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RESUMO

RAMOS, J. S. Haptoglobina como biomarcardor de doengas em bezerras
Holandesas. [Haptoglobin as a biomarker of diseases in Holstein heifers]. 2018. 83f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2018.

O presente estudo avaliou a dindmica da onfalite, diarreia e Doenca
Respiratéria Bovina (DRB), além do comportamento da haptoglobina (Hp) em
bezerras Holandesas nos primeiros 41 dias de vida. Ainda, foi possivel determinar os
parametros de performance da Hp frente a deteccdo de doencas. Para tanto, foram
avaliadas 216 bezerras nos momentos D2-6; D7-13; D14-20; D21-27 e D31-41. A
haptoglobina (Hp) foi mensurada por técnica espectrofotométrica, enquanto a
sanidade das bezerras foi avaliada segundo o Calf Health Scoring Criteria, da
University of Wisconsin — Madison. A diarreia foi monitorada pela avaliagcdo da
consisténcia das fezes, sendo adotada a seguinte classificagédo: escore 0 — fezes com
consisténcia normal; escore 1- fezes pastosas e semi-formada; escore 2- fezes
pastosas com maior quantidade de agua e conteudo fecal aderido ao perineo e cauda;
escore 3- fezes liquidas com conteudo fecal aderido no perineo e cauda. Escores 2 e
3 foram considerados positivos para diarreia. A matéria seca das fezes também foi
determinada para avaliagdo da saude intestinal, sendo os animais com valores <15%
classificados como positivos para diarreia. A DRB foi determinada adotando-se os
seguintes parametros: tosse, secrecdo nasal, secre¢cdo ocular, posicionamento de
orelhas e temperatura corpérea, sendo pontuados de 0 a 3 de acordo com a
intensidade da sintomatologia. Soma das pontuagbes escore =5 foi adotada para
classificar os animais positivos para DRB. As onfalites foram determinadas pela
inspecao e palpagao das estruturas umbilicais externas. O periodo de maior
prevaléncia da onfalite foi no D7-13 (8,8%; 19/216), seguida pelas diarreias no D14-
20 (42,9%; 76/177) e DRB no D31-41 (26,4%; 55/208). A média da concentracdo de
Hp durante o experimento foi de 0,031£0,05 g/L, com valores minimo e maximo de 0,00
e 0,52 g/L, respectivamente. Os picos de haptoglobina foram detectados nos
momentos D7-13 (0,04+0,07) e D14-20 (0,04+£0,05 g/L). Em relagdo as diarreias
(escore fecal 2 e 3), a Hp apresentou sensibilidade de 56,9% e especificidade 74,07 %,
sendo o ponto de corte estabelecido equivalente a 0,02 g/L. Resultados semelhantes

foram observados para diarreias determinadas pelo teor de matéria seca:



sensibilidade 58,1; especificidade 76,2; e ponto de corte 0,02 g/L. Em relagdo a DRB,
a sensibilidade e especificidade foi de 72,7 e 81,2%, respectivamente, quando
utilizado a soma do escore respiratorio = 5 associado a temperatura retal >39,5°C,
com ponto de corte de 0,02 g/L. O ciclo de doencgas foi caracterizado cronologicamente
pelas onfalites, diarreias e DRB nos primeiros 41 dias de vida. A haptoglobina pode
ser usada como biomarcador para a deteccdo da DRB. Por outro lado, a proteina
apresentou baixa sensibilidade para deteccao de diarreia usando dois padrdes-ouro.
Palavras-chave: Diarreia. Doenca respiratoria. Pré-desmame. Inflamacao. Proteina de

fase aguda.



ABSTRACT

RAMOS, J. S. Haptoglobin as a biomarker of diseases in Holstein heifers
[Haptoglobina como biomarcardor de doengas em bezerras Holandesas]. 2018. 83f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2018.

