E) e NBT néo estimulado (NE) foram col hidas antes da aplicagéo
da vacina, bem como no 1°, 15° e 30° dias apbs a vacinagdo. N&o foi verificada interferéncia da vacinagéo sobre o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos para a prova NBT NE (p > 0,05). Um dia apds a vacinagdo, associado a uma
leucocitose por neutrofilia, ocorreu um aumento significativo (p = 0,02) dosvaloresdaprovaestimulada (NBT E). N&o foi
observada correlagdo significativaentre o teste de redugcdo do NBT e as varidvei s taxa plasmatica de fibrinogénio e titulo
de anticorpos para brucel ose. Os resultados permitem concluir que a vacinagao contra brucel ose em novilhas causa uma
interferéncia transitéria (24 horas apds) sobre o teste estimulado de reducéo do NBT, porém ndo sobre a capacidade
espontanea do neutrdéfilo reduzir o NBT.

PALAVRAS-CHAVE: Metabolismo oxidativo. Fibrinogénio. L eucograma. Vacinas. Bovinos.

SUIMMARY

Aiming at evaluating the effect of brucellosis vaccine on the nitroblue tetrazolium reduction test (NBT), one dose
of brucellosis vaccine (Brucel-Vet, Biovet) was given to 13 female calves. The samplesto be processed and evaluated for
stimulated (S) NBT and non-stimulated (NS) NBT tests were drawn before vaccine application, aswell as on the 1%, 15",
and 30" days after vaccination. Interference of the vaccination on the oxidative metabolism of the neutrophils was not
verified for NSNBT test (p > 0.05). On the next day after vaccination, there was a significant increase (p = 0.02) of the
stimulated proof values (S NBT) associated with aleukocytosis by neutrophilia. No meaningful co-relation between the
NBT reduction test and the variable plasmatic rate of fibrinogen and antibody titer for brucellosiswas noticed. The results
allowed concluding that the vaccination of calves against brucellosis causes a transitory interference (24 hours later) on
the stimulated NBT reduction test, but not on the spontaneous capacity of the neutrophils to reduce the NBT.

KEY-WORDS: Oxidative metabolism. Fibrinogen. L eukogram. Vaccine. Bovine.
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RESUMEN

Con €l finde evaluar € efecto de lavacuna contrabrucel osis sobre el teste de reduccion del azul de nitro-tetrazolio
(NBT), una Unica dosis de la vacuna contra brucelosis bovina (Brucel-Vet, Biovet) fue aplicada en 13 becerras. Las
muestras, procesadasy evaluadas paralostestesNBT estimulado (E) y NBT no estimulado (NE), fueron colectadas antes
delaaplicaciondelavacunay 1, 15y 30 diasdespués de lavacunacién. No fue verificadalainterferenciadelavacunacién
en el metabolismo oxidativo de los neutréfilos en laprueba NBT NE (p > 0,05). Un diadespués de la vacunacion ocurrié
aumento significativo (p = 0,02) delosvaloresdelapruebaestimulada(NBT E), en asociacion aleucocitosis por neutrofilia.
No se observo correlacion significativa entre el teste de reduccion del NBT vy las variables tasa plasmética de fibrindgeno
y titulo de anticuerpos para brucelosis. Los resultados permiten concluir que la vacunacién contra brucelosis en novillas
causainterferenciatransitoria (24 horas después) sobre el teste estimulado de reduccion del NBT, sinembrago no interfiere
en la capacidad espontanea del neutrdfilo de reducir el NBT.

PALABRAS-CLAVE: Metabolismo oxidativo. Fibrindgeno. Leucograma. Vacunas. Bovinos.

INTRODUCAO

Por asuagrande capacidade migratéria, fagocitica
e bactericida, os neutréfilos sdo usua mente denominados
soldados de defesa do organismo. Quando estimulados
por mediadores inflamatérios, os neutrdfilos sofrem uma
grande ativagdo de seu metabolismo oxidativo, a
denominada “explosdo respiratéria’, que resulta num
intenso consumo celular de energia e oxigénio, gerando
substéncias oxidantes com alto poder bactericida, viricida
e fungicida, como superéxido, peroxido de hidrogénio e
radicaishidroxil (CASIMIRe TEAHAN, 1994, ZINKL e
KABBUR, 1997). ONBT éum corante supravital amarelo-
claro, que se transforma em formazan, cuja coloragéo é
azul-escura, mediante sua reducdo pelo superoxido
produzido pelo metabolismo oxidativo dos neutrofilos
(MILLER eKAPLAN, 1970). O principiodotestede NBT
baseia-se no fato de que esse superéxido, por reducéo,
transformao tetrazélio incol or em formazan, que pode ser
visualizado dentro do citoplasma de neutrdéfil os redutores
pelamicroscopiadtica(PARK e GOOD, 1970).

