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RESUMO

As implicacGes do virus da leucemia bovina (VLB) na resposta imune inata e adaptativa foram
amplamente investigadas, no entanto, seus efeitos sobre a imunidade da glandula mamaria
necessita de maiores investigacOes. Nesse sentido, o presente estudo investigou a viabilidade,
a capacidade fagocitica e a producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO) por
macrdfagos e sua viabilidade em amostras de leite de vacas naturalmente infectadas pelo VLB
com ou sem linfocitose persistente (PL). Amostras de leite de vacas sorologicamente positivas
para VLB manifestando PL apresentaram maior porcentagem de macrofagos (CD14+) em
relacdo a vacas soronegativas para o VLB. Uma maior porcentagem de macrofagos lacteos foi
identificada em amostras de animais infectados pelo VLB manisfestando PL quando
comparados com as amostras de animais AL. A porcentagem de macrofagos lacteos que
fagocitaram S. aureus em animais soronegativos foi maior em vacas leiteiras infectadas pelo
VLB AL. A porcentagem de macréfagos lacteos que produziram ERO e a intensidade de
fagocitose néo diferiu entre os grupos. Os animais infectados pelo VLB aleucémicos e com LP
apresentaram maior porcentagem de macrdfagos lacteos viaveis, enquanto animais sadios
apresentaram maior porcentagem de macréfagos lacteos apoptdticos que animais infectados
pelo VLB aleucémicos e com LP. Assim, o presente estudo fornece informacdes importantes
sobre as implica¢des das infec¢des por BLV na glandula mamaria, impactando a funcionalidade
dos macrdfagos lacteos em animais infectados pelo BLV, principalmente aqueles que
apresentam PL. Os resultados obtidos fornecem novas informagdes em relagéo as implicacdes
na glandula mamaéria das infeccbes com o BLV, principalmente no que se refere a
funcionalidade dos macrdfagos nos animais apresentando linfocitose persistente.

Palavras-Chave: Imunologia. Glandula mamaria. Leucose bovina.



ABSTRACT

The implications of the bovine leukemia virus (VLB) on the innate and adaptive immune
response have been extensively investigated, however, its effects on the mammary gland
immunity need further investigation. In this sense, the present study investigated the viability,
phagocytic capacity and intracellular production of reactive oxygen species (ROS) by
macrophages and their viability in milk samples from cows naturally infected with VLB with
or without persistent lymphocytosis (PL). Milk samples from VLB serologically positive cows
showing PL showed a higher percentage of macrophages (CD14 +) compared to VLB
seronegative cows. A higher percentage of dairy macrophages was identified in samples from
animals infected with VLB showing PL when compared to samples from AL animals. The
percentage of milk macrophages that phagocytized S. aureus in seronegative animals was
higher in dairy cows infected with AL VLB. The percentage of milk macrophages that produced
ROS and the intensity of phagocytosis did not differ between groups. The animals infected with
the leukemic VLB and with LP had a higher percentage of viable dairy macrophages, while
healthy animals had a higher percentage of apoptotic dairy macrophages than animals infected
with the leukemic VLB and with LP. Thus, the present study provides important information
about the implications of BLV infections in the mammary gland, impacting the functionality of
milk macrophages in animals infected with BLV, especially those with PL. The results obtained
provide new information regarding the implications on the mammary gland of infections with
BLV, mainly regarding the functionality of macrophages in animals with persistent
lymphocytosis.

Keywords: Immunology. Mammary Gland. Bovine leukosis.
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1 INTRODUCAO

A leucose enzootica dos bovinos, enfermidade amplamente disseminada em rebanhos
leiteiros em diversos paises (Blagitz et al., 2017), tem como seu agente etioldgico o virus da
leucemia bovina (VLB), da familia Retroviridae e género Deltaretrovirus. O VLB é um virus
oncogeénico e possui tropismo por linfécitos B (Schwartz et al., 1997; Gillet et al., 2007; Della
Libera et al., 2012, 2015). Em sua grande maioria a infeccdo dos bovinos ndo leva ao
desenvolvimento de sintomas nos animais, sendo essas infec¢cdes denominadas aleucémicas
(AL) (Blagitz et al., 2017). No entanto, cerca de 20-30% dos bovinos infectados apresentam
uma alteracdo hematoldgica conhecida como linfocitose persistente (PL), que € caracterizada
por uma expansao policlonal ndo maligna de linfocitos B. O linfoma de células B, apresentacéo
maligna da enfermidade, é mais rara (Gillet et al., 2007).

Diferentes virus possuem implicacdes diretas na funcdo do sistema imune inato e
adaptativo (Souza et al., 2012; Della Libera et al., 2015; Blagitz et al., 2017). Nesse sentido,
diversos estudos investigaram os efeitos da infec¢do por VLB nas subpopulac6es de linfdcitos
(Gillet et al., 2007; Suzuki et al., 2013; Della Libera et al., 2015; Nieto Farias et al., 2018),
funcgdes de neutrdfilos (Rademacher et al., 1977; Souza et al., 2012; Della Libera et al., 2015),
células epiteliais mamarias (Cuesta et al., 2018; Cuesta et al., 2019; Cuesta et al., 2020) e
macrofagos (Azedo et al., 2011). No entanto, até onde se sabe, os efeitos da infeccéo por VLB
na funcdo dos macrofagos lacteos e sua viabilidade sdo apenas especulativos.