This research evaluated the dynamic of navel inflammation, diarrhea and
Bovine Respiratory Disease (BRD), besides the haptoglobin (Hp) profile in Holstein
heifers in the first 41 days of life. Moreover, it was possible to determine the
development of haptoglobin to detect diseases. For this, it was evaluated 216 Holstein
heifers in the following moments D2-6; D7-13; D14-20; D21-27 e D31-41. Haptoglobin
was measured using spectrophotometric, and the health status of calves were
assessed in accordance with the Calf Health Scoring Criteria from The University of
Wisconsin (Madison). Diarrhea was monitored according to fecal consistency, using
the following classification: score 0- normal consistency, score 1- pasty, semi-formed,
score 2- pasty with largest amount of water, score 3- liquid with fecal content adhered
in the perineum and tail. Calves were assessed having diarrhea when the score were
2 or 3. Fecal dry matter also was determined to evaluate the gut health, so animals
with values <15% were classified such as positive for diarrhea. BRD was assessed
using the following parameters: rectal temperature, nasal secretion, ocular secretion,
cough and ear/head position with score of 0-3 based on severity of each. Calves were
assessed having BRD when the sum of these scores was =5. Omphalitis was
evaluated by inspection and palpation of navel external structures. The highest
prevalence of omphalitis was observed on D7-D13 (8.8%; 19/216), followed diarrhea
on D14-D20 (42.9%, 76/177) and BRD on D31-D41 (26.4%; 55/208). The mean of Hp
along this research was 0.03+0.05 g/L, with minimum and maximum values of 0.00 e
0.52 g/L, respectively. The peak of haptoglobin was detected on D7-13 (0.04+£0.07) e
D14-20 (0.04£0.05 g/L). In relation to diarrhea (fecal score 2 and 3), the haptoglobin
had sensibility of 56.9% and specificity of 74.07%, and the cut-off established was 0.02
g/L. Similar results was observed for diarrhea determined using fecal dry matter:
sensibility of 58.1; specificity of 76.2; and cut-off of 0.02 g/L. In relation to BRD,
sensibility and specificity detected was 72.7 and 81.2%, respectively, when the sum of
score was = 5 associated with rectal temperature >39.5°C, with cut-off equal 0.02 g/L.

The cycle of diseases was characterized by omphalitis, diarrhea and BRD in the first



41 days of life. Haptoglobin can be used as a biomarker to detect BRD. On the other
hand, this protein had low sensibility to detect diarrhea using two gold standard.

Key-words: Diarrhea. Respiratory disease. Preweaning. Inflammation. Acute phase
protein.
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1 INTRODUGAO

Atualmente o rebanho bovino brasileiro concentra aproximadamente 218,23
milhdes de cabecgas (IBGE, 2016). O numero de vacas ordenhadas é estimado em 23
milhdes e a produgdo média anual € de 1154 litros de leite/vaca. O Brasil ocupa a
posicdo de quinto maior produtor mundial de leite (SABBAG; COSTA, 2015; FAO
2016).

O crescimento do rebanho nacional e produtividade de leite dependem da
exceléncia na fase de cria que precisa ser visualizada como um investimento e nao
custo ao sistema de producgao. A eficiéncia na criacéo de bezerras depende da gestéao
dos desafios sanitarios, especialmente diarreias e doencga respiratoria, pois esses
fatores exercem uma influéncia significativa na vida futura, principalmente em relagéo
a producao de leite (LINDEN; BICALHO; NYDAM, 2009).

Diferentes patégenos promovem diferentes respostas imunoldgicas. Apds a
quebra da barreira fisica nas mucosas, estas respostas tém inicio com o
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) por
principalmente células dendriticas, macrofagos e monécitos. Apds o reconhecimento,
séo sintetizadas citocinas pro-inflamatérias como a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6
(IL-6) e o fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) responsaveis pela sinalizagao celular.
Estas glicoproteinas estimulam a sintese de Hp pelo figado (TIZARD, 2008; BODE et
al., 2012).

A Hp é uma das principais proteinas de fase aguda (PFA) dos bovinos, utilizada
como um biomarcador para a detecgao de processos inflamatdrios, especialmente em
animais adultos (ECKERSALL; BELL, 2010). A Salmonela causa diarreia em bezerros
e promove alteragdes significativas sobre a concentragdo de Hp (0,2 g/L) comparado
a um grupo placebo (0,0 g/L) (DEIGNAN et al., 2000), assim como diarreia causadas
pelo Cryptosporidium com concentragao de 0,27 g/L em relagao ao controle 0,09 g/L
(HAJIMOHAMMADI et al., 2013). A DRB promove aumentos significativos sobre a
concentragdo de Hp (ANGEN et al., 2009; TOTHOVA et al., 2012; JOSHI et al., 2018).
Alguns agentes estdo envolvidos com os aumentos na concentragdo sérica desta
proteina, como em infecgdes respiratorias por Manhemmia e BVDV (GANHEIM et al.,
2003), BRSV (HEEGAARD et al., 2000) e Dictyocaulus viviparus
(GANHEIM; HOGLUND; WALLER, 2004). A DRB, detectada por escores, tem
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mostrado associagao significativa com os aumentos seéricos da Hp (JOSHI et al.,
2018).

