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QUANTIFICACAO DE CITOCINAS NO CONTEUDO ABOMASAL DE
BOVINOS DE CORTE NA PRESENCA OU AUSENCIA DE ULCERACAO
GASTRICA

RESUMO - Eros0es e Ulceras sdo achados comuns no abomaso e causam
preocupacao econdémica nos mais variados sistemas de producdo de gado.
Muitos fatores podem predispor ao aparecimento de Ulceras e acimulo de gases
no abomaso, incluindo alimentos grosseiros, estresse ambiental, deficiéncias de
vitaminas e minerais e infec¢cBes bacterianas. Essas Ulceras podem ser
subclinicas, sendo descobertas nas necropsias ou apos o abate do animal, ou
levarem a reducdo da motilidade do 6rgéo, prejudicando o fluxo do seu contetdo
e causando transtornos digestivos graves e até ao aparecimento de sindromes
semelhantes a indigestao vagal. Existem informacdes a respeito da resposta do
sistema imune na maior parte das mucosas do trato gastrintestinal de né&o-
ruminantes e ruminantes, porém sao raras a respeito do abomaso. Os objetivos
desse estudo foram detectar os niveis de citocinas (IL-17A, IFN-y, TNF-q, IL-10,
IL-6, IL-4, IL-2) no conteudo abomasal em bovinos de corte, determinar o perfil
Thl ou Th2 dessas citocinas em animais com ulceras de grau 1 e 2 na regiao
cardica abomasal e comparar esses valores com 0s niveis de citocinas de
animais sem ulceras (controle), em amostras colhidas em abatedouro, para
auxiliar na compreensdo da fisiopatologia do processo inflamatério local. A
avaliacdo macroscopica e a classificacdo das Ulceras foi realizada por meio de
exames visual e histolégico em amostras de tecidos da parede da regido cardica
abomasal ulcerada. Os niveis de citocinas produzidas do liquido abomasal dos
animais com ou sem ulceras foram avaliados por citometria de fluxo (método
Cytometric Bead Array). As citocinas citadas foram detectadas no liquido do
abomaso dos bovinos. Nao houve diferenca na liberagdo das citocinas entre 0os
grupos com ulceras e o grupo sem Uulcera, indicando um equilibrio entre perfis
Thl e Th2 da resposta inflamatoria.

Palavras chave: Ulceras gastricas - abomaso; células Thl; células Th2;

citometria de fluxo.



CYTOKINE LEVELS IN THE ABOMASAL FLUID IN THE PRESENCE OR
ABSENCE OF GASTRIC ULCERS IN BEEF CATTLE

ABSTRACT - Erosions and ulcers are common findings in the abomasum and
cause economic concern in several livestock production systems. Many factors
may predispose to ulcers and bloat in the abomasum, including roughage,
environmental stress, deficiencies of vitamins and minerals and bacterial
infections. These ulcers may be subclinical and are found during necropsy or
after slaughter, or lead to reduction of abomasal motility, hindering the flow of
your content and causing serious digestive disorders and even the appearance
of syndromes similar to vagal indigestion. There are some studies evaluating the
immune system response in most of the mucous membranes of the
gastrointestinal tract of non-ruminants and ruminants, but rarely related to the
abomasum. The aims of this study were to investigate the levels of cytokines (IL-
17A, IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2) in the abomasal fluid of beef cattle, to
determine the Thl or Th2 profile of these cytokines in animals with types 1 or 2
ulcers located in the abomasal cardic region and to compare these levels with
those of animals without ulcers (controls), in samples collected in an abbatoir, to
help to the understand the pathophysiology of the local inflammatory process.
Ulcers from the abomasal cardic region were macroscopicaly evaluated, then
classified by histology. Cytokine levels in the abomasal fluid from animals with or
without ulcers were evaluated by flow cytometry (Cytometric Bead Array).
Cytokines were detected in the abomasum fluid of cattle. There was no difference
in the release of cytokines between groups, indicating a balance between Thl

and Th2 profiles of the inflammatory response.

Keywords: gastric ulcers - abomasal; Thl cells; Th2 cells; flow cytometry.
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| INTRODUCAO

O manejo cada vez mais intensivo dos bovinos, na busca de aumentos de
produtividade, leva ao aumento da frequéncia e variedade das doencas do
sistema digestivo e dentre elas as do abomaso. Ulceras do abomaso s&o vistas
em animais de todas idades e cruzamentos, mas S&0 mais comuns em animais
em manejo intensivo (TRENT, 2004).

As mucosas do trato gastrointestinal dos ruminantes e ndo ruminantes
estdo em constante contato com uma gama muito grande de microrganismos e
séo continuamente desafiadas por eles. O trato gastrointestinal tem o papel de
absorcao de nutrientes e € a primeira linha de defesa do organismo ao mesmo
tempo. LesBes nessa mucosa levam a uma diminuicdo dessa capacidade de
defesa (CURFS et al., 1997; DILDA et al., 2012; DOMMETT et al., 2005).