O impacto de enfermidades virais cronicas com baixa letalidade, sobretudo por VLB
possui importancia quando correlacionadas a comorbidades, como a mastite, essa enfermidade
segue sendo um dos principais problemas sanitarios em rebanhos leiteiros, com impacto direto
na qualidade do leite e salde publica devido a veiculacdo de patdgenos e residuos de
antimicrobianos no leite (Della Libera et al., 2015). Nesse sentido, alguns estudos apontaram
para associacdo entre 0 VLB em rebanhos com alta prevaléncia de mastite (Emanuelson et al.,
1992; Rinaldi et al., 2010), reducdo da producédo de leite devido a imunossupressao causada

pelo VLB proporcionando infec¢des oportunistas, que também séo
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vistas em outras infecc@es virais (Norby et al., 2015). Com isso, essas descobertas despertaram
questionamentos sobre os efeitos do VLB na imunidade da glandula mamaria, na qual os
macrofagos configuram como sendo a principal populacdo presente no leite de glandulas
mamarias sadias (Lee et al., 1980; Miller et al., 1991; Sarikaya et al., 2004, 2005; Merle et al.,
2007; Takano et al., 2018), sendo portanto, as primeiras células de defesa a entrarem em contato
com o patogeno causador da mastite.

Neste sentido, considerando a importancia dos macrdéfagos para a glandula mamaria
durante um processo infeccioso, o presente estudo investigou a viabilidade, a capacidade
fagocitica e a producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio por macrofagos em
amostras de leite de vacas naturalmente infectadas pelo VLB com ou sem linfocitose persistente

(PL).



2 CAPITULO I

AVALIACAO FUNCIONAL DE MACROFAGOS LAQTEOS EM VACAS
LEITEIRAS INFECTADAS NATURALMENTE PELO VIRUS DA LEUCEMIA
BOVINA!

! Artigo cientifico elaborado nas normas da revista Veterinary Immunology and Immunopathology
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3 MATERIAL E METODOS

Animais, delineamento experimental e coleta de amostras

Foram utilizadas no estudo 19 vacas leiteiras em diferentes estagios de lactacdo. Os
animais foram testados para o VLB usando um ensaio de imunodifusdo em gel de agar (IDGA)
(Tecpar®, Curitiba, Brasil) e ELISA (cat. n. 284-5, VMRD Pullman Inc., Pullman, WA, EUA),
utilizando o antigeno gp51 e submetidos a exames hematoldgicos para avaliacdo da
leucometria. A contagem total de leucdcitos foi determinada usando um contador automatico
de células (ABX VET ABC, Horiba ABX Diagnostic®, Montpellier, France). A contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada usando esfregaco sanguineo.

Os exames soroldgicos e hematoldgicos foram repetidos 110 dias apds 0s exames
iniciais, para avaliacdo de ocorréncia de novas soroconversdes e confirmacao da leucocitose
persistente. Nessa mesma ocasido foram coletadas amostras de leite para cultura bacterioldgica,
contagem de células somaéticas e andlise funcional de macrdfagos por citometria de fluxo.

Dos 19 animais, foram incluidos no estudo apenas 57 quartos mamarios sendo excluidos
aqueles identificados no teste da caneca telada de fundo escuro com mastite clinica; positivos
no exame bacteriolégico ou com alta contagem de células somaticas (>200.000 células/mL),
devido aos efeitos dos patdgenos da mastite bacteriana no perfil e funcdo dos macrofagos
(Souza et al., 2012).

Para 0 exame bacterioldgico foram colhidas assepticamente amostras de leite, sendo
realizada o pré-dipping, secagem do teto com papel toalha, assepsia do esfincter do teto com
algoddo umedecido com alcool a 70% e coleta de leite dos quartos mamarios em frascos
estéreis. As amostras foram mantidas a 4°C até a chegada ao laboratério e armazenadas a 20°C
por no maximo 30 dias até as analises. As analises bacterioldgicas foram realizadas através do
semeio de 10 pL de leite em placas contendo agar sangue ovino a 5% desfibrinado. As placas
foram incubadas a 37°C por 72 horas. Para a identificacéo bacteriana foi realizada a observacéo
macroscopica da morfologia das colénias, coloracdo de Gram e testes bioquimicos (Oliver et
al., 2004). Uma amostra de leite foi considerada positiva quando houve o crescimento de uma
ou mais col6nias (> 100 UFC mL-1) (Piepers et al., 2007; 2013).

As amostras de leite para a determinacdo da CCS foram coletadas em frascos estéreis

de 40 mL contendo micropastilhas do conservante Bronopol (2-bromo-2-nitropano-1,3-diol).
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Posteriormente, a CCS foi realizada com o contador automatizado de células somaticas
Somacount 300 (Bentley Instruments, Chaska, MN, EUA).

Ap0s os testes soroldgicos, hematoldgicos e avaliagdo dos quartos mamarios 0s animais
foram divididos em trés grupos. Grupo 1: 8 animais (24 quartos mamarios) soronegativos para
0 VLB e sem alteracdes hematoldgicas; Grupo 2: 6 animais (16 quartos mamarios) infectados
pelo VLB e sem alteracGes hematoldgicas, sendo identificados como aleucémicos (AL); Grupo
3: cinco animais (17 quartos mamarios) infectados pelo VLB manifestando linfocitose
persistente (PL). As vacas infectadas com VLB foram classificadas manifestando PL quando
suas contagens de linfcitos excederam 1 x 10* mL-1 e suas contagens de leucdcitos excederam
1,5 x 10* mL-1, conforme estabelecido por Thurmond et al. (1990).