Em bezerras ainda existe uma limitagdo de estudos sobre a validade da Hp
como biomarcador, considerando-se o perfil imunoldgico imaturo do recém-nascido,
além da escassez de pesquisas sobre o uso da Hp para a detecgdo de doencas.
Outros aspectos necessarios em estudos com a Hp e a sua associacdo com as
doencas € a avaliagao da precisao da técnica utilizada (ABDALLAH et al., 2016) e a
acuracia da utilizagado desta proteina frente a diferentes padrdes-ouro, avaliando
parametros de performance, como a sensibilidade e especificidade (ALBAYRAK;
KABU, 2016; ABDALLAH et al., 2016).

Diante deste cenario, faz-se necessario a elaboracdo de estudos utilizando a
Hp como biomarcador de doengas em bezerras. O objetivo geral desta pesquisa foi
avaliar o uso da haptoglobina como biomarcador de doengas em bezerras Holandesas
nos primeiros 41 dias de vida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste tépico estdo apresentados dados nacionais e internacionais sobre a
ocorréncia das principais doengas que acometem as bezerras no periodo inicial de
vida. O comportamento da Hp, mecanismos de ativagéo, fungdes fisiologicas, a sua
associacdo com a onfalite, diarreia e DRB, assim como a utilizacdo desta proteina na
medicina veterinaria com foco no diagnostico, prognoéstico e monitoramento de

enfermidades.

2.1 Aspectos Gerais da Diarreia

A diarreia representa a principal causa de morbidade e mortalidade em
bezerras no periodo neonatal (WINDEYER et al., 2014). No Brasil, foram observadas
prevaléncias de 62,75% e 68,9% em bezerras com sete e 14 dias de vida,
respectivamente (NOVO et al.,, 2017). Em outro rebanho, Martin (2017) detectou
prevaléncia de 92,8% em bezerras com idade entre 13 e 15 dias de vida.

A etiologia das diarreias é multifatorial, incluindo bactérias, virus e protozoarios.
Os principais agentes causadores sdao Escherichia coli enterotoxigénica, Salmonela
spp. (COURA et al.,, 2015), Rotavirus, Coronavirus (AMMAR et al., 2014) e
Cryptosporidium parvum (FAGUNDES et al., 2016).

A identificagdo do grupo etario apresentando diarreia pode apontar para a
etiologia da enfermidade. Em um trabalho realizado na Nova Zelandia, os autores
observaram que C. parvum, Rotavirus e infeccbes mistas estavam associados com o
maior grau de aquosidade das fezes em bezerras com idade entre nove e 21 dias de
vida (AL MAWLY et al.,, 2015). Em outro estudo realizado na Argélia, os autores
verificaram que em bezerros com menos de 30 dias de vida a prevaléncia foi de
14,63% de infecgdes causadas por Rotavirus e 20,73% de infeccdes causadas pelo
Coronavirus (AMMAR et al. 2014). Ja as bactérias Escherichia coli e a Salmonela
apresentaram associagdo com a diarreia em bezerros com até 70 dias de vida
(COURA et al., 2015), sendo a E. coli um dos principais agentes causadores da
enfermidade (HASHISH et al., 2016).
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Descrita como o microrganismo que mais causa diarreia na primeira semana
de vida, a Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) consegue adentrar o organismo
no periodo de colonizacao intestinal, que comega logo apdés o nascimento. As
bactérias conseguem seguir para as por¢gdes mais caudais de acordo com o caminho
realizado pela ingesta. Um dos antigenos mais associados com a diarreia em bezerros
por ETEC é o K99 (MYERS; GUINEE, 1976). Algumas caracteristicas s&o
fundamentais para entender a patogénese, a exemplo da necessidade de um pH
menor que 6,5 para a expressao do antigeno K99, como ocorre no intestino delgado
(FOSTER; SMITH, 2009).

