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Resumo: O sistema imunológico dos bezerros neonatos é imaturo e altamente suscetível a 
doenças, o que representa desafios para sua sobrevivência. Este estudo teve como objetivo 
avaliar a resposta imune de bezerros nos primeiros 30 dias de vida, com foco no leucograma, na 
imunofenotipagem dos linfócitos T (CD3+, CD4+ e CD8+) por citometria de fluxo e na expressão 
gênica das citocinas IL-10 e IL-12 por PCR em tempo real. Os resultados indicaram que o sistema 
imunológico dos bezerros passa por um processo de adaptação pós-natal, evidenciado por 
variações nos leucócitos totais e diferenciais, com aumento gradual de linfócitos até o 30º dia 
e flutuações em granulócitos e monócitos. As menores porcentagens de linfócitos T e a relação 
CD4+/CD8+ mais baixa ocorreram no terceiro dia de vida, com recuperação gradual. A expressão 
de IL-10 foi detectada nos dias 1, 3, 10 e 25, enquanto a IL-12 foi observada nos dias 1, 3 e 30. 
Essas citocinas indicam um equilíbrio dinâmico entre respostas Th1 (pro-inflamatórias) e Th2 
(anti-inflamatórias), sugerindo uma regulação imunológica eficiente para controlar inflamações 
excessivas e combater patógenos. Conclui-se que o sistema imunológico do bezerro passa 
por uma fase de adaptação e maturação, com modulação da resposta imune observada nas 
variações nos leucócitos e na expressão das citocinas.

Palavras-chave: bovinos; citometria de fluxo; desenvolvimento imunológico; RT-qPCR

Abstract: The immune system of neonatal calves is immature and highly susceptible to 
diseases, which poses significant challenges to their survival. This study aimed to evaluate the 
immune response of calves during the first 30 days of life, focusing on leukogram analysis, T 
lymphocyte immunophenotyping (CD3+, CD4+, and CD8+) via flow cytometry, and cytokine gene 
expression of IL-10 and IL-12 through real-time PCR. The findings revealed that the calf immune 
system undergoes a postnatal adaptation process, as evidenced by variations in total and 
differential leukocyte counts, with a gradual increase in lymphocytes by day 30 and fluctuations 
in granulocytes and monocytes. The lowest percentages of T lymphocytes and the lowest CD4+ 
to CD8+ ratio were observed on the third day of life, followed by a gradual recovery. IL-10 
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1. Introdução

Estima-se que nasçam cerca de 44,6 milhões de bezerros/ano no Brasil (1). Segundo 
Radostits et al. (2), nas duas primeiras semanas de vida os bezerros correm maior risco de morte. 
No Brasil, as taxas de mortalidade em bezerros podem chegar a 25%, tendo como causas 
principais as doenças do trato respiratório e diarreias. As características do sistema imune 
do bezerro em seu período neonatal fazem com que este fique muito suscetível a doenças 
(3), sendo que essa ocorrência de enfermidades diminui a rentabilidade na cadeia produtiva 
seja pela morte do animal ou pelo custo do atendimento e tratamento, diminuindo também 
o bem-estar do neonato (2). Cada vez mais têm-se pesquisado acerca do comportamento
imunitário dos bezerros em seu período neonatal. No entanto, existem mais pesquisas a
respeito da atividade imune do bezerro em condição de doença ou em resposta a estímulos
vacinais, sendo a atividade imune do bezerro hígido não muito estudada (4;5;6;7,8;9;10).

Conhecer o comportamento imunitário dos bezerros recém-nascidos auxilia a diminuir 
a incidência de doenças e o custo desse animal além de aumentar o bem-estar.  Pois o 
conhecimento sobre o comportamento imunológico de bezerros recém-nascidos é crucial 
para reduzir a incidência de doenças, diminuir custos e melhorar o bem-estar animal. 
Entender o desenvolvimento imunológico permite implementar práticas adequadas, 
como a administração correta do colostro, que fornece anticorpos essenciais e promove 
a imunidade passiva, protegendo os bezerros contra infecções neonatais graves, como 
diarreia e doenças respiratórias (11,12). Tais práticas diminuem a necessidade de intervenções 
e, consequentemente, os custos com tratamentos veterinários e medicamentos, além de 
evitar as perdas econômicas relacionadas à alta mortalidade (13). Paralelamente, a redução 
da incidência de doenças melhora o bem-estar dos bezerros, minimizando o estresse 
e o sofrimento e promovendo um crescimento saudável em um ambiente mais seguro e 
confortável (14). Assim, um manejo imunológico eficaz não só otimiza os recursos, mas também 
garante condições mais adequadas para o desenvolvimento desses animais, alinhando-se às 
práticas de bem-estar.