Posteriormente, cada amostra foi codificada e randomizada, as analises foram realizadas
de forma que o pesquisador n&o tinha conhecimento do status do VLB do animal do qual a
amostra foi coletada. Esta pesquisa atendeu aos principios éticos para a pesquisa animal e foi

aprovada pela comissdo de bioética.

Avaliacdo da viabilidade, capacidade fagocitica e a producéo intracelular de espécies

reativas de oxigénio por macréfagos

Separacdo das Células do Leite

A separacdo das células do leite foi realizada conforme descrito por Blagitz et al. (2013).
Resumidamente, foi realizada a diluicdo de 1 L de leite em 1 L de solucdo salina tamponada
(PBS). Ap0s a centrifugacdo a 1000 x g por 15 min, a camada de gordura e o sobrenadante foi
descartado. O pellet celular foi entdo lavado novamente com 30 mL de solugdo PBS e
centrifugado a 400 x g por 10 min. Posteriormente, as células foram ressuspensas em 1 mL de
meio de cultivo celular RPMI-1640 (R7638, Sigma Aldrich, EUA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab, Brasil), e posteriormente, as células foram contadas em camara de
Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada através da excluséo utilizando o azul de Tripan.
As células presentes no leite foram entdo diluidas com meio de cultivo celular contendo 10%

de soro fetal bovino a uma concentragio de 2 x10°® mL- 1 de células viaveis.
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Identificagdo dos macrofagos lacteos

Inicialmente, as células foram incubadas com 1 pL de anticorpo monoclonal (mAb)
mouse IgG1 anti-bovine CD14 (n° cat. MM61A, VMRD Pullman, Pullman, EUA) por 30 min
a temperatura ambiente. Logo apds, 1 mL de PBS foi adicionado ao tubo especifico de
citometria, e as amostras centrifugadas a 400 x g por 8 min. Posteriormente, 1 uL de anticorpo
secundario goat anti-mouse 1gG1l conjugado ao aloficocianina (APC; n° cat. A10541,
Invitrogen, Carlsbad, EUA) foi adicionado as amostras, que foram incubadas por 30 min a
temperatura ambiente. Em seguida, 1 mL da solucdo PBS foi adicionada a suspensao celular, a
qual foi centrifugada a 400x g por 8 min. Finalmente, 300 uL de PBS foi adicionado as amostras
que foram analisadas por citbmetro de fluxo (BD FACSCalibur, Becton Dickinson
Immunocytometry System™, San Diego, EUA). Um controle negativo (ndo marcado), um
controle empregando a marcagdo apenas com o0 anticorpo secundario, e amostra marcada apenas

com o anticorpo foram preparadas para os controles da compensacao.

Deteccéo da apoptose por citometria de fluxo

A apoptose de macrofagos lacteos residentes foi determinada pela marcacdo dupla com
anticorpo anti-anexina-V conjugado com isotiocianto de fluoresceina (FITC) e iodeto de
propideo (PI) por analise de citometria de fluxo utilizando kit comercial (cat. n. K2350,
APOPTEST-FITC, Dako Cytometrion, Holanda), conforme previamente descrito (Blagitz et
al., 2015; Della Libera et al., 2015; Souza et al., 2020). Inicialmente, 2 x 10° células do leite
foram ressuspensas em 100 pL de tampéo de ligacdo (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, MgCI2
1 mM e CaCl2 1,8 mM) contendo anticorpo anti-anexina-V FITC e incubados em temperatura
ambiente por 20 min no escuro. Posteriormente, os macréfagos foram identificados usando
mADb, conforme descrito acima. Imediatamente antes da analise de citometria de fluxo, 5 puL de
uma solu¢do de PI 250 ug mL-1 foi adicionada. As células negativas para a anexina-V marcada
com FITC e ao PI foram consideradas como vivas. As células que foram reativas a anexina V
marcada com FITC, mas negativas para o PI, foram classificadas como apoptoticas. Aqui,
20.000 células, excluindo a maioria dos detritos, foram examinadas por amostra. O software

FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, EUA) foi usado para analisar os dados.
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Preparacéo de Staphylococcus aureus marcados com iodeto de propideo

A marcacdo dos Staphylococcus aureus (ATCC 25923) com iodeto de propideo (PI) foi
preparado como proposto por Hasui et al. (1989) e modificado por Della Libera et al. (2015).

Producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio

A producéo intracelular de ERO foi realizado através da citometria de fluxo, conforme
previamente descrito (Blagitz et al., 2015; Della Libera et al., 2015; Souza et al., 2020)
utilizando o 2,7’ dichlorofluorescein diacetate (DCFH2-DA) como sonda. Os varios tipos de
ERO (perdxido de hidrogénio, peroxinitrito, 6xido nitrico, radicais hidroxila e peroxil) oxidam
0 DCFH2-DA em DCF, que é fluorescente e pode ser detectado usando um citémetro de fluxo
equipado com um conjunto de filtros padrdo para fluoresceina verde (Shehat & Aranijuez-
Tigno, 2019). Brevemente, 2x10° de células viaveis do leite foram incubadas com 200 pL de
DCFH2-DA (0.3 mM, cat. n. D6883, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) por 30 min a 37 °C e 800
uL de PBS. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de 3 mM de EDTA. Em seguida, 0s
macrofagos foram identificados usando mAb, conforme descrito acima. Finalmente, as
amostras foram centrifugadas a 400 x g por 10 min, os leucdcitos foram ressuspensos em 300
pL de PBS e analisados por citometria de fluxo.