Apesar de ndo ser uma causa comum, o fungo Candida albicans foi descrito
como agente causador de diarreia em bezerras com 15 dias de vida (AZIMPOUR,;
POURTAGHI, 2016). Os mesmos autores relataram que tais agentes se apresentaram
como patdgenos oportunistas.

Além dos agentes etiologicos citados acima, os fatores de risco para a diarreia
também sao importantes, como a falha na transferéncia de imunidade passiva
(FAGUNDES et al., 2016); tipo de alojamento; frequéncia de limpeza da area do parto;
presenca de doenca respiratoria (KLEIN-JOBSTL; IWNERSEN; DRILLICH, 2014). Em
estudo realizado na Noruega, a diarreia na primeira semana de vida e entre oito e 30
dias de vida aumentou o risco de morte de bezerras em 24 e 2,9 vezes,
respectivamente (GULLIKSEN et al., 2009).

A alteracdo na consisténcia das fezes, desidratagdo e desequilibrios
eletroliticos e acidobasicos sdo os principais achados clinicos em bezerras com
diarreias, sendo a causa mais comum de desidratacdo, devido a perda excessiva de
fluido intersticial e nos espacos intracelulares, resultando em ressecamento e perda
da elasticidade da pele, ressecamento de mucosas e enoftalmia. Animais
desidratados podem apresentar-se ainda com sinais de depressao mental, decorrente
da perda de volume sanguineo, porém outros fatores podem estar associados com
esta alteragédo, como a toxemia (CONSTABLE et al., 2016).

Além do mais, em animais com diarreia € comum observar a regido perineal
com coloragdo amarelo-esverdeada em decorréncia do ressecamento das fezes
liquefeitas. Nos 6rgaos, alteragdes como multiplas hemorragias, presenca de gases,
ganglios linfaticos mesentéricos aumentados de volume, mucosa hiperémica de

orgaos como 0 abomaso, além de erosdes e ulceragdes (KALKANOV et al., 2016).
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Como a desidratacdo e a alteragao na consisténcia das fezes séo as principais
manifestagdes clinicas de bezerras com diarreia, € importante que os animais sejam
monitorados e avaliados periodicamente, buscando identificar os casos iniciais e
reduzindo assim as complicagdes ou mortes decorrentes da doenca. Assim, a
avaliacdo do escore das fezes para detecgédo da diarreia (Quadro 1) € um método
pratico, de baixo custo e que pode ser inserido na rotina da fazenda e que norteia o
protocolo terapéutico a ser instituido (McGUIRK, 2008).

Durante a avaliagdo da consisténcia, amostras de fezes das bezerras séo
analisadas e classificadas como: normal (escore 0); pastosa/semi-formada (escore 1);
pastosa com maior quantidade de agua (escore 2) e liquida (escore 3). Os escores 0
e 1 sao utilizados para classificar a auséncia e os escores 2 e 3 para a presencga de
diarreia (McGUIRK, 2008).

Quadro 1 - Escores de fezes para a detecgéo de diarreia — Sdo Paulo — 2018
Escores das fezes

Consisténcia das fezes

Normal: firme, | Pastosa/semi- Pastosa com maior | Liquida: aquosa, contetdo
coloragao formada quantidade de agua: | fecal aderido ao perineo e
amarronzada, contelido fecal | cauda

perineo e cauda aderido ao perineo e

limpos e secos cauda

Fonte: Escore GeCria adaptado de McGuirk (2008).

Em relagdo aos disturbios osmoticos, as toxinas estaveis que também sao
apresentadas pela ETEC possuem relagdo direta com a adenosina monofosfato
intracelular ciclico (AMPc). O aumento do AMPc esta associado com a secrecdo de
cloreto, que por sua vez, retira agua para o lumen intestinal, desencadeando a diarreia
(FOSTER; SMITH, 2009).