Em 1977, Sarae Dwaraknath realizaram o testede
redugdo do NBT em bovinos e constataram que a
porcentagem de neutrdfilos NBT-redutores de 20 fémeas
da espécie bovina, clinicamente sadias, variou entre2 e 5
%. Costa e Kohayagawa (2000) determinaram que, em
bovinos da raca Nelore, a porcentagem média de
neutrofilos redutores de NBT na prova néo estimulada e
estimulada é de 6 e 12, respectivamente. Ja Couto €t. al.
(2001) observaram que em bovinos sadios a porcentagem
meédia de neutrdfilos redutores de NBT para a prova ndo
estimuladafoi de 2,03%.

Alguns trabahos, realizados em outras espécies
gue ndo a bovina, tém demonstrado interferéncia das
diversas préticas de vacinacdo no teste de redugéo do
NBT. Em camundongosvacinados com Plasmodiumyoe li
e Plasmodium chabaudi (DOCKRELL et a., 1986), em
ovelhas vacinadas com Listeria atenuada (NOWACKI et
al., 1991) eem peixes(MUNOZ et &l ., 2000) foi observado

gue a porcentagem de neutréfilos redutores de NBT
aumentou logo em seguida a vacinacao.

Por outro lado, o trabalho realizado por Gallego e
Lapena (1990) em caprinos vacinados e inoculados
experimentalmente com Brucella melitensis ndo mostrou
qualquer influéncia pds-vacinagdo sobre o metabolismo
oxidativo dos neutréfilos. Avdeeva et al. (1993)
constataram que, apds a vacinacdo de humanos contra a
leptospirose, os valores de neutrdéfilos redutores de NBT
diminuiram. Deptula e Gorecka-Odkaza (1994) também
verificaram um efeito inibidor sobre o metabolismo
oxidativo dos neutrdéfilos em coelhos imunizados com C.
psittaci inativada.

Embora na espécie bovina seja muito comum a
prética de vacinagdo a fim de garantir a imunidade dos
rebanhos, ndo ha na literatura estudos que relatam a
influéncia das vacinas no teste de reducdo do NBT em
bovinos. Considerando o provavel estimulo das
vaci nagles sobre 0 metabolismo oxidativo dos neutréfilos
€, como conseqiiéncia, sobre os testes laboratoriais que
avaliam esse metabolismo, o presente trabalho visa
contribuir para melhor interpretacéo do teste de reducéo
do NBT em bovinos, avaliando o efeito da vacina contra
brucelose bovina sobre esse teste.

MATERIAL E METODOS

Apb6sum examefisico geral, conforme preconizado
por Feitosa (2004), foram sel ecionadas 13 fémeas daraca
Holandesa, com nove meses de idade, consideradas
clinicamente sadias e que apresentaram valores do
leucogramaefibrinogénio plasmatico normais. Asnovilhas
receberam uma Unica dose da vacina contra brucelose
bovina, amostra B19¢, por via subcutanea. Utilizando-se
agulhas hipodérmicas descartéveis 25 x 8 mm préprias
paratubos com vécuo, de cadaanimal, colheram-se 10 mL
de sangue antes da aplicacdo da vacina, um dia, 15 e 30
dias ap6s a vacinacdo, dos quais 0,5 mL foi
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acondicionados em frascos plésticos estéreis contendo
10U deheparinasidice?, afim deredizar otestede reducgéo
do NBT, e outro 0,5 mL de sangue foram acondicionado
em frasco de plastico contendo 5 mg de EDTA-sddico,
com fins de redlizar o leucograma e a determinagéo da
concentracdo plasmética de fibrinogénio. As amostras
sangliineas foram mantidas refrigeradas até 0 momento
do processamento laboratorial.