Fagocitose

O ensaio de fagocitose foi realizado através da citometria de fluxo utilizando S. aureus
conjugado com PI, conforme previamente descrito (Blagitz et al., 2015; Della Libera et al.,
2015; Souza et al., 2020). Brevemente, 2x10° de células viaveis do leite foram incubadas com
100 pL de S. aureus conjugado com P1 por 30 min a 37 °C e 900 uL de PBS. Posteriormente,
foram adicionados 2 mL de 3 mM de EDTA, para reduzir drasticamente o numero de bactérias
aderentes a membrana celular que poderiam ser consideradas erroneamente como fagocitadas
(Batista et al., 2018). Em seguida, os macrdfagos foram identificados usando mAb, conforme
descrito acima. Finalmente, as amostras foram centrifugadas a 400x g por 10 min, os leucdcitos

foram ressuspensos em 300 pL de PBS e analisados por citometria de fluxo.
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No presente estudo, 20.000 células, excluindo a maioria dos debris celulares, foram
examinadas por amostra. As leituras das amostras foram realizadas utilizando um citémetro de
fluxo FACSCaliburTM (Becton Dickinson Immunocytomtry SystemsTM, San Diego, EUA)
com lasers de argbnio (excitacdo 488 nm) e diodo (excitagdo 635 nm). O software FlowJo (Tree
Star Inc., Ashland, EUA) foi usado para analisar os dados. Os dados sdo apresentados como
porcentagem de macrofagos (células CD14+) que produziram ERO (porcentagem de células
fluorescentes) e a média geométrica da intensidade de fluorescéncia indica a intensidade de
producdo de ERO de cada célula dado pela mensuragdo da intensidade da fluorescéncia. Os
resultados foram corrigidos para contetdo de autofluorescéncia usando células de leite ndo

marcadas das amostras de leite do mesmo quarto mamario.

Andlise estatistica

As distribuicdes de todas as variaveis foram analisadas usando graficos de probabilidade
normais obtidos por meio dos testes de Shapiro e Wilk. Os dados foram analisados por meio de
analises de variancia multivariada. Em seguida, foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney. Considerou-se 0 modelo de quartos mamarios e as vacas aninhados dentro de
vacas. As analises estatisticas foram realizadas com o software estatistico STATA versdo 12
(Stata Corp., College Station, Texas, USA). Os resultados sdo apresentados como média + erro-

padrao. O nivel de significancia foi definido em P < 0,05.
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4 RESULTADOS

Os valores de CCS, dias em lactacdo e parto (dados nao apresentados) nao diferiram
entre os grupos. No entanto, amostras de leite de vacas sorologicamente positivas para VLB
manifestando PL apresentaram maior porcentagem de macréfagos (CD14%) do que aquelas
provenientes de vacas soronegativas para o VLB (P = 0,01; Fig 1). Como resultado, foi
observada uma tendéncia a maior porcentagem de macréfagos lacteos em amostras de animais
infectados pelo VLB manifestando PL quando comparados com animais AL (P = 0,052; Fig.

1).

% Macrophages
o
h
1

Figure 1. Porcentagem (média + erro-padrdo) de macréfagos lacteos (CD14*) de glandulas mamarias sadias

em animais soronegativos (VLB") e infectados pelo virus da leucemia bovina (VLB™) aleucémicos (AL) e

manifestando linfocitose persistente (PL). Letras diferentes indicam P < 0,05. “P = 0,052.

No presente estudo, a porcentagem de macrofagos lacteos que fagocitaram S. aureus em
animais soronegativos foi maior que em vacas leiteiras infectadas pelo VLB AL (P = 0,004,
Fig. 2) e manifestando PL (P = 0,018; Fig. 2). No entanto, a porcentagem de macréfagos lacteos
que produziram ERO (P = 0,22) e a intensidade de fagocitose (P = 0,79) e producdo de ERO

(P =0,14) néo diferiu entre 0s grupos.
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Figure 2. Porcentagem (média + erro-padréo) de macrofagos lacteos que fagocitaram S. aureus em animais

soronegativos (VLB") e infectados pelo virus da leucemia bovina (VLB*) aleucémicos (AL) e manifestando

linfocitose persistente (PL). Letras diferentes indicam P < 0,05.