O exame clinico e o histérico da fazenda sao os principais métodos para o
diagndstico rapido da diarreia, no entanto testes laboratoriais sdo necessarios para a

confirmagao dos agentes etioldgicos. Os agentes etioldgicos podem ser identificados
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pelo exame microscopico das fezes em casos de infecgao por C. parvum e coccideos;
cultura bacteriana; reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), principalmente na
deteccdo de viroses e ELISA para a detecgdao de anticorpos especificos para
determinados agentes. Para a identificagdo do rotavirus, pode-se utilizar o ELISA
sanduiche, pois existem testes comerciais disponiveis (CHO; YOON, 2013).

Alguns testes rapidos auxiliam na detec¢ao de determinados agentes como o
teste 5 BIO K 306 para a deteccdo de Rotavirus, Coronavirus, E. coli F5,
Cryptosporidium e Clostridium perfringens (BIOX Diagnostics, Bélgica).

2.2 Aspectos Gerais da Doenca Respiratoria

A Doencga Respiratéria Bovina (DRB) causa perdas significativas nos sistemas
de producgdo. Poucos trabalhos apresentaram a prevaléncia de DRB em bovinos
leiteiros no Brasil, no entanto, em bovinos confinados, esta enfermidade foi o maior
problema em relacdo a morbidade e mortalidade, com taxas de 6,13%
(11.577/188.862 animais) e 0,21% (397/188.862 animais), respectivamente. Em
relagcdo aos bovinos doentes, 86,9% (11.577/13.315) foram positivos para DRB
(BAPTISTA et al., 2017).

Trabalhos realizados no sul do Brasil apresentaram maiores porcentagens de
surtos de doencga respiratdria em bovinos de leite (54,5%, 18/33), quando comparado
com os bovinos de corte (39,3%, 13/33) entre os anos 2000 a 2011 (BRASIL et al.,
2013). Em outro estudo avaliando as principais enfermidades diagnosticadas na
regidao sul do Rio Grande do Sul em bezerros com até um ano de vida e de diferengas
ragas, foi possivel observar 16,8% (37/220) de afecgdes do sistema respiratério. Em
bezerros com idade entre um e 90 dias de vida, a doenga mais frequente foi a
broncopneumonia (19,3%, 17/88); em bezerros com idade entre quatro a seis meses
a prevaléncia foi de 16,5% (7/42); em bezerros com sete a nove meses foi de 9,3%
(3/32) e entre 10 a 12 meses de vida a frequéncia foi de 9% (4/44) (ASSIS-BRASIL et
al., 2013).

Os principais agentes primarios da DRB sdo os Virus da Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (BHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), Virus da

Parainfluenza tipo 3 (PI3), Virus Respiratorio Sincicial Bovino (BRSV) e Coronavirus.
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Ja as infecgbes secundarias sdo causadas pelas bactérias Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida, Histophilus somni, e Mycoplasma bovis (WOOLUMS; AMES;
BAKER, 2009). Em estudo com bezerros leiteiros, o M. bovis promoveu impacto
significativo sobre a saude e crescimento dos animais (FRANCOZ et al., 2015).

Alguns fatores de risco para DRB em bezerros foram descritos na literatura, tais
como: época do nascimento, inadequada cura do umbigo, doengas manifestadas nas
duas primeiras semanas de vida, falha na transferéncia da imunidade passiva e falta
de controle térmico no alojamento pré-desmama (WINDEYER et al., 2014). Apds a
infecgao e aquisicdo da doenca os bezerros apresentam risco de 6bito. A presenca
da DRB em bezerros na primeira semana de vida aumentou o risco de morte em 6,4
vezes, e 0 risco se mantem alto ao longo de todo o primeiro ano de vida dos animais
(GULLIKSEN, et al., 2009).

Bezerros nascidos no inverno apresentaram maior chance de morte (Odds
Ratio = 1,2). Além disso, o tipo de alojamento do nascimento (Free stalls em relagéo
ao tie stalls) e a criagao das bezerras em grupo promoveram maior risco de morte
quando comparado as bezerras criadas em baias individuais. O tamanho da criagao
também pode ser um fator determinante; no trabalho realizado na Noruega por
Gulliksen et al. (2009), verificou-se que quanto maior o tamanho do rebanho leiteiro,
maior foi a taxa de mortalidade.