Ulceras e erosbes sdo achados comuns no abomaso dos bovinos. Muitos
fatores podem predispor ao aparecimento dessas lesdes, dentre eles os
alimentos grosseiros, estresse ambiental e de manejo, deficiéncias de vitaminas
e minerais e infeccbes bacterianas (MARSHALL, 2009; MILLS et al., 1990;
NIEHALS, 2008), além de dietas ricas em gréos, precipitacdo pluviométrica e
adubacao das pastagens, que vao determinar a qualidade da forrageira — maior
ou menor quantidade de fibra, uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais, leucose
bovina a virus e secundariamente aos deslocamentos de abomaso
(RADOSTITS, 2002). Tumores na parede do abomaso também sdo descritos
como causa de Ulceras abomasais perfurantes e peritonite difusa (PALMER;
WHITLOCK, 1983; SASAKI et al., 2012).

Sado lesbes que causam preocupacdo econdmica principalmente nos
sistemas de criacdo de bezerros, mas aparecem nos animais submetidos a todos
os sistemas de producéo de gado de corte e leite, interferindo negativamente na
performance dos animais (MARSHALL, 2009).
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Muitos microrganismos tém sido isolados das Ulceras de abomaso tais
como Escherichia coli, Sarcina spp e Clostridium perfringens, porém nao se tem
ainda comprovada uma relacado semelhante dessas bactérias como a que ocorre
entre Helicobacter pylori e Ulceras géastricas em humanos (HUND et al., 2015;
MARSHALL, 2009; MILLS et al., 1990).

Essas lesbes podem causar atonia ruminal, diminuicdo da producéo de
fezes, aumento da frequéncia cardiaca, cetonudria ou albumindria, sem alteracao
da temperatura corpérea (DUKES, 1996). Nas ulceras ndo perfurantes os sinais
clinicos podem ser anorexia parcial, diminuicdo da atividade ruminal, sangue
oculto positivo no exame fecal. Além dos sinais clinicos anteriores, nas Ulceras
ndo perfurantes com hemorragias acentuadas observam-se anemia, mucosas
palidas, melena, taquicardia, extremidades frias. Havendo perfuracdo, pode
haver peritonite local ou difusa, acompanhada de sinais clinicos que vao desde
anorexia total, hipertermia, seguida de hipotermia, motilidade ruminal bastante
comprometida, ou até ausente, dor abdominal, choque e decubito terminal
(GUARD, 2006).

A perfuracdo do abomaso causada pelas ulceras € tida como importante
causa de morte subita em ruminantes. Mesmo as ulceras ndo perfurantes sao
causas comuns de sangramentos, debilidade, anemia e até mesmo a morte
(CASTEEL; TURK, 2006). Alguns autores citam as Uulceras de abomaso
subclinicas (néo perfurantes, ndo hemorragicas) como as de ocorréncia mais
comum, achadas em necropsias e animais abatidos em frigorificos, ocorrendo
secundarias a outras doencas (TULLENERS; HAMILTON, 1980), e que a morte
devido a elas é incomum (WELCHMAN; BAUST, 1987, apud MUELLER et al.,
1999).

O principal achado de necropsia € a lesdo da parede do abomaso.
Quando ha necrose do abomaso ha alteracfes no fluxo pilérico e do abomaso,
0 que leva a sindromes parecidas a indigestdo vagal. Isso ocorre com frequéncia
nas tentativas de correcao cirargica de deslocamentos do abomaso (SATTLER

et al.,, 2000), e tratamento medicamentoso raramente € utilizado sozinho na
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correcdo dos deslocamentos de abomaso, sendo comumente associados a
cirurgia (NIEHALS, 2008).

Ha informacBes sobre a resposta do sistema imune na mucosa do
aparelho gastrointestinal da maioria das espécies animais, ruminantes e nao-
ruminantes (DOMMETT et al., 2005; TREVISE, 2014). Entretanto, a respeito da
resposta do sistema imune no conteddo do abomaso ndo foram encontradas

informagdes na literatura consultada.
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Il REVISAO DE LITERATURA

Ulceras de abomaso sdo lesdes que penetram toda a espessura da
mucosa, podendo se estender até a submucosa, muscular externa e serosa,
podendo ser Unicas ou multiplas, variando de tamanho (MARSHAL, 2009;
TARNAWSKI,1993; TARNAWSKI, 2005). Podem ser definidas como um
processo de autodigestao da mucosa pela acdo dos acidos gastricos, quando o
equilibrio entre processos protetores e destrutivos estd alterado (MARSHAL,
2009; THARWAT; AHMED, 2012; TRENT, 2004). Sao atualmente classificadas
em quatro tipos: 1) Ulceras nao perfurantes; 2) uUlceras nédo perfurantes, com
sangramento; 3) Ulceras perfuradas com peritonite localizada; 4) ulceras
perfuradas com peritonite difusa (MARSHALL, 2009; RADOSTITS, 2002;
TRENT, 2004). Na anadlise histopatoldgica observa-se duas estruturas principais
compondo a ulcera: uma margem formada por epitélio ndo necroético nas bordas
e, na base do tecido conjuntivo, tecido de granulacdo com presenca de
fibroblastos, macréfagos e neovascularizagdo (TARNAWSKI, 1993;
TARNAWSKI, 2005).