Os animais infectados pelo VLB aleucémicos (P = 0,0005) e com PL (P = 0,0009)

apresentaram maior porcentagem de macrofagos lacteos viaveis, enquanto animais sadios

apresentaram maior porcentagem de macréfagos lacteos apoptéticos que animais infectados

pelo VLB aleucémicos (P < 0,0001) e com LP (P < 0,0001).
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Figure 3. Porcentagem (média + erro-padréo) de macrofagos lacteos vidveis (Annexin-V/P1°) (A) e em

apoptose (Annexin-V*/PI) (B) em animais soronegativos (VLB") e infectados pelo virus da leucemia bovina

(VLB*) aleucémicos (AL) e manifestando linfocitose persistente (PL). Letras diferentes indicam P < 0,05.
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5 DISCUSSAO

Apesar da maioria das pesquisas com VLB demonstrarem seu impacto no sistema
imune adaptativo, algumas pesquisas evidenciam que a infec¢cdo por VLB afeta negativamente
0 desempenho de mondcitos e macrofagos (Frie & Coussens, 2015), no entanto, até onde se
sabe, nenhum estudo investigou o impacto da infeccdo pelo VLB na fungdo de macrofagos
lacteos. Os macrofagos representam a principal populacdo leucocitaria no leite de glandulas
mamarias de vacas sadias (Sarikaya et al., 2004), sendo, portanto, 0s primeiros a encontrar
possiveis patdgenos invasores. Os macrdéfagos desempenham papel importante na defesa da
glandula maméria, que dentre varias fungdes, atuam em mecanismos de fagocitose,
apresentacdo de antigenos, sintese de lactoferrina, fatores do sistema complemento, N-acetil-
B-D-glucosamidase, citocinas, além de remover debris celulares e neutréfilos apoptoticos
(Johnston, 1988; Carneiro et al., 2009; Bastos et al., 2012).

No presente estudo, observou-se um maior percentual de macréfagos lacteos (CD14")
em animais com PL em relacdo aos animais sorologicamente negativos e AL. Portanto,
hipotetizamos que o maior percentual de macrofagos presentes no leite de animais infectados
por VLB com PL pode estar associado, pelo menos em parte, a expressdo dos genes Bcl-2 e
Bcl2L1 que estdo envolvidos na inibigdo apoptdtica (Erskine et al., 2012). Embora até entdo
nédo se saiba com exatiddo como o VLB altera os mecanismos de crescimento celular e seus
disturbios proliferativos, ha evidéncias que sugerem que o VLB pode afetar vias de sinalizacéo
de crescimento e morte celular (Frie & Coussens, 2015). Convém destacar que todos 0s animais
infectados pelo VLB manifestando PL apresentaram alta carga proviral, enquanto cerca de 70%
dos animais AL apresentaram baixa carga proviral, o0 que pode explicar a maior inibi¢cdo da

apoptose em animais infectados pelo VLB
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manifestando PL. Portanto, estudos futuros para determinar a carga proviral em bovinos com
PL e AL s&o bem-vindos.

Além disto, os macrofagos lacteos em vacas leiteiras infectadas pelo VLB
apresentaram menores percentuais de fagocitose de S. aureus que animais soronegativos para
VLB. Similarmente, Blagitz et al. (2017) observaram em seu estudo a reducdo no percentual de
fagocitose de S. aureus por mondcitos sanguineo em vacas infectadas com VLB que
apresentavam PL. Ademais, Azedo et al. (2011) demonstraram que mondcitos de fémeas
bovinas com PL manifestaram menor indice de fagocitose do que fémeas soronegativas e
aleucémicas. Portanto, apesar da infeccdo do VLB impactar a capacidade fagocitica de
monacitos sanguineos apenas em animais manifestando PL, nossos achados demonstraram que
a funcdo de macrdéfagos lacteos € prejudicada em animais infectados pelo VLB independente
da manifestacdo da PL.

Portanto, apesar do nimero limitado de animais utilizados no presente estudo, nossos
achados demonstram que a infeccdo por VLB pode afetar negativamente a imunidade da
glandula maméria. Diante disto, fica claro que a infeccdo por VLB pode impactar na acdo e
funcdo de macréfagos frente a patdgenos causadores da mastite, podendo favorecer a
susceptibilidade a infec¢bes ou diminuir a sua capacidade de eliminar a infecgcdo intramamaria
(cura espontanea). Assim, acreditamos que o VLB pode afetar programas de controle da mastite

em rebanhos leiteiros.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo fornece informagdes importantes sobre as implicagdes das infec¢fes
por VLB na glandula mamaria, impactando a funcionalidade dos macrofagos lacteos em
animais infectados pelo VLB, principalmente aqueles que apresentam PL. Além disso, esta
pesquisa destaca a importancia do controle de infeccdes pelo VLB, devido aos seus efeitos

indiretos no surgimento de infec¢Bes secundarias, como por exemplo a mastite.
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ANEXO 1 -NORMAS DA REVISTA VETERINARY IMMUNOLOGY AND
IMMUNOPATHOLOGY

Tipos de contribuicdes

1. Artigos de pesquisa originais (artigos completos e comunicacdes curtas);
2. Artigos de revisdo (mini-revisdes e artigos de revisdao completos);

3. Relatérios de reunides cientificas.

Artigos de pesquisa originais:

Devem relatar os resultados de pesquisas originais. O material ndo deve ter sido
publicado anteriormente em outro lugar, exceto em uma forma preliminar.

Os artigos completos devem obedecer ao formato tradicional com titulos para a se¢éo

Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados e Discusséo.