Os bezerros apds o nascimento passam por um constante desafio de
adaptacao do sistema imunolégico. A imunidade predominante nos primeiros dias de
vida, considerando um bezerro com adequada colostragem, € a humoral via
anticorpos maternos, denominada de imunidade passiva (CHASE, 2018). A meia vida
destes anticorpos depende de fatores como a concentragdo de colostro ingerida e
absorvida, variando de 21,2 a 35,9 dias apds o nascimento para os diferentes virus -
BVDV1a, BVDV1b, BVDV2, BoHV-1, PI-3V, e BRSV (FULTON et al., 2004).

ApoOs a diminuicdo da concentragdo sanguinea dos anticorpos colostrais
maternos, o sistema imune do bezerro é desafiado para uma producéo propria de
anticorpos, deixando de ser passiva e passando a ser uma imunidade ativa. A
transicao entre a imunidade passiva e ativa € considerada como uma janela
imunoldgica, devido a imaturidade do sistema imunoldgico dos bezerros frente ao
reconhecimento de patéogenos. Neste periodo observa-se maior numero de casos de
DRB, entre 1 a 90 dias de vida (ASSIS-BRASIL et al., 2013).
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A observacdo de taquipneia, dispneia mista, tosse, sons submaci¢cos ou
macigos a percussao do campo pulmonar e a auscultagado de areas aumentadas de
ruido traqueobrdnquico, broncobronquiolar rude e area de siléncio pulmonar séo as
manifestagdes clinicas mais especificas de comprometimento do parénquima
pulmonar (GONCALVES, 2001). A secregcdo nasal pode ou nao estar presente
conforme a quantidade de exsudato nos bronquiolos e a existéncia ou ndo de
inflamacéao do trato respiratério superior (GONCALVES, 2001).

Os achados clinicos incluem ainda inapeténcia, depressao, febre, relutancia em
se movimentar e evidéncia de dor toracica que pode estar associada a pleurite
concomitante (RADOSTITIS et al., 2000).

Alguns métodos de diagnoéstico de DRB foram descritos na literatura. Os
métodos descritos levaram em consideragcao os sinais clinicos apresentados pelas
bezerras quando doentes. Parametros como a tosse, secregdo nasal e ocular,
posicionamento de orelhas e temperatura corpérea foram categorizados em escala de
0 (zero) a quatro, de acordo com a severidade das alteragbes. Apos a avaliagéo de
todos os parametros, realiza-se um somatoério, sendo que a soma = 5 é considerada
positiva para a DRB, somatério 4 é considerado suspeito e menor que 4 negativo para
DRB (Quadro 2). Este escore foi classificado como Escore de Wisconsin - WI
(McGUIRK, 2008).

Em outro sistema de avaliacdo de doenca respiratéria, denominado Escore da
California - CA, os autores analisaram os seguintes parametros: tosse espontanea,
presenca de secrecao nasal, secre¢cao ocular, posicionamentos de orelhas e cabeca
alterados, temperatura retal > 39,2°C, padrao respiratério anormal. Para cada
parametro usou-se a classificagao positivo ou negativo, atribuindo-se uma pontuacgao.
Apds a realizagado do somatorio, bezerras com pontuagéo =5 sao consideradas como

portadoras de doenga pulmonar e <4 como negativas.
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Quadro 2 - Escore para a detecgao da Doenca Respiratéria Bovina — Sao Paulo — 2018
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Fonte: Escore GeCria adaptado de Poulsen; McGuirk, (2009).

O indice de concordancia entre os escores de WI e CA foi de 0,85, indicando
uma excelente concordancia (ALY et al., 2014). A acuracia do escore WI foi testada
ainda com base na ultrassonografia dos pulmbes em bezerras da raga Holandesa
antes do desmame. Os autores observaram sensibilidade de 62,4% e especificidade
de 74,1%, e ressaltaram que tais valores deveriam ser levados em consideragédo no
momento do diagnostico da DRB em bezerras, uma vez que poderiam ocorrer
resultados falsos negativos (BUCZINSKI; OLLIVETT; DENDUKURI, 2015).