A isquemia da mucosa desencadeia 0 processo de necrose que da origem
as ulceras, havendo formacéo de radicais livres e restricdo de fornecimento de
nutrientes ao tecido. Isso acontece pela ocorréncia de trombos, constricdo de
vasos e microvascularizacdo (TARNAWSKI et al., 1995).

Ha liberacéo de leucotrieno B pela necrose tecidual, atraindo leucécitos e
macréfagos que vao fagocitar o tecido necrosado e liberar citocinas pro-
inflamatdérias como o TNF-a, IL-1a e IL-1[B. Estas, por sua vez, vao promover
ativacao de fibroblastos locais, células endoteliais e epiteliais (CLARK, 1996,
apud TARNAWSKI, 2005).

O processo de cicatrizacao das Ulceras € complexo e envolve migracao e
proliferacdo celulares, reepitelizacdo, angiogénese e deposicdo de matriz

extracelular, levando a formacao da cicatriz. Esse processo € controlado por
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fatores de crescimento, fatores de transcricéo e citocinas (COTRAN et al., 1999;
TARNAWSKI,1993; TARNAWSKI, 2005).

Em Ulceras géstricas de ovinos, observou-se um moderado infiltrado
inflamatoério na Iamina propria com necrose coagulativa e infiltragdo de células
inflamato6rias na mucosa, nas reacg6es inflamatérias agudas e nas cronicas, com
reduzido nimero de glandulas tubulares (JASSIM, 2014).

Células epiteliais dos pré-estbmagos do bovino podem reconhecer e
responder a fermentagcbes com potencial de causar problemas. O
reconhecimento dessas situacdes e a resposta sdo modulados por receptores e
moléculas sinalizadoras do sistema imune inato e a precisa caracterizacao das
vias pelas quais ocorrem deve ser tema prioritario para a pesquisa animal, pois
uma resposta inflamatoria descontrolada pode trazer sérias ameacas a saude do
animal (TREVISE et al., 2014).

Em humanos, peptideos antimicrobianos (defensinas, catelicidinas e
lisozimas) produzidos na mucosa do trato gastrointestinal sdo importantes
barreiras contra microrganismos, podendo atuar individualmente ou sinalizando
para a atuacéo dos varios componentes do sistema imune inato ou adaptativo
(DOMMETT et al., 2005).

Uma resposta imune local pode afetar tecidos linfoides em locais distantes
no organismo (DURAMAD et al., 2005; TREVISE et al., 2009). Proteinas de fase
aguda (Haptoglobina, Proteina Amiléide Sérica A, Proteina Ligadora de
Lipopolissacarideo e Glicoproteina Acida 1a) foram detectadas nas mucosas dos
pré-estbmagos e abomaso de bovinos, indicando possivel capacidade de
geracdo de resposta local de fase aguda nos processos inflamatorios,
contribuindo para a regulacdo da resposta imune inata contra bactérias e
parasitas (DILDA et al., 2012).

Quando a barreira das mucosas é rompida, como na ocorréncia das
Ulceras, o local torna-se facil porta de entrada para microrganismos. Ao
penetrarem a barreira das mucosas vao encontrar as defesas imunoldgicas do
organismo que iniciardo uma reacao inflamatoria com importante participacao de
citocinas (CURFS et al., 1997).
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Citocinas sd@o produzidas e liberadas pelas células em resposta a
presenca de antigenos, microrganismos ou morte celular com necrose, sendo
importantes no processo de cicatrizacdo tecidual. S&o polipeptideos ou
glicoproteinas extracelulares e hidrossoltveis (ABBAS et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2011; TARNAWSKI, 2005; TREVISE et al., 2014). Estas conduzem a
resposta inflamatoria aos locais das infec¢des ou lesdes, promovendo condigdes
para a cicatrizacao da ferida. Porém, a producéo exagerada de citocinas pro-
inflamatorias pode gerar problemas hemodindmicos ou disturbios metabdlicos
sistémicos. Interferem na atividade, diferenciacéo, proliferacao e sobrevida das
células imunologicas, além de regularem a producdo e a atividade de outras
citocinas, que podem aumentar (pro-inflamatérias) ou atenuar (anti-
inflamatorias) a resposta inflamatoria (CURFS et al., 1997; OLIVEIRA et al.,
2011).

As respostas inflamatérias com perfil Thl (pré-inflamatérias) séo
caracterizadas pela presenca de Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-q),
Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-6 (IL-6) e Interferon- y (IFN-y) e as respostas
com perfil Th2 (imunomodeladoras) pela presenca de Interleucina-4 (IL-4) e
Interleucina-10 (IL-10) (CURFS et al., 1997).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatoéria, originando-se nos macroéfagos,
mondcitos, células T que sdo frequentes no peritdnio e baco, além de células
“natural killer” (NK). Esta presente em neurdnios e células da glia. Ativa células
endoteliais (promove inflamacéo, coagulacao); ativa neutréfilos; no hipotdlamo
desencadeia febre; no figado estimula a producao de proteinas de fase aguda;
nos musculos promove o catabolismo de lipideos, sendo um dos mediadores
mais precoces e potentes da resposta inflamatéria (ABBAS, 2009; LIN et al.,
2000; OLIVEIRA et al., 2011).