Assim sendo, nesse estudo propôs-se avaliar a dinâmica de resposta imunitária do 
neonato bovino nos primeiros 30 dias de vida, por meio de avaliações: de leucograma total e 
seus diferenciais; da relação entre as quantidades de linfócitos T CD4+ e CD8+ circulantes e 
da produção de citocinas de perfil Th1 e Th2.

expression was detected on days 1, 3, 10, and 25, whereas IL-12 expression was observed on 
days 1, 3, and 30. These cytokines indicate a dynamic balance between Th1 (pro-inflammatory) 
and Th2 (anti-inflammatory) responses, suggesting efficient immunological regulation to mitigate 
excessive inflammation and combat pathogens. Therefore, the calf immune system undergoes 
an adaptation and maturation phase, as evidenced by immune response modulation observed 
in leukocyte variations and cytokine expression.
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2. Material e métodos

2.1 Comitê de ética

Esse trabalho teve sua execução aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, e sua 
autorização registrada em 22/01/2014 em documento CEUA n° 2372210114.

2.2 Animais

Foram utilizados 20 bezerros machos, da raça Holandesa Preta e Branca, hígidos, nascidos 
de parto eutócico. A partir do dia 1 pós-nascimento os animais foram alojados no Biotério 
da Clínica de Bovinos e Pequenos Ruminantes (CBPR), da Faculdade de Medicina Veterinária 
e Zootecnia da Universidade de São Paulo (FMVZ/USP), em São Paulo/SP, permanecendo até 
os 30 dias de vida.

2.3 Manejo alimentar

Os animais receberam colostro, proveniente de um banco de colostro de boa qualidade, 
avaliado por meio de colostrômetro (lactodensimetro), exclusivo para o experimento, 
no volume de 10 % de peso vivo, distribuído em duas mamadas via mamadeira, sendo a 
primeira mamada na primeira hora de vida, e a segunda nas primeiras 12 horas de vida. 
O fornecimento de colostro continuou nos primeiros 3 dias de vida a fim de garantir a 
adequada transferência de imunidade passiva e, então, sucedâneo lácteo, até os 30 dias, em 
volume equivalente a 10% do seu peso vivo, distribuídos em duas alimentações diárias via 
mamadeira, além disso, tinham disponíveis para consumo feno, ração comercial e água ad 
libitum. A sanidade dos animais durante o experimento foi monitorada por meio de exame 
físico e hemograma. 

2.4 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de sangue de cada animal, nos tempos 1 e 3 pós nascimento 
(período em que os animais receberam o colostro) e posteriormente, a cada 5 dias a partir do 
dia do nascimento até os 30 dias de vida.(5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias pós-nascimento) tal escolha 
foi feita visando tentar observar mudanças no comportamento das variáveis observadas no 
primeiro mês de vida dos animais, por venopunção jugular, utilizando-se sistema a vácuo em 
tubo siliconizado com heparina, que foram identificadas e transportadas, sob refrigeração, 
até o laboratório Departamento de Clínica Médica da FMVZ/USP.

2.4 Avaliações

As avaliações foram feitas por meio da avaliação das contagens totais e diferenciais de 
leucócitos em contador eletrônico de partículas (Mindray® BC-2800 Vet); da relação entre as 
quantidades de linfócitos T CD4+ e CD8+ circulantes, utilizando-se de citometria de fluxo.oram 
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analisados cinquenta mil leucócitos de cada amostra em citômetro de fluxo FACSCalibur® 
(Becton Dickinson Immunocytometry System™, San Diego, CA). Os dados assim obtidos 
foram avaliados utilizando-se do programa FlowJo® (Tree Star™, Inc., Ashland, OR).