Teste de reducao do tetrazolio nitroazul (NBT):

Os testes de reducdo esponténea e estimulada do
NBT foram realizados pelo método citoquimico descrito
por Park et al. (1968), modificado por Ciarlini (1998):
Reconstituem-se frascos contendo 1mg de tetrazolio
nitroazul (NBT) tamponado’ com 1.000mL de agua
destilada. Utilizando-se uma pipeta automatica,
transferiram-se 25mL dasolucdo deNBT paradoisfrascos
tipo “ Eppendorf”, identificadoscom o niUmero dasamostras
e as letras NE, destinado ao teste ndo-estimulado, e E,
destinado ao teste estimulado, no qual adicionaram-se
2,5mL de estimulante? constituido de extrato bacteriano
inativado. Utilizando-se pipetas com ponteiras plésticas,
adicionaram-se 2,5 mL de sangue heparinizado e
homogeneizado nos frasco NE e E. Apés a mistura do
sangue heparinizado aos reagentes, incubaram-se 0s
frascos a 37°C por 10 minutos em banho-maria e a
temperatura ambiente por outros 10 minutos. Utilizando-
se laminas limpas e desengorduradas com &cool e éter,
prepararam-se dois esfregagos com o contelido de cada
um dos frascos. Apos secagem, 0s esfregacos foram
corados com corante hematol 6gico panético rapido
comercial®. A porcentagem de células redutoras de NBT
foi estabelecida a partir da contagem de 100 neutrdfilos.
Considerou-se 0 neutréfilo reativo aquele que
apresentasse qualquer granul o intracitoplasmético de cor
azul anegro.

Leucograma:

A contagem total de leucdcitos foi realizada
manual mente utilizando-se cdmarade Neubauer eliquido
diluidor de Tirk. A contagem diferencial de 100 leucécitos
foi feita em esfregagos sangiiineos tingidos com corante
hematol 6gico pandtico rapido comercial*, segundo as
recomendacOes e os critérios de Jain (1986).

Concentracdo do fibrinogénio plasmatico:

A concentragéo de fibrinogénio plasmatico foi
determinada pelo método indireto de precipitacdo pelo
calor (56 - 580 C) e com leitura feita em refratdbmetro™,
conforme preconizado por Jain (1986).

Determinacdo de anticorpos para brucelose:

A determinaco de anticorpos para brucelose foi
feita pelo método de soroaglutinagéo rgpida - prova de
Huddleson utilizando-se antigeno't,

conforme preconizado por Corréae Corréa(1992).

Analises estatisticas

Para todas as analises, nos quatro diferentes
momentos experimentais (M0, M1, M2 e M3), foram
determinadas as médias e as medianas como medidas de
tendéncia central e as amplitudes, desvios-padréo e os
coeficientes de variagdo, como medidas de dispersao.

Apos o estudo da distribui¢do das variaveis
guanto a normalidade e homocedasticidade, conforme
preconizado por ZAR (1984), paraacomparagdo entre 0s
momentos experimentais, foi utilizado o teste nao-
paramétrico de Friedman e de Dunn. Paraaverificagdo da
correlacdo, foi utilizado o teste de Spearman. As andlises
estatisticas supracitadasforam reali zadas por um programa
estatistico'?.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os titulos de anticorpos para brucelose 15 e 30
diasapdsavacinagdo foram significativamente superiores
aos obtidos nos demais momentos (Tabela 1). Segundo
Corréa e Corréa (1992), a IgM, produzida decorrente da
vacinagdo, baixaem 30 dias aproximadamente. Entretanto,
deve ser considerado que o teste de soroagl utinago rapida
é inespecifico, detectando a IgM oriunda de outros
estimulos, além dovacina (TIZARD, 2002).

Allen et a. (1996) descreveram um aumento do
nimero total de leucécitos e do nimero absoluto de
neutrofilos logo apds a vacinagdo em bezerros. No
presente estudo, um dia apds a vacinagdo, 0s animais
apresentaram aumento significativo dos valores de
leucdécitostotais (p = 0,006) e de neutrdéfilos absolutos (p
<0,0001), entretanto parao nimero delinfécitos absol utos
ndo houve diferenca significativa entre 0s momentos
(Tabela2), asemelhanga das observagdesfeitas por outros
autores(ALLEN et al., 1996). Acreditamos queleucocitose
por neutrofilia no primeiro dia experimental esta
relacionada ao processo febril observado logo apés a
vacinagao.

Osval ores médios das porcentagens de neutrofilos
redutores de NBT antes da vacinag&o foram semelhantes
aos observados por Couto et al. (2001), porém inferiores
aos obtidos por Sara e Dwaraknath (1977) e por Costa e
K ohayagawa (2000) para bovinos sadios (Tabela 1). No

! Brucel-Vet, Biovet, Sdo Paulo - Brasil.