A IL-2 é produzida principalmente pelas células T CD4*, atua na ativacgao,
proliferacdo e diferenciacdo em células T efetoras e de memodria; promove
desenvolvimento, sobrevivéncia e funcdo das células T reguladoras. Induz a
producdo de IFN-y e TNF-B, promovendo ativacdo de neutréfilos, mondcitos e
proliferacédo e ativacdo de células NK (ABBAS, 2009; CURFS et al., 1997).
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A IL-6 é pro-inflamatoria, originada em macrofagos, mondcitos,
eosinofilos, hepatdcitos, células da glia, células endoteliais, células T. Atua no
figado, sendo um mediador precoce na sintese de proteinas da fase aguda nos
processos dolorosos; nas células B, promove proliferacao de células produtoras
de anticorpos; IL-1 e TNF-a sao seus indutores; causa febre; promove maturagéo
e ativacdo de neutrofilos, maturacéo de macrofagos e diferenciagcdo/manutencao
de linfocitos-T citotoxicos e células NK. E considerada um importante marcador
de leséo tecidual no periodo pos- cirdrgico (ABBAS, 2009; LIN et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2011).

O IFN-y promove ativacao classica (fungdes microbicidas aumentadas)
em macrofagos; nas células B promove mudanca de isotipo para subclasses IgG
opsonizantes e fixadoras do complemento; nas células T promove diferenciacéo
de Th1; em diversas células aumenta a expressao de moléculas MHC classe | e
[I, aumento do processamento de antigenos e da apresentacédo destes as células
T; é a citocina detectada mais cedo no local da imunizacdo com antigenos
proteicos. Inibe respostas Th2 (ABBAS, 2009; CURFS et al., 1997).

A IL-17A é pro-inflamatéria, produzida por células T-CD4 e outras;
aumenta a producdo de quimiocinas (IL-6 e IL-8) nas células endoteliais; nos
macréfagos aumenta a produgcdo de quimiocinas e citocinas, promovendo
também o aumento de defensinas GM-CSF e G-CSF (ABBAS, 2009; CURFS et
al., 1997; OLIVEIRA et al., 2011).

A IL-4 é liberada por mastdcitos, eosindfilos, basofilos e células T CD4*
(Th2); atua em células B, na mudanca de isétipos para IgE; em células T na
diferenciacdo de Th2; em macrofagos na ativacdo alternativa e inibicdo da
ativacao classica mediada por IFN-y; tem propriedades anti-inflamatérias; reduz
os efeitos da IL-1, TNF-q, IL-6 e IL-8 e inibe a producéo de radicais livres de
oxigénio (ABBAS, 2009; CURFS et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2011).

A IL-10 origina-se nos macrofagos, células T (principalmente as
reguladoras), tecido neuroendécrino e neural. Nos macrofagos e células
dendriticas inibe a expresséao de IL-12, de coestimuladores e de MHC classe II;

€ regulada por IL-4, IL-13, IFN-y e por sua prépria concentracdo. Tem efeito
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supressivo sobre células Thl (ABBAS, 2009; CURFS et al., 1997; OLIVEIRA et
al., 2011).

Sabendo-se aimportancia das afeccées do abomaso para a produtividade
dos animais, os objetivos desse estudo foram detectar os niveis de citocinas (IL-
17A, IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2) no contetdo abomasal de bovinos de
corte, determinar o perfil Thl ou Th2 da resposta imune por meio da produgéo
dessas citocinas em animais com Ulceras de grau 1 e 2 na regido cérdica
abomasal e comparar esses valores com 0s niveis de citocinas de animais sem
Ulceras (controle), em amostras colhidas em abatedouro, para auxiliar na

compreensao da fisiopatologia do processo inflamatério local.
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lIl MATERIAL E METODO

3.1 Colheita, classificacdo e analise das amostras teciduais

Cento e cinquenta abomasos de bovinos abatidos para consumo humano
foram examinados aleatoriamente na linha de producdo em abatedouro
frigorifico da regido comercial de Aracatuba submetido ao Servico de Inspecao
Federal (SIF). Destes, foram selecionados 18 abomasos de bovinos machos
(n=14) e fémeas (n=4), da raca nelore e mesticos com predominéncia racial
nelore, com idade entre 3,5 e 4 anos, alimentados a pasto e em confinamento
(Figura 2). As informagdes sobre idade, sexo e manejo alimentar dos animais
foram obtidas nos arquivos da empresa, apos a colheita do material. Os
abomasos foram separados das demais visceras pelo funcionario do abatedouro
e entregues aos pesquisadores. Foi realizada uma incisdo longitudinal com
tesoura de Metzenbaum curva de pontas rombas na curvatura maior dos
abomasos e toda a superficie mucosa do 6rgéo (regides cardica, fundica e
pilorica) foi examinada. As coletas foram realizadas nos meses de junho, julho e
agosto de 2015.