Avaliou-se a expressão do RNAm, por leucócitos circulantes, de IL-12 que indica resposta 
de perfil Th1, e de IL-10 indicativa de resposta de perfil Th2, utilizou-se da reação em cadeia 
da polimerase (PCR) quantitativa em tempo real seguindo os protocolos descritos pelo 
fabricante (TaqMan® MGB probes, FAM™ dye-labeled, Applied Biosystems®, Foster City, CA). 
Para a análise dos resultados de expressão gênica relativa utilizou-se o método descrito por 
Pfaffl (15). Os valores foram calculados com base na proporção entre os Ciclos Limite (treshold 
cycle-CT) de cada gene alvo e o do gene de referência (Beta-actina), corrigidos pela eficiência 
da reação.

2.5 Análise estatística

Estatísticas descritivas foram geradas para avaliar o comportamento de cada variável ao 
longo dos 30 primeiros dias pós-nascimento (p.n.) de bezerros holandeses com 1, 3, 5, 10, 
15, 20, 25 e 30 dias de vida. Para as variáveis normalmente distribuídas, modelos de medidas 
repetidas (16) foram construídos para comparar a média de cada variável ao longo tempo. 
O pós-teste de Tukey foi utilizado para ajustar os valores P resultantes de comparações 
múltiplas. O teste de Friedman foi utilizado para comparar as medianas das variáveis com 
distribuição não-normal ao longo dos 30 dias p.n. De forma semelhante, o pós-teste de Dunn 
foi utilizado para ajuste do valor P.

3. Resultados

Os resultados obtidos das contagens de leucócitos totais, granulócitos, linfócitos e 
monócitos (tabela 01) mostraram diferença ao longo dos momentos estudados. A contagem 
de leucócitos totais apresentou diminuição abrupta no dia 15 (6,70 x 103 /µL), posteriormente 
a maior contagem ocorreu no dia 10: (11,50 x 103/µL). Nos granulócitos os maiores números 
foram encontrados no dia 01 (8,50 x 103 /µL) e no dia 10 (8,05 x 103 /µL), e sua menor contagem 
foi aos 15 dias p.n. (3,55 x 103 /µL). A contagem de monócitos apresentou diferenças, sendo 
suas menores contagens aos 3 dias p.n. (0,65 x 103 /µL) e suas maiores aos 30 dias (1,10 x 
103 /µL). Os linfócitos apresentaram aumento significativo com a evolução da idade, obtendo 
valores máximos aos 30 dias p.n. (3,0 x103/µL).
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Tabela 1. Valores medianos (com intervalo interquartil: Q1-Q3) da contagem total e diferencial de 
leucócitos observados no leucograma de 20 bezerros da raça Holandesa, durante o primeiro mês de 
vida.

Variável
Leucócitos (103/µL) Linfócitos (103/µL) Monócitos (103/µL) Granulócitos (103/µL)

Q1 Med Q3 Q1 Med Q3 Q1 Med Q3 Q1 Med Q3

Dias pós nascimento

1 7,55 10.95b 14,65 1,05 1,45a 1,90 0,60 0,80abc 0,95 5,70 8,50b 12,30

3 6,35 7,80a 8,95 1,20 1,50a 1,85 0,60 0,65ª 0,70 4,60 5,60ac 6,90

5 6,60 7,15a 8,6 1,55 2,00ab 2,45 0,60 0,80abc 1,00 3,60 4,30ª 5,35

10 7,95 11,50b 14,75 1,80 2,00ab 2,55 0,80 1,00c 1,30 5,25 8,05ª 11,90

15 5,55 6,70a 11,05 1,75 2,55bc 3,20 0,60 0,80abc 1,15 2,55 3,55abc 6,60

20 7,40 9,15ab 11,15 2,00 2,45bc 2,80 0,80 1,00bc 1,15 3,85 5,5ac 7,20

25 7,25 8,45ab 10,55 2,60 2,90c 3,75 0,65 0,90abc 1,10 3,50 4,60bc 6,10

30 8,70 10,75b 13,2 2,75 3,00c 3,25 0,80 1,10c 1,60 5,00 7,05c 9,60

Geral   6,95 8,70 11,6 1,60 2,30 2,90 0,70 0,85 1,10 3,90 5,55 8,30

Valor-P   <0,001 <0,001   <0,001     <0,001  
Letras minúsculas diferentes representam medianas diferentes em função da idade.