Uma breve comunicacdo (Short Communication) é uma descricdo concisa, mas
completa de uma investigacdo limitada, que ndo serd incluida em um artigo posterior. As
comunicacdes curtas devem ser completamente documentadas, tanto por referéncia a literatura
quanto pela descricdo dos procedimentos experimentais empregados, como um artigo regular.
Né&o devem ocupar mais de 6 paginas impressas com figuras, tabelas e referéncias (cerca de 12
paginas do manuscrito, incluindo um total de 4 figuras e tabelas) e devem conter um Resumo
de ndo mais de 200 palavras. Os titulos devem ser Introdugdo, Materiais e Métodos com 0s
Resultados e Discussdo combinados. A contagem maxima total de palavras de texto nessas

secdes é 3000.

Artigos contendo dados de sequéncia per se estdo fora do escopo do periddico, mas
aqueles que descrevem sequéncias incluindo utilidade, por exemplo, a expressdo e fungdo
imunoldgica de uma molécula ou a geragdo de mAb util, serdo considerados. Os dados de
sequéncia podem ser enviados para inclusdo como informacéo suplementar com os nimeros de

acesso citados no texto.
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Lista de verificacio de submissao

Vocé pode usar esta lista para fazer uma verificacdo final de sua submisséo antes de
envia-la para a revista para revisdo. Por favor, verifigue a secdo relevante neste Guia para

Autores para mais detalhes.

Certifique-se de que 0s seguintes itens estejam presentes:

Um autor foi designado como o autor para correspondéncia com os dados de contato:
* Endereco de e-mail;

* Endereco postal completo.

Todos os arquivos necessarios foram carregados:

Manuscrito:

* Inclua palavras-chave;

* Todas as figuras (inclua legendas relevantes);

* Todas as tabelas (incluindo titulos, descricdo, notas de rodapé);

« Certifique-se de que todas as citacdes de figuras e tabelas no texto correspondam aos
arquivos fornecidos;

+ Indique claramente se sé&o coloridas deve ser usado para quaisquer figuras em
arquivos impressos de resumos graficos / realces (quando aplicavel);

Arquivos suplementares (quando aplicavel).

Considerac0es adicionais:

» O manuscrito foi 'verificado a ortografia' e 'a gramatica’;

+ Todas as referéncias mencionadas na Lista de Referéncias sdo citadas no texto e
vice-versa,;

« Foi obtida permissao para o uso de material protegido por direitos autorais de outras
fontes (incluindo a Internet);

« Uma declaracéo de interesses concorrentes é fornecida, mesmo se 0s autores néo
tiverem interesses concorrentes a declarar;

* As politicas do periddico detalhadas neste guia foram revisadas;
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« Sugestdes de arbitros e detalhes de contato fornecidos, com base nos requisitos do

periddico.

Introducéo
Indique os objetivos do trabalho e forneca uma fundamentagdo adequada, evitando o

levantamento detalhado da literatura ou a sintese dos resultados.

Material e métodos

Forneca detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja reproduzido por um
pesquisador independente. Os métodos ja publicados devem ser resumidos e indicados por uma
referéncia. Se estiver citando diretamente de um método publicado anteriormente, use aspas e
também cite a fonte. Quaisquer modificacdes nos métodos existentes também devem ser

descritas.

Resultados

Os resultados devem ser claros e concisos.

Discusséo

Deve explorar o significado dos resultados do trabalho, ndo repeti-los. Uma secéo
combinada de Resultados e Discussdo costuma ser apropriada. Evite citacfes extensas e
discussao da literatura publicada.

Conclusoes
As principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em uma breve sec¢do de
Conclusoes, que pode ser isolada ou formar uma subsecdo de uma se¢do de Discussédo ou

Resultados e Discussao.
Informacoes essenciais da pagina de titulo
e Titulo

Conciso e informativo. Os titulos sdo frequentemente usados em sistemas de

recuperacdo de informacoes. Evite abreviacdes e formulas sempre que possivel.
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» Nomes e afiliaces dos autores.

Indique claramente o (s) nome (s) e sobrenome (s) de cada autor e verifique se todos o0s
nomes foram digitados corretamente. VVocé pode adicionar seu nome entre parénteses em seu
préprio script por trds da transliteracdo em inglés. Apresente os enderecos de afiliacdo dos
autores (onde o trabalho real foi feito) abaixo dos nomes. Indique todas as afiliagbes com uma
letra sobrescrita mindscula imediatamente apds o nome do autor e na frente do endereco
apropriado. Forneca o endereco postal completo de cada afiliacdo, incluindo o nome do pais e,
se disponivel, o endereco de e-mail de cada autor.

* Autor para correspondéncia.

Indique claramente quem ira lidar com a correspondéncia em todas as fases de avaliacdo
e publicacdo, também apds a publicacdo. Essa responsabilidade inclui responder a quaisquer
duvidas futuras sobre Metodologia e Materiais. Certifique-se de que o endereco de e-mail seja
fornecido e que os dados de contato sejam mantidos atualizados pelo autor correspondente.

« Endereco atual / permanente.

Se um autor mudou desde que o trabalho descrito no artigo foi feito, ou estava visitando
na época, um 'endereco atual' (ou 'endereco permanente’) pode ser indicado como uma nota de
rodapé ao nome desse autor. O endereco no qual o autor realmente fez o trabalho deve ser
mantido como o endereco de afiliacdo principal. NUmeros arabicos sobrescritos sdo usados para

essas notas de rodapé.