3.1.1 Tecidos para histopatologia

Os tecidos da regido céardica foram colhidos aleatoriamente dos
abomasos obtidos na linha de producéo e classificados macroscopicamente de
acordo com as caracteristicas das lesdes. Do total de 150 abomasos avaliados,
foram coletadas amostras de abomasos que se enquadraram na classificacao
inicialmente macroscopica, sendo confirmados por histopatologia conforme
descrito por Hund et al. (2015). Ao final deste processo, 18 abomasos foram
selecionados de acordo com as caracteristicas macroscopicas de cada um dos
3 grupos, cuja classificacao foi confirmada pela histopatologia em ulceras grau 1
(G1: erosbes e Ulceras nao perfuradas com lesbes minimas na mucosa, n=6),
Ulceras grau 2 (G2: erosfes e Ulceras nao perfuradas combinadas com minima

hemorragia na mucosa, n=6) e controle (C: sem lesdes, n=6). Para o grupo
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controle foram coletadas amostras de tecido da regido cardica de abomasos que
ndo apresentaram nenhum tipo de lesdo em qualquer regido do érgao (cardica,
fundica ou pil6rica), enquanto para os demais grupos estas contiveram 50% de
tecido saudavel e 50% de tecido ulcerado.

3.1.2 Exame histopatolégico

As amostras de tecido (0,5 cm x 0,5 cm) foram colhidas da regidao do
cardia abomasal e acondicionadas em tubos contendo 1mL de formol a 10%
tamponado. Todas as amostras foram incluidas em parafina, cortadas e coradas
com hematoxilina e eosina. As amostras foram identificadas por nimeros, néo
sendo conhecidos a identificacdo do animal e 0 grupo a que pertencia no
momento da avaliacido pelo patologista. A microscopia de luz, os elementos
constituintes do tecido foram analisados quanto a integridade tecidual ou
presenca de alteracdes/lesdes em vilosidades, lamina prépria, musculatura da

mucosa e submucosa, para confirmacéo do tipo de lesao (Ulceras grau 1 ou 2).

3.1.3 Amostras do liquido abomasal

Liquido do conteudo abomasal (10 mL) (Figura 1) foi colhido de cada
abomaso (grupos C, G1 e G2) e mantido a 4°C até ser centrifugado por 10
minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi centrifugado nas mesmas condi¢cdes e
filtrado em microfiltro?, alicotado e acondicionado em tubos tipo Eppendorff de
1,5 mL e armazenado em freezer a -80°C, para posterior quantificacdo das
citocinas presentes no contelido abomasal por citometria de fluxo? (Cytometric
Bead Array)3.

Para o grupo controle foi coletado liquido do conteddo abomasal de
orgdos que ndo apresentaram nenhum tipo de lesdo em qualquer regido

(cardica, fundica e pil6rica).

1 TPP Spritzen/Syringe Filter-membrana 0,22um — TTP Techno Plastic Products AG — Trasadingen - Switzerland
2 Accuri C6, BD, San Jose, California, EUA.
3 BD™ Cytometric Bead Array (CBA), San Diego, California, EUA.
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Fonte: Arquivo pessoal
o ———

FIGURA 1 - Liquido abomasal. [A] Nao centrifugado. [B] Sobrenadante apés primeira
centrifugacédo. [C] Sobrenadante apés segunda centrifugacao. [D] Filtrado em microfiltro de 0,22
pm1. [E] Microfiltro de 0,22 um1.

3.1.4 Determinacdo das concentracdes de citocinas no liquido
abomasal por citometria de fluxo?

As concentracdes de TNF-q, IL-2, IL-6 e IFN-y (Th1); IL-4, IL-10 (Th2) e
IL-17A foram mensuradas nas amostras de liquido abomasal de bovinos de corte
pelo método Cytometric Bead Array® (CBA). Brevemente, aliquotas de 25 uL de
liquido abomasal, aliquotas de 25 pL dos padrbes de citocinas submetidas a
diluicdo seriada com diluente (5.000 pg/mL, 1:2 — 2.500 pg/mL, 1:4 — 1.250
pg/mL, 1:8 — 625 pg/mL, 1:16 —312,5 pg/mL, 1:32 — 156 pg/mL, 1.64 — 80 pg/mL,
1:128 — 40 pg/mL e 1:256 — 20 pg/mL) e 25 pL de diluente apenas (controle
negativo) foram transferidos para tubos de poliestireno de 5 mL. Em seguida, em
cada tubo foram adicionados 15 uL da mistura de esferas de captura conjugadas
com anticorpos monoclonais anti-TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e IFN-y,
com subsequente incubacéo por 30 minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo
da luz. Apés a incubacao, as esferas de captura foram lavadas com 500 uL de

tampédo de lavagem, centrifugadas a 600 x g por sete minutos a 18°C e o
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sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e descartado. As esferas foram
incubadas em 20 uL de uma solugao de anticorpos monoclonais anticitocinas
humanas, conjugados com o fluorocromo PE (FL-2) por 90 minutos, a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apo6s incubacéo, as esferas de captura
foram lavadas com 500 yL de tampéao de lavagem, centrifugadas a 600 x g por
sete minutos a 18°C e o sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado.
Apo6s centrifugacao, as esferas foram ressuspendidas em 250 pL de reagente F
e imediatamente analisadas em citdbmetro de fluxo?. A aquisicdo dos dados
(10.000 eventos) foi realizada a 488 nm. Desses, 2500 eventos foram utilizados
na determinac&o da concentragao de citocinas, que foi expressa em picogramas
por mililitro (pg/mL)%.