Na tabela 02 estão dispostas as quantificações de linfócitos CD3+, suas subpopulações 
(CD3+ CD4+ e CD3+ CD8+) e a relação entre linfócitos CD4+ e CD8+. As quantificações de 
linfócitos CD3+, CD4+ e CD8+ apresentaram diferença ao longo dos tempos estudados 
(P=0,014; P<0,001 e P<0,005, respectivamente). A relação entre linfócitos CD4+ e CD8+ 
também apresentou diferença ao longo dos dias analisados (P<0,001). A menor porcentagem 
de linfócitos CD3+ foi observada aos 3 dias p.n.. Os linfócitos do tipo CD4+ e CD8+ também 
apresentaram suas menores porcentagens neste dia. 

Por sua vez, a maior porcentagem de linfócitos CD3+ foi observada aos 20 dias p.n., 
enquanto para os linfócitos CD3+ CD8+, as maiores porcentagens foram nos dias 5, 15 e 25 
p.n.. Os linfócitos CD3+ CD4+ apresentaram maiores porcentagens nos dias 25 e 30 p.n.. 
Quanto à relação CD4+/CD8+, a menor relação foi verificada nos dias 3 e 5 p.n. e a maior aos 
30 dias.
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Tabela 2. Valores medianos (com intervalo interquartil Q1-Q3) da quantificação das subpopulações 
de linfócitos T (CD3+) circulantes, obtidos de 20 bezerros da raça Holandesa, durante o primeiro mês 
de vida.

Variável
CD3+ (%) CD3+ CD4+ (%) CD3+ CD8+ (%) Relação CD4/CD8

Q1 Med Q3 Q1 Med Q3 Q1 Med Q3 Q1 Med Q3

Dias após o 

nascimento

1 39,48 48,00ab 61,41 14,68 21,28ab 40,13 13,56 16,80ab 19,07 0,88 1,32a 1,98

3 39,37 45,94ª 57,39 4,82 12,06a 20,43 10,28 13,82ª 18,77 0,59 0,89a 1,24

5 49,68 54,09ab 59,95 14,35 21,19abc 26,17 14,63 18,43b 22,32 0,79 1,03ab 1,71

10 32,96 55,71ab 63,41 11,72 16,02ab 25,91 13,48 15,83ab 19,44 0,68 1,04a 2,03

15 43,64 50,63ab 61,60 12,04 21,17bc 31,67 16,32 18,40ab 20,23 0,74 1,22a 1,43

20 52,61 66,35b 72,43 16,99 22,32abc 30,70 16,14 16,79b 20,50 1,01 1,38ab 1,57

25 52,79 59,15ab 65,29 16,04 25,30bc 38,12 13,59 18,46ab 20,25 0,89 1,37ab 1,98

30 51,98 52,96ab 57,35 28,63 34,53c 43,03 12,92 14,79ab 16,84 1,67 2,71b 3,06

Geral 43,18 53,90 62,73 12,56 21,28 30,66 13,81 16,73 19,57 0,84 1,23 1,85

Valor P 0,014 <0,001 <0,005 <0,001
1 p.n.: pós-nascimento. Letras minúsculas diferentes representam medianas diferentes em função da idade, com p indicado 
na linha inferior.