30

Outras metodologias para a deteccdo de DRB foram destacadas frente ao
diagndstico precoce em bovinos confinados, tais como: uso da haptoglobina
(WOLFGER et al., 2015), monitoramento continuo automatico da tosse
(VANDERMEULEN et al., 2016), temperatura reticulo ruminal (TIMSIT et al., 2011),
medi¢des do consumo de ragdo, mudangas no comportamento do gado e termografia
infravermelha (SCHAEFER et al., 2012; WOLFGER et al., 2015).

Alguns autores descreveram que nos casos confirmados de DRB, as bezerras
apresentaram sinais clinicos de doenca respiratéria e temperatura >39,5°C
(WOLFGER et al., 2015). Para outros autores, animais com DRB apresentavam
valores = 5 no sistema de escore de WI, contagem de células sanguineas indicando
leucocitose e auscultagao toracica com alteragées no padrao pulmonar (JOSHI et al.,
2018). Schaefer et al. (2007) seguindo metodologia descrita por Humblet et al. (2004),
definiram casos positivos quando os animais apresentaram duas ou mais alteragdes
nos seguintes sintomas: temperatura de 40°C ou mais, leucocitos totais abaixo de
7.000 ou maior que 11.000 céls/mm?3, um escore clinico de 3 ou mais (Usando a
letargia, sinais respiratérios e diarreia) e uma razao de neutrdfilos/linfécitos menos que
0.1 ou maior que 0.8.

A falta de um padrao-ouro para a detecgao de DRB tem sido um problema no
desenvolvimento de pesquisas nessa area (ABDALLAH et al., 2016; BUCZINSKI et
al., 2018). O diagndstico post-mortem foi sugerido como uma metodologia de potencial
para um padrao-ouro, no entanto, altos custos e restricdbes do comité de ética limitaram
esta metodologia (WOLFGER et al., 2015). Outra avaliagdo de grande importancia na
deteccao dos quadros de DRB foi a ultrassonografia dos pulmdes (BUCZINSKI et al.,
2015; BUCZINSKI et al., 2018).

As diferentes metodologias podem refletir em diferentes resultados e,
pesquisas futuras poderao estabelecer parametros de facil diagndstico e com melhor
acuracia na identificacdo dos casos de DRB em bovinos (ABDALLAH et al., 2016;
JOSHI et al., 2018; WOLFGER et al., 2015).
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2.3 Proteinas de fase aguda: estimulo, mecanismo de ativacéo e fungdes

Nas ultimas décadas tem se intensificado os estudos com as proteinas de fase
aguda (PFA), sendo consideradas como biomarcadoras uteis no diagndstico,
prognostico e monitoramento de enfermidades (MARTINEZ-SUBIELA et al., 2001).

As PFA podem ser classificadas como positivas e negativas. A haptoglobina
(Hp), ceruloplasmina (Cp), alpha1-glicoproteina acida (AGA), amiloide A sérica (AAS)
e a proteina C reativa (PCR) s&o proteinas de fase aguda positivas. As suas
concentragbes aumentam diante de enfermidades (alteragdes inflamatdrias e
infecciosas). Ja a albumina e a transferrina sdo consideradas PFA negativas, com
diminuicdo da concentragao sérica nos episddios descritos anteriormente (MURATA
et al., 2004; GONZALEZ et al., 2007; ECKERSALL; BELL, 2010; TOTHOVA et al.,
2011). A concentracao é diretamente proporcional ao grau de lesao tecidual e/ou de
inflamagao (CERON; ECKERSALL; MARTYNEZ-SUBIELA, 2005).

Dependendo do processo instalado, as PFA positivas s&do classificadas de
acordo com a intensidade de elevagao da concentracdo plasmatica, tempo para
elevacdo maxima e periodo para retorno aos valores basais, como sendo de
intensidade elevada ou altamente sensiveis, moderadas ou fracas, sendo estas
variagdes também dependentes da espécie animal.

Por definicdo, uma proteina de fase aguda sensivel deve ter concentragdes
baixas em animais saudaveis, aumentando rapidamente para valores superiores a dez
vezes em relagao ao basal e diminuindo o mais rapido possivel frente a uma melhora
do quadro clinico. As proteinas de fase aguda moderadas, dependendo do tipo de
ativagdo se elevam de 1 a 10 vezes de seus niveis basais, porém levam de 24 a 48
horas para atingir sua concentragcdo maxima e demoram para retornar aos niveis
basais de normalidade. Para as PFA de fraca intensidade, o seu valor basal eleva de
50 a 100 vezes, com tempo de resposta de 48 a 72 horas e diminui mais lentamente
do que as outras PFA apds a remissao do processo. Na espécie bovina a amiloide a
sérica (AAS) e Hp sao citadas como as PFA mais sensiveis (CRAY et al., 2009;
ECKERSALL; BELL, 2010).