Para justificar a utilizagdo do kit humano, foi realizado um “blast™
(comparacdo de sequéncias de aminoacidos) onde observou-se grau de
homologia entre as citocinas humanas e as da espécie bovina (Bos taurus): TNF
80% (187/234 aa), IL-2 65% (101/155 aa), IL-4 57% (87/153 aa), IL-6 53%
(112/210 aa), IL-10 77% (137/177 aa) e IL-17A 75% (103/137 aa), IFN-y 62%
(102/165 aa). Valores semelhantes confirmando a reacdo cruzada dessas
citocinas ja foi demonstrada na literatura (PEDERSEN et al., 2002; DORNELES,
2015). Os numeros de acesso de cada citocina no “GenBank” utilizados para a
realizacdo do “blast”™ foram: TNF humano CAA26669.1, TNF bovino
DAA16338.1; IFN humano variante 1102214A, INF bovino ABX75548.1; IL-2
humana CAA25742.1, IL-2 bovina AAQ10670.1; IL-4 humana AAH70123, IL-4
bovina AAA 82730.1; IL-6 humana AAD13886.1, IL-6 bovina CAA40572.1; IL-10
humana AAI04254.1, IL-10 bovina AAA19011.1; IL-17A humana 4HR9.B, IL-17A
bovina ACD81652.1.

4 FcaP Array™ Software Version 3.0; BD Biosciences San Jose, CA 95131
5 http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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3.2 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)®. Os dados
foram transformados em log (x + 1) e avaliados comparando-se as médias das
citocinas entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis. Foram considerados
significativos valores com p < 0,05.

6 SAS- SPSS STATISTIC versdo 22.0, 2013, Cary, NC, EUA.
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IV RESULTADOS

4.1 Macroscopia

Os abomasos foram avaliados minuciosamente, inicialmente para verificar
presenca ou auséncia de Ulceras e depois para avaliar o tipo de Ulcera (erosdes
superficiais ou erosdes mais profundas, com sangramento e necrose tecidual)
presentes na regido cardica do 6rgao (Figura 3). Apés a confirmacdo pela analise
histopatolégica foram selecionadas amostras de 18 abomasos (Figura 2), sendo
seis para cada condicao (C: sem lesfes; G1: lesbes superficiais; G2: lesbes mais
profundas, com sangramento). Nao foram encontrados abomasos com lesdes
perfurantes completas da parede gastrica e por isso ndo foram incluidas no

estudo Ulceras graus 3 e 4.

B Machos - Pastagem
B Fémeas - Pastagem
O Machos - Confinamento

OFémeas - Confinamento

N2 de Animais
w

|

Controle Graul Grau 2

FIGURA 2 — Distribui¢cdo das frequéncias de bovinos de abatedouro de acordo com a auséncia
(controle) ou presenca de Ulcera abomasal (grau 1 ou 2), 0 manejo nutricional e sexo
do animal.
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FIGURA 3 - Cassificagdo das Ulceras da regido céardica do abomaso. [A] Abomaso normal —
tecido integro sem presenca de erosfes. [B] Grau 1 — ulceragcdo e erosdo nao
perfuradas com minima lesdo na mucosa. [C] Grau 2 — ulceragdo e erosdo nao

perfuradas combinadas com tecido de desvitalizacdo e sangramento. Setas de cor
branca indicam as Ulceras.
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4.2 Microscopia

A microscopia de luz, as amostras de abomaso sem lesdes apresentaram
todas as camadas integras: vilosidades, |amina prépria, camadas muscular e
submucosa (Figura 4).

FIGURA 4 - Corte histologico de tecido de regido céardica de abomaso normal. Observar a
integridade de todas as estruturas (A=4x; B=10x). Coloracéo: HE.
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As amostras de tecidos com Ulceras de grau 1 apresentaram erosao
superficial da mucosa afetando as vilosidades e a lamina prépria, com necrose
nas adjacéncias, com infiltrado inflamatério caracterizado por populacédo de

células mononucleares (Figura 5).

FIGURA 5 - Corte histologico de tecido da regido cardica de abomaso com Ulceras de grau 1:
(A) presenca de lesdo com tecido necrotico nas vilosidades (seta de cor branca) (10x);
(B) presenca de infiltrado inflamatdrio (seta de cor amarela) (40x). Coloragéo: HE.
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As amostras de tecido com Ulceras de grau 2 apresentaram erosao e
processo cicatricial avangado tanto na camada muscular quanto na submucosa,
além da presenca de infiltrado inflamatério (células mononucleares e neutroéfilos),
sangramento intersticial e neovascularizacéo (Figura 6).

FIGURA 6 - Corte histologico de tecido da regido cardica de abomaso com Ulceras de grau 2:
(A) presenca de lesdo com tecido necrético na lamina propria (seta de cor branca),
edema na muscular da mucosa (4x); (B) presenga de infiltrado inflamatorio (seta de
cor amarela) e hemorragia intersticial (seta de cor azul) (40x). Colorag&o: HE.
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4.3 Concentracdes de citocinas

Os valores das citocinas TNF-a, IL-2, IL-6, IFN-y, IL-4 e IL-10,
encontrados nos liquidos abomasais dos animais do grupo controle, grupo
Ulceras grau 1 e grupo Ulceras grau 2 foram semelhantes (Figura 7).
Concentracbes de IL-17A ndo foram detectadas em nenhum dos grupos
avaliados (dados ndo mostrados).