Para a avaliação da expressão gênica das citocinas utilizou-se o modelo descrito por 
Pfaffl (15): Os valores foram calculados com base entre a proporção dos ciclos limite (Threshold 
Cicle) de cada gene alvo e o gene de referência, corrigidos pela eficiência da reação. Havendo 
apenas um grupo experimental, considerou-se como controle o tempo 1, os valores 
encontrados nos demais tempos foram considerados amostras. Os resultados obtidos estão 
expressos em fold (vezes). Para a expressão gênica de citocinas IL-10 e IL-12 pelos leucócitos, 
não se observou diferença ao longo dos dias estudados. Em alguns momentos não foi 
possível detectar tal expressão pela técnica empregada. A expressão de interleucina 10 foi 
detectada nos dias 1 (controle); 3; 10 e 25 p.n. Enquanto a expressão de interleucina 12 foi 
detectada nos dias 1 (controle), 3 e 30 p.n. (tabela 03).
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Tabela 3. Medianas (com intervalo interquartil:Q1-Q3) da expressão gênica de citocinas IL-10 e IL-12, 
em função da expressão observada no primeiro mês de vida, por leucócitos obtidos de 20 bezerros da 
raça Holandesa, durante o primeiro mês de vida.

Variável
IL-10 IL-12

Q1 Med Q3 Q1 Med Q3

Dias p.n.            

1 (1,00) Controle (1,00) Controle 

3 0,726 1,673 3,955 0,776 1,221 1,631

5   ―     ―  

10 0,574 1,706 2,494   ―  

15   ―     ―  

20         ―  

25 1,839 3,597 3,927   ―  

30   ―   1,0435 1,939 1,947

 Valor P   0,098     0,833  

No dia 3 p.n. observou-se que os linfócitos apresentaram suas menores contagens 
no leucograma; nas quantificações das subpopulações de linfócitos T, verificou-se uma 
diminuição das porcentagens de CD3+, CD4+e CD8+, e uma diminuição da relação CD4+ e 
CD8+; juntamente com a detecção da expressão das interleucinas 10 e 12 neste dia. 

No dia 10.p.n., observou-se um aumento de monócitos e diminuição de granulócitos no 
leucograma, um aumento da porcentagem de CD8+ e uma diminuição da relação CD4+ e 
CD8+, momento este onde também foi detectada a expressão de IL-10.

No dia 25 p.n., detectou-se a expressão de IL-10 e também se observou um aumento na 
contagem de linfócitos no leucograma. Juntamente com a expressão gênica de IL-10, também 
pôde-se visualizar maior variação numérica da subpopulação de linfócitos CD8+.

Aos 30 dias p.n., detectou-se expressão de IL-12 e concomitantemente um aumento de 
todas as subpopulações de leucócitos, as porcentagens de CD4+ e a relação CD4+ e CD8+ 
também tiveram um aumento neste dia. 

4. Discussão

Os valores reduzidos de linfócitos CD3+, CD3+ CD4+ e CD3+ CD8+, assim como a menor 
relação CD4/CD8, observados aos 3 dias pós-nascimento, podem ser atribuídos à exposição 
abrupta a um ambiente extrauterino, que impõe um desafio significativo ao sistema 
imunológico do neonato. Esse fenômeno é comumente associado a um aumento inicial de 
neutrófilos e uma diminuição dos linfócitos, como encontrado no leucograma deste estudo, 
refletindo uma resposta inflamatória aguda e um período de adaptação ao ambiente (17,18). A 
recuperação gradual nos níveis de linfócitos CD3+, CD3+ CD4+ e CD3+ CD8+ após os 5 dias 
pós-nascimento indica uma maturação contínua do sistema imunológico dos bezerros, em 
resposta ao contato contínuo com antígenos ambientais e microrganismos (19).
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Considerando as variações do leucograma, pode-se observar uma tendencia da inversão 
da relação de granulócitos: linfócitos, aos 30 dias p.n., fato esperado para a idade dos animais. 
As flutuações no leucograma no primeiro mês de vida são comuns e relacionam-se com 
diversos fatores tais como: glicocorticóides exógenos provenientes do trabalho de parto, 
saúde materna, fornecimento de colostro além de fatores de manejo e ambientais (20).

As detecções da expressão gênica de IL-12 sugerem uma ativação da resposta Th1, 
provavelmente como resultado da exposição a antígenos microbianos após o nascimento. 
Isso pode ser endossado pelos resultados visualizados no leucograma, no qual maiores 
contagens de leucócitos totais são evidentes (dia 1 e 30) por grande quantidade de granulócitos 
circulantes.