Formatos
Se sua arte eletrdnica for criada em um aplicativo do Microsoft Office (Word,
PowerPoint, Excel), forneca "no estado em que se encontra” no formato de documento nativo.
Independentemente do aplicativo usado diferente do Microsoft Office, quando sua arte
eletronica for finalizada, 'Salvar como' ou converta as imagens em um dos seguintes formatos
(observe os requisitos de resolucgdo para desenhos de linhas, meios-tons e combinacGes de
linha / meio-tom fornecidos abaixo):
EPS (ou PDF): Desenhos vetoriais, incorpora todas as fontes usadas.
TIFF (ou JPEG): Fotografias coloridas ou em escala de cinza (meios-tons), com um
minimo de 300 dpi.
TIFF (ou JPEG): Desenhos de linha em bitmap (pixels puros em preto e branco),

com um minimo de 1000 dpi.
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TIFF (ou JPEG): CombinacGes de linha de bitmap / meio-tom (colorido ou tons de
cinza), mantendo um minimo de 500 dpi.

Na&o:

 Forneca arquivos otimizados para uso na tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT,
WPG); eles normalmente tém um nimero baixo de pixels e um conjunto limitado de cores;

* Forneca arquivos com resolucdo muito baixa;

« Envie graficos desproporcionalmente grandes para o contetdo.

Legendas das figuras

Certifique-se de que cada ilustracdo tenha uma legenda. Forneca as legendas
separadamente, ndo anexadas a figura. A legenda deve conter um breve titulo (ndo na propria
figura) e uma descricdo da ilustracdo. Reduza o texto nas préprias ilustragdes, mas explique

todos os simbolos e abrevia¢Ges usados.

Referéncias:

Citacdo no texto

Certifique-se de que todas as referéncias citadas no texto também estdo presentes na
lista de referéncias (e vice-versa). Quaisquer referéncias citadas no resumo devem ser
fornecidas por extenso. Resultados ndo publicados e comunicacBes pessoais ndo sdo
recomendados na lista de referéncias, mas podem ser mencionados no texto. Se essas
referéncias estiverem incluidas na lista de referéncias, elas devem seguir o estilo de referéncia
padrdo da revista e devem incluir uma substituicdo da data de publicacdo por 'Resultados néo
publicados' ou ‘Comunicagdo pessoal'. A citacdo de uma referéncia como 'no prelo' implica que

o0 item foi aceito para publicacgéo.

Links de referéncia

Maior descoberta de pesquisas e revisao por pares de alta qualidade sdo garantidas por
links online para as fontes citadas. Para nos permitir criar links para servigos de abstracdo e
indexacdo, como Scopus, CrossRef e PubMed, certifique-se de que os dados fornecidos nas
referéncias estdo corretos. Observe que sobrenomes, titulos de periodicos / livros, ano de
publicacdo e paginacdo incorretos podem impedir a criacdo de links. Ao copiar referéncias,

tenha cuidado, pois elas ja podem conter erros. O uso do DOI é altamente encorajado.
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Um DOI tem garantia de nunca mudar, entdo vocé pode usa-lo como um link
permanente para qualquer artigo eletrénico. Um exemplo de citagdo usando DOI para um artigo
que ainda nao foi publicado é: VanDecar JC, Russo RM, James DE, Ambeh WB, Franke M.
(2003). Continuacdo asismica da laje das Pequenas Antilhas abaixo do nordeste da Venezuela.
Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Observe que o

formato de tais citacdes deve ser no mesmo estilo que todas as outras referéncias no artigo.

Referéncias da Web

No minimo, o URL completo deve ser fornecido e a data em que a referéncia foi
acessada pela ultima vez. Quaisquer informaces adicionais, se conhecidas (DOI, nomes dos
autores, datas, referéncia a uma publicacdo fonte, etc.), também devem ser fornecidas. As
referéncias da Web podem ser listadas separadamente (por exemplo, apds a lista de referéncias)

sob um titulo diferente, se desejado, ou podem ser incluidas na lista de referéncias.

Referéncias de dados

Este periddico incentiva vocé a citar conjuntos de dados subjacentes ou relevantes em
seu manuscrito, citando-os em seu texto e incluindo uma referéncia de dados em sua Lista de
referéncias. As referéncias de dados devem incluir os seguintes elementos: nome (s) do autor,
titulo do conjunto de dados, repositério de dados, versdo (quando disponivel), ano e
identificador persistente global. Adicione [dataset] imediatamente antes da referéncia para que
possamos identifica-lo corretamente como uma referéncia de dados. O identificador [dataset]

ndo aparecera em seu artigo publicado.

Referéncias em uma edicgao especial
Certifique-se de que as palavras 'esta edi¢do' sejam adicionadas a quaisquer referéncias

na lista (e quaisquer citagOes no texto) para outros artigos na mesma edigéo especial.

Estilo de Referéncia

1. Todas as publicagdes citadas no texto devem ser apresentadas em uma lista de
referéncias apos o texto do manuscrito. O manuscrito deve ser verificado cuidadosamente para
garantir que a grafia dos nomes e datas dos autores sejam exatamente iguais no texto e na lista

de referéncias.
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2. No texto, referir o nome do autor (sem inicial) e ano de publicacdo, seguido - se
necessario - de uma breve referéncia as paginas apropriadas. Exemplos: "Desde Peterson (1988)
mostrou que ..." "1sso esta de acordo com os resultados obtidos posteriormente (Kramer, 1989,
pp. 12-16)".