Os gréficos representativos dos “clusters” e picos das citocinas estudadas
nos grupos controle, Grau 1 e Grau 2, obtidos pela citometria de fluxo estao
representados nas Figuras 8 a 10, respectivamente.

As curvas padrédo das mesmas citocinas (Anexo) estéo representadas na

Figura 11.
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FIGURA 7 - Concentra¢des de citocinas (pg/mL) no liquido abomasal de bovinos controle (sem
Ulceras no abomaso) e com Ulceras no abomaso de grau 1, grau 2. As linhas dentro
das caixas centrais representam as medianas das concentracdes destes mediadores,
enquanto os limites superiores e inferiores representam o 75° percentil e o 25°
percentil. Os tracos superior e inferior representam os 25% superiores ou inferiores
da distribuicdo, respectivamente. Os valores entre os grupos ndo foram
significativamente diferentes (p > 0,05; Kruskal-Wallis).
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FIGURA 8 — Gréafico representativo obtido pela citometria de fluxo do liquido abomasal do grupo
controle para cada citocina (IL-17A, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2)
demostrando os deslocamentos dos “clusters” e os sete picos individuais

respectivamente.
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FIGURA 9 — Gréafico representativo obtido pela citometria de fluxo do liquido abomasal do grupo

grau 1 para cada citocina (IL-17A, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2) demostrando
os deslocamentos dos “clusters” e os sete picos individuais respectivamente.
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FIGURA 10 — Gréfico representativo obtido pela citometria de fluxo do liquido abomasal do grupo
grau 2 para cada citocina (IL-17A, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2) demostrando
os deslocamentos dos “clusters” e os sete picos individuais respectivamente.



38

V DISCUSSAO

As concentragOes das citocinas TNF-a, IL-2, IL-6 e IFN-y (Th1), IL-4 e IL-
10 (Th2) foram determinados no liquido abomasal e os valores obtidos foram
semelhantes entre 0s animais com presenca ou auséncia de ulceragbes
abomasais, exceto para IL-17A (ndo detectado), indicando que ndo houve um
incremento na liberacdo dessas citocinas em virtude das ulceragdes, havendo
um comportamento de equilibrio entre a resposta pré-inflamatéria e anti-
inflamatoria.

A reacao cruzada entre citocinas e células de espécies diferentes é mais
provavel quando a mesma citocina em ambas as espécies tem pelo menos 60%
de homologia na sua composicao de aminoacidos (SCHEERLINCK, 1999). Das
citocinas estudadas, apenas a IL-6 apresenta porcentagem de homologia inferior
a esse indice (53%), o que confere confiabilidade aos dados obtidos. Em estudos
realizados por Dornelles et al. (2015) e Pedersen et al. (2002) para identificar
novos indicadores biologicos em ruminantes domésticos, dentre eles o bovino,
observaram que houve reacéo cruzada entre mAbs humanos para IL-6, IL-10,
IL-17A e os daquela espécie.

A presenca de neovascularizacdo e tecido de granulagcdo no material
biologico deste estudo, assim como células inflamatérias com presenca de
neutrofilos e de mononucleares, indica que esta ocorrendo um processo
cicatricial. Isso é confirmado por pesquisa realizada recentemente por nosso
grupo, utilizando o mesmo material biolégico, que apontou aumento da
expressdo de TLR-2 nos animais dos grupos com ulceras, sugerindo uma acao
favoravel do TLR-2 ao processo de cicatrizacdo. Nesse mesmo estudo nao
houve diferenca na expressdo de HMGB-1 entre os grupos com Ulceras 1 e 2 e
0 grupo controle, sugerindo que ha uma pequena destrui¢ao tecidual nos animais
dos grupos com ulceras, o que foi confirmado pela presenca de
neovascularizacdo, tecido de granulagdo e células inflamatérias com

predominancia de mononucleares (BENTIN, 2016).
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Em ratos, apos a indugéo de Ulceras géastricas com 4cido acético, ocorre
extensa morte celular pelo aumento da HGMB1 e por consequéncia, 0 aumento
de TNF-a (NADATANI et al., 2013). Em ulceras abomasais tipo 1 e 2, este grupo
de pesquisa demonstrou que a expressdo de HMGB1 destes mesmos animais
do nosso estudofoi semelhante aquela do grupo sem ulceracao
(BENTIN, 2016). A expressao génica inalterada de HMGB1 e a auséncia da IL-
17A corroboram o fato de nédo ter ocorrido elevacdo nas concentracdes das
demais citocinas no liquido abomasal no presente estudo.