Isto é consistente com os resultados de outros estudos que observaram um aumento na 
atividade Th1 em fases semelhantes do desenvolvimento neonatal quando desafiados por 
infecções bacterianas (21). A IL-12 é crucial para a polarização das células T para um perfil Th1, 
essencial para a defesa contra patógenos infecciosos iniciais (22). Ou seja, apesar de não estar 
totalmente funcional, o sistema imune do neonato é capaz de montar respostas quando 
desafiados por patógenos.

Por outro lado, a expressão de IL-10 (dia 3 p.n.), seguido por uma diminuição subsequente 
(dia 5 p.n.), demonstra uma resposta regulatória para equilibrar a ativação das células Th1. 
Um estudo recente demonstrou que a ingestão de colostro auxilia na modulação imunitária 
dos bezerros, induzindo a produção de IL-10, pois a produção desregulada de citocinas pró-
inflamatórias no intestino é responsável por desencadear processos inflamatórios no local 
e podem conduzir à inflamação sistêmica e danos teciduais (23,24).  Outro aumento de IL-10 
foi observado aos 10 dias p.n., juntamente com um aumento de leucócitos totais. A referida 
citocina em seu caráter anti-inflamatório tem a capacidade de diminuir a atividade de células 
leucocitárias, com o proposito de tentar impedir um efeito exacerbado desta inflamação (25).

O aumento gradual subsequente na expressão de IL-10 pode ser indicativo do 
desenvolvimento de uma resposta Th1/Th2 equilibrada à medida que o sistema 
imunológico dos bezerros amadurece e se adapta ao seu ambiente (26), no entanto, alguns 
estudos demonstram que essa inclinação para resposta Th2 seja proveniente de efeitos 
imunomoduladores que afetam o bezerro a termo: hormônios placentários como a 
prostaglandina e progesterona, além do cortisol da mãe e do bezerro. O efeito cumulativo 
destes hormônios faz com que a resposta imune se desloque para o perfil Th2, suprimindo 
Th1 e estimulando a produção de anticorpos, especialmente, IgM (27).

A interação entre as respostas das citocinas Th1 e Th2 durante o primeiro mês de vida 
parece ser crucial para o desenvolvimento de um sistema imunológico equilibrado e eficaz 
em bezerros (27,28). Os padrões de expressão de citocinas observados sugerem que, embora 
uma resposta Th1 precoce seja essencial para a defesa inicial, a modulação subsequente 
pelas citocinas Th2 é necessária para prevenir a inflamação excessiva e promover uma 
resposta imunitária equilibrada e eficaz, com produção de anticorpos, à medida que o 
sistema imunológico dos bezerros se desenvolve e se ajusta ao ambiente externo (27,29).
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Estratégias de manejo e intervenções terapêuticas podem ficar mais assertivas com o 
entendimento de tal equilíbrio imunológico. Por exemplo, o manejo de colostro pode ser 
ajustado para otimizar a transferência de imunoglobulinas e influenciar positivamente as 
respostas Th1/Th2 (21,22, 27). Além disso, intervenções nutricionais, como a suplementação 
com ácidos graxos ou probióticos, têm sido exploradas para modular as respostas imunes 
de forma benéfica (30). No caso de terapias, o uso direcionado de imunomoduladores pode 
ajudar a corrigir desequilíbrios específicos, promovendo uma resposta mais eficaz contra 
patógenos sem causar danos por inflamação exacerbada (27, 31,32).

5. Conclusão

Os resultados evidenciam que o sistema imunológico dos bezerros passa por uma 
fase de adaptação e maturação na vida extrauterina, e que, apesar de não estar totalmente 
funcional ao nascimento, apresenta modulação da resposta imune demonstrada pelas 
variações em quantidades de leucócitos e seus diferenciais, taxas de linfócitos T e variações 
na expressão das citocinas.  As expressões de IL-12 e de IL-10 sugerem uma regulação eficaz 
entre as respostas Th1 e Th2 evitando uma resposta inflamatória exacerbada. 
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