2 NBT Vial, Catalog n.° 840-10, SIGMA DIAGNOSTICS® St.
Louis, USA.

3 STIMULANT, Catalog n.° 840-15, SIGMA DIAGNOSTICS® S$t.
Louis, USA.

! Instant-Prov, NEWPROV, Pinhais- PR.

2 Refratometre ATAGO ™~ SPR-T2, ATAGO Co., LTD, Japan.

3 Antigeno para diagndstico rpido de brucelose, Instituto Bioldgico
— Secretaria de Agricultura e Abastecimento — S80 Paulo, Brasil.

4 SAS/ISTA Software, Statistical Analysis System Institute, 1997,
USA.
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Tabela 1 - Resumo da andlise estatistica dos valores de
neutrofilos redutores do NBT na prova ndo
estimulada (NBT-NE) eestimulada(NBT-E) e
da titulac@o da reagdo de soroaglutinagédo
rapida em novilhas daraga Holandesa antes e
ap6s imunizacdo com Brucella abortus -

amostraB19.
Dias Pos Vacinagio Média Mediana Desvio Padrio
0 03 0a 0,6
NBT - NE 1 0,9 10a 1,0
% 15 0,6 Oa 0,9
30 1,0 1,0a 12
0 12 0a 2,0
NBT-E 1 34 3,0b 2,5
% 15 23 2,0 ab 2,0
30 3,0 3,0ab 1,5
0 0 Oa 0
TITULO 1 0 0a 0
15 3615 200 b 272,5
30 96,2 100 b 55,8

* Letras ndo coincidentes na mesma coluna indicam diferenca
estatistica (p<0,05).

Tabela 2 - Resumo da andlise estatistica dos valores de
fibrinogénio plasmético, contagem total e
diferencial de leucécitos: neutrofilos,
eosindfilos, basofilos, linfdcitos e mondcitos
de novilhas da ragca Holandesa antes e apos
imunizagdo com Brucella abortus - amostra

B19.
Dias apds a vacinacio Média Medi Desvio Padrao
0 40,0 40,0 a 10,0
Fibrinogénio 1 50,0 50,0 ab 10,0
gL 15 30,0 30,0a 20,0
30 70,0 70,0 b 20,0
0 15,8 15,3 ab 35
Leucdcitos totais 1 21,5 219a 3,7
x10°/L 15 14,2 11,9 ab 43
30 134 14,0 b 34
0 3,1 2,8a 1,2
Neutrdfilos 1 8,3 8,0b 2,5
x10°/L 15 3.1 34a 1,7
30 2,2 2,0a 0,9
0 0,5 04a 0,6
Eosindfilos 1 0,6 03a 0,8
x10°/L 15 0,6 06a 04
30 0,5 04a 0,4
0 02 0,1a 0,2
Basdfilos 1 0,1 Oa 0,1
x10°/L 15 0 0a 0,1
30 0 Oa 0
0 11,5 10,3 a 33
Linfocitos 1 83 8,0a 2,5
x10°/L 15 10,1 91a 34
30 10,1 9,6 a 33
0 0,5 04a 0,5
Mondcitos 1 03 03a 0,4
x10°/L 15 0,2 02a 02
30 0.5 03a 0,4

* Letras ndo coincidentes na mesma coluna indicam diferenca
estatistica (p<0,05).

presente estudo, a variagdo do nimero de neutréfilos
reativosao NBT no momento pré-vacinal esteveentreOe
2%, enquanto que os valores descritos por Sara e
Dwaraknath (1977) variaram de 2 a5%. Osval oresde Costa
e Kohayagawa (2000) tiveram média de 6% paraa prova
nado estimulada e 12% para a prova estimul ada, enquanto
no presente trabalho as médias de neutrdfilos redutores
de NBT para o MO foram de 0,3% para a prova nao
estimulada e 0,8% paraaprovaestimulada. Tal diferenca
deve-se provavel mente ao fato de o tempo de incubagéo
edeoscritériosdeleituradasreacesdereducéo doNBT
utilizados no presente trabalho ndo serem os mesmos
adotados por Costa e Kohayagawa (2000) e Sara e
Dwaraknath (1977). Couto et al. (2001) observaram quea
porcentagem médiade neutrdfilosredutoresde NBT para
aprovanao estimuladafoi de 2,03% parao animaissadios.