Em suinos, a granulometria do concentrado interfere diretamente no
indice de desenvolvimento de Ulceras gastricas em animais em terminacéao,
sendo que ragdes fareladas diminuem o aparecimento de Ulceras
(MELNICHOUK, 2002). Nos equinos as Uulceras gastricas sao frequentes,
podendo levar a limitagcdes na performance em animais adultos e foi observado
um aumento nos niveis de mMRNA de TNF-a e IL-13 nos tecidos gastricos dos
animais que apresentaram Ulceras gastricas (PIETRA et al., 2010). Em caes, ha
uma ativacao de citocinas pro-inflamatdrias e citocinas imunomoduladoras, com
aumento na expressdo dessas citocinas nas enfermidades das mucosas do
sistema digestivo nas gastrites. A auséncia, na maioria das vezes, da expressao
de IL-4 na mucosa gastrica dos cdes com gastrite sugere que, assim como em
humanos (BODGER et al., 1997; HOLCK et al., 2003; LINDHOLM et al., 1998;)
e gatos com gastrite associadas a infec¢ao por H. pilori, a resposta seja mais de
perfil Thl do que Th2 (EATON et al., 1996; HAPPONEN et al., 1996; NEIGER et
al.,, 1999; SIMPSON et al.,, 1999). O perfil alimentar diferente e constante
envolvimento de bactérias no desenvolvimento das Ulceras nessas espécies
pode ser a justificativa dessa resposta inflamatoria em monogastricos.

No conteudo rumenal de bovinos coletado de animais saudaveis e
animais que apresentaram reacdes inflamatérias em les6es nos membros
locomotores a resposta inflamatdéria foi semelhante, sendo detectada a presenca
de células inflamatoérias (linfécitos T e B) em baixa frequéncia, assim como a
concentragdo de citocinas (INF-a e INF-y) foi baixa. O mesmo ocorreu com o

liquido rumenal obtido de animais que foram abatidos em consequéncia de
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doencas mais graves (laminite, metrite ou deslocamento de abomaso). No
liguido rumenal de animais tratados com dietas ricas em carboidratos, os valores
das populactes de leucdcitos e das citocinas (INF-a e INF-y) foram ainda mais
baixos, caracterizando uma inibicdo na resposta inflamatéria no interior do 6rgao
causada pela dieta (TREVISE et al., 2014). Respostas inflamatorias do sistema
imune inato podem ser iniciadas, mantidas ou aumentadas nos pré-estdbmagos
de bovinos por meio de um sistema integrado incluindo-se receptores, moléculas
sinalizadoras, citocinas e leucdcitos inflamatorios (TREVISE et al., 2014). O
comportamento das citocinas no liqguido abomasal em nosso estudo foi
semelhante ao observado nos pré-estomagos de bovinos (TREVISE et al.,
2014). Portanto, a cicatrizacao das lesbes observadas nos abomasos avaliados
ocorreu sem a necessidade de uma resposta inflamatoria local aumentada.

Ulceras e erosdes sdo achados comuns no abomaso dos bovinos. As
principais causas estdo ligadas ao manejo e nutricdo. Manejos intensivos
visando potencializar performances produtivas submetem os animais a situacoes
de estresse, assim como a alteracbes nutricionais que o0s predispde ao
aparecimento de Ulceras gastricas (GOZHO et al.,, 2007; MARSHALL, 2009;
MILLS et al., 1990; NIEHALS, 2008; PERKINS, 2004; RADOSTITS, 2002).
Dietas com grandes quantidades de gréos, altamente energéticas, favorecem o
desenvolvimento de disturbios metabdlicos. A acidose rumenal e a acidose
rumenal subaguda séo os principais exemplos desses disturbios metabdlicos e
tem ligacdo direta com respostas inflamatorias que incrementam a producéao de
histamina e a absorcédo de LPS, que podem levar a alteracbes na mucosa do
aparelho digestivo ou alteracdes vasculares em outros locais do organismo
(GOZHO et al., 2007).

Este é o primeiro estudo sobre niveis de citocinas no conteudo abomasal
de acordo com a literatura consultada até o momento. Esperava-se encontrar
maior nimero de animais com Ulceras de abomaso nos lotes de animais de
confinamento, por serem alimentados com grandes quantidades de gréos.
Apesar da coleta ter sido aleatéria, os abomasos com Uulceras foram mais

frequentes nos lotes de animais provenientes de pastagens. Pastagens mal
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manejadas ou com plantas em final de ciclo vegetativo, duas situagdes muito
comuns nos sistemas de manejo de gado de corte no periodo do ano em que
coletamos as amostras (junho, julho e agosto de 2015), disponibilizam aos
animais forrageiras com alta porcentagem de fibra, de dificil digestdo, que
favorecem as abrasdes na mucosa do aparelho gastrintestinal, levando ao

aparecimento das lesoes.

VI CONCLUSAO

As citocinas estudadas foram detectadas no liquido abomasal. Nao houve
aumento da liberagdo das citocinas TNF-a, IL-2, IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-10 no
liguido abomasal dos animais com ulceras de abomaso em relagéo aos animais
sem ulceracdo de abomaso, indicando um comportamento equilibrado entre os
perfis Thl e Th2 na resposta imune dos bovinos em relacéo as ulceras da regido

cardica do abomaso.
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FIGURA 11 - (A-F) curvas padrfes das citocinas onde o eixo X corresponde a concentracdo e o
eixo Y corresponde a média de intensidade de fluorescéncia, com seus respectivos
R2, Imagens obtidas do software FCAP array 3.0.