3. Se for feita referéncia no texto a uma publicacdo escrita por mais de dois autores,
deve-se usar 0 nome do primeiro autor seguido de "et al.”. Essa indicacdo, entretanto, nunca
deve ser usada na lista de referéncias. Nesta lista, devem ser mencionados 0s nomes do primeiro
autor e dos co-autores.

4. As referéncias citadas em conjunto no texto devem ser organizadas
cronologicamente. A lista de referéncias deve ser organizada em ordem alfabética pelos nomes
dos autores e cronologicamente por autor. Se 0 nome de um autor na lista também for citado
com co-autores, a seguinte ordem deve ser usada: publica¢es de um Unico autor, organizadas
de acordo com as datas de publicacdo - publicacbes do mesmo autor com um co- autor -
publicacGes do mesmo autor com mais de um co-autor. Publica¢Ges do (s) mesmo (s) autor (es)
no mesmo ano devem ser listadas como 1974a, 1974b, etc.

5. Use o0 seguinte sistema para organizar suas referéncias:

a. Para periodicos

Harp, JA, Walters, TE, Goff, JP, 2004. Lymphocyte subsets and adhesion molecule
expression in milk and blood of periparturient dairy cattle. Vet. Immunol. Immunopathol. 102,
9-17.

b. Para simposios editados, nUmeros especiais, etc., publicados em um periddico

Miller, LC, Fox, JM, 2004. Apoptose e virus da sindrome respiratoria e reprodutiva
porcina. Em: Murtaugh, MP, Rowland, RRR (Eds), Immunology and Immunopathology of
Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS). Vet. Immunol. Immunopathol. 102,
131-142.

c. Para livros

Gershwin, M., Naguwa, S., 2005. Allergy and Immunology Secrets, Elsevier, 352 pp.

D. Para livros de varios autores

Butler, JE, 1981. Um conceito de imunidade humoral entre ruminantes e uma
abordagem para sua investigacdo. Em: Butler, JE, Nielson, K., Duncan, JR (Eds.), The

Ruminant Immune System, Plenum Press, New York, pp. 3-55.
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Referéncias de dados [conjunto de dados] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S.,
Nakashizuka, T., 2015. Dados de mortalidade para a doenca da murcha do carvalho japonés e
composicoes da floresta circundante. Mendeley Data, vl
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

6. Abrevie os titulos dos periddicos mencionados na lista de referéncias de acordo com
BIOSIS Serial Sources, publicada anualmente pelo BIOSIS. A abreviatura correta para este
periddico é Vet. Immunol. Immunopathol.

7. No caso de publica¢bes em qualquer idioma diferente do inglés, o titulo original deve
ser mantido. No entanto, os titulos das publicacdes em alfabetos ndo latinos devem ser
transliterados e uma notagcdo como "(em russo)" ou "(em grego, com resumo em inglés)" deve
ser adicionada.

8. Trabalhos aceitos para publicacdo, mas ainda nédo publicados, devem ser referidos
como "no prelo™.

9. As referéncias relativas a dados ndo publicados e "comunicagdes pessoais” nao
devem ser citadas na lista de referéncias, mas podem ser mencionadas no texto.

10. Podem ser fornecidas referéncias da Web. No minimo, o URL completo é
necessario. Quaisquer informacdes adicionais, como nomes de autores, datas, referéncia a uma
publicacdo fonte e assim por diante, também devem ser fornecidas.

11. Os artigos disponiveis online, mas sem numero de volume e pagina, podem ser

consultados por meio de seu codigo Digital Object identifier (DOI).

Informacao adicional

1 Os manuscritos devem ter linhas numeradas com margens largas e espagamento
duplo, ou seja, também para resumos, notas de rodapé e referéncias. Todas as
paginas do manuscrito devem ser numeradas. No entanto, no texto, nenhuma
referéncia deve ser feita aos niUmeros das paginas; se necessario, pode-se consultar
as se¢des. Evite 0 uso excessivo de italico para enfatizar parte do texto.

2. Os manuscritos em geral devem ser organizados na seguinte ordem:

e Titulo (deve ser claro, descritivo e ndo muito longo);
e Nome (s) do (s) autor (es);

e Enderecos postais completos das afiliagdes;
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Numeros completos de telefone e fax e endereco de e-mail do autor para
correspondéncia;

Apresentar endereco (s) do (s) autor (es), se aplicavel,

Endereco de correspondéncia completo, incluindo endereco de e-mail para o

qual as provas devem ser enviadas;

Abstract;

Palavras-chave (termos de indexacdo), normalmente de 3 a 6 itens;
Introducéo;

Métodos, técnicas;

Resultados;

Discussao;

Concluséo;

Agradecimentos e quaisquer informacdes adicionais sobre bolsas de pesquisa,
etc;

Referéncias;

Mesas;

Legendas de figuras;

Tabelas (arquivo (s) separado (s));

Figuras (arquivo (s) separado (5s)).

3. Titulos e subtitulos ndo devem ser executados dentro do texto. Eles devem ser

digitados em uma linha separada, sem recuo. Use o tipo de letra minuscula.

4. Devem ser usadas unidades Sl.

5 A Elsevier reserva-se o privilégio de retornar ao autor para revisao de manuscritos

e ilustracGes aceitos que ndo estejam na forma adequada fornecida neste guia.

https://www.elsevier.com/journals/veterinary-immunology-and-immunopathology/0165-
2427/guide-for-authors.
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