Em muitos trabalhos verificou-se que a AAS apresentou maior sensibilidade

quando comparada com a Hp. Em casos de DRB em bezerras, a concentracédo da Hp
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pode aumentar cerca de 18 vezes quando comparada ao grupo de animais saudaveis,
enquanto a AAS apresentou aumento de trés vezes (TOTHOVA et al., 2012).

Em alguns estudos, a Hp foi descrita como a PFA mais importante na detecgao
de doencas em bovinos, em relagdo & outras proteinas (TOTHOVA et al., 2012; JOSHI
et al., 2018), podendo ser um marcador preditor de doengas (GANHEIM; ALENIUS;
WALLER, 2007). Ja a AAS, proteina com grande sensibilidade a estimulagao, fica
sujeita a variagdes por fatores diversos como o estresse (ALSEMGEEST et al., 1995;
GANHEIM; ALENIUS; WALLER, 2007), enquanto que a Hp ndo apresentou variacdes
na presenca de estresse fisico ou ambiental (ALSEMGEEST et al., 1995).

A ativacdo das proteinas de fase aguda (PFA) esta intimamente relacionada
com o0 mecanismo de reconhecimento de patdgenos pelo sistema imune inato. Este
evento de ativagao ocorre apos a quebra da barreira fisica de prote¢gao, muco protetor,
mucosas e pele (TIZARD, 2008).

ApoOs a quebra desta barreira, o sistema imune é ativado. Os diferentes
microrganismos possuem diferentes moléculas que por sua vez diferenciam os tipos
de respostas imunoldgicas, tais moléculas sdo denominadas de padrées moleculares
associados aos patogenos (PAMPs). O reconhecimento dos padrdes é feito
principalmente por células dendriticas, mondcitos e macrofagos, células
mononucleares, por meio de receptores de reconhecimento de padrées (PRRs),
moléculas localizadas na membrana celular destas células. Um dos mais importantes
receptores € o da familia “Toll-like” (TIZARD, 2008).

Apos a ligacdo dos PAMPs com os PRRs, ocorre a expresséao intracelular do
fator de transcricdo (NF-Kb), importante via de sinalizagdo para respostas
imunoldgicas que constitui uma familia de cinco fatores de transcricdo fundamentais
na inflamacgao e na imunidade. Estes fatores de transcrigdo estimulam a sintese das
citocinas pro-inflamatérias interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). Estas citocinas estimulam o figado a produzir as PFA
(Figura 1), especialmente haptoglobina nos bovinos (TIZARD, 2008; BODE et al.,
2012). O estresse também pode estimular a sintese de Hp por duas vias, estimulando
0s macrofagos e/ou o eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal, ocasionando na produgéo de
glicocorticéides, que por sua vez estimulam os hepatécitos na sintese de PFA
(MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).
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Figura 1 - Desencadeamento da resposta de fase aguda, com os diferentes tipos de estimulagéo
— Sao Paulo - 2018
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Fonte: adaptado de Martinez-Subiela et al., (2001); Murata, Shimada, Yoshioka (2004), por
Ramos (2018).

O figado € o principal érgao produtor de Hp (YANG et al., 1995), no entanto, a
glandula mamaria, assim como outros tecidos expressam genes capazes de produzir
tal proteina (HISS et al., 2004).

A Hp é uma glicoproteina com massa relativa (Mr) de 100.000 Da, que migra
na regiao alfa-2 globulina na eletroforese. A molécula é composta por duas
subunidades alfa e duas subunidades beta; a subunidade alfa tem um peso molecular
de 16 a 26 kDa e a subunidade beta de 35 a 40 kDa. As subunidades se combinam
na forma de uma cadeia tetramérica B-a-a-p. A Hp humana tem trés subtipos devido
ao seu polimorfismo genético: Hp 1-1, Hp