Decorridos 15 dias ap6s a vacinagdo, houve um
declinio da porcentagem de células redutoras de NBT no
teste ndo estimulado, coincidindo com o pico de produgdo
de anticorpos frente a uma primo vacinagéo (Figura 1).
Avdeevaet a. (1993) também observaram umadiminui¢do
da capacidade de os neutréfilos reduzirem o NBT em
humanos vacinados contra |eptospirose.

Em outras espécies que ndo abovina (DOCKRELL
etal., 1986, NOWACKI etal., 1991, MUNOZ et al., 2000)
foi observado que aporcentagem de neutréfilosredutores
de NBT aumenta em seguida a vacinacdo. No presente
estudo ndo foi verificada interferéncia da vacina contra
brucelose na prova néo estimulada de reducéo do NBT,
concordando com as observagdes feitas anteriormente
nos estudos de Gallego e Lapena (1990).

— 4 — nbt-ne
® nbt-e
Titulo
g 40 — 400
g 357 350
3 30+ 300
B :
ok 25+ — 250 «
2Z 20 200 3
‘g 315+ 150 F
& 10+ e ___-n 100
g 05+ -7 il 50
N 0,0 —————— } } 1 0
0 1 15 30

Dias pos vacinagao
* Diluigdo que apresentou aglutinagdo completa

Figura 1 - Valores médios da porcentagem de neutrofilos
de bovinos redutores de NBT nas provas ndo
estimulada (nbt-ne) e estimulada (nbt-€) e dos
titulos obtidos pela prova de soroaglutinagéo
rapidaparabrucel ose, antes e apdsimunizagdo
com vacina Brucella abortus - amostra B19.
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Ja para a prova estimulada, observou-se um
aumento significativo (p = 0,02) da porcentagem de
neutrdfilos redutores de NBT apds um dia da vacinagdo
(Tabela 1). Esse aumento de reducdo de NBT na prova
estimulada coincidiu com a reag8o vacina que ocorreu
nas primeiras horas pds-vacinagdo. A maioriadosanimais
apresentou nesse periodo um quadro febril e edema no
local daaplicacdo davacina. O aumento da concentragéo
plasméticadefibrinogénio em M 1 coincidiu com aelevagéo
do nimero de neutréfilos redutores do NBT na prova
estimulada, entretanto 30 dias apds avacinagao observou-
se uma elevagdo maior desta proteina (Figura 2) sem que
houvesse um aumento significativo de reduc@o do NBT
(Tabelal). Asvariagbesdataxadefibrinogénio plasmatico
e do titulo de anticorpos para Brucella ap6s a vacinagdo
ndo apresentaram correlacdo significativa com o teste
estimulado do NBT (Tabela 2). Deve-se considerar que
durante esse periodo, aém do fibrinogénio, aelevagéo de
outras proteinas de fase aguda (proteina C reativa,
ceruloplasmina, haptoglobinaetc) podetornar o neutréfilo
mais sensivel aativagdo induzidapelo estimulo “in vitro”
daprovaestimulada (NBT-E), o que explicariaos valores
mais elevados de NBT-E um dia apds a vacinagéo.

—e— nbt-ne

— - — nbt-e
fibrinogénio
4,0 + +08
3,5 + A
[ ’ R -
8230 - 1062
5 1 A . £
g 3 2,5 oot =z o
S o N L’ R L N ‘e
2 3 2,0 K - 0,4 ‘g
o8 15+ A o
° 3 £
=% 107 T02%
S 05+ &
0,0 1 1 1 0,0
0 1 15 30

Dias pés vacinagao

Figura 2 - Valores médios da porcentagem de neutréfilos
de bovinos redutores de NBT nas provas ndo
estimulada (nbt-ne) e estimulada (nbt-€) e da
concentracéo plasmatica de fibrinogénio,
antes e apGs imunizagdo com vacina Brucella
abortus - amostraB19.

CONCLUSAO

» O metabolismo oxidativo dos neutrdfilos avaliado pelo
teste de reducdo esponténea do NBT n&o sofre a
influénciadaaplicacdo de vacinaparaBrucella abortus
em novilhas da raga Holandesa.

» O metabolismo oxidativo dos neutrdfilos avaliado pelo
teste estimulado de reducéo esponténea do NBT &
influenciado pela aplicag@o de vacina para Brucella
abortus em novilhas da raga Holandesa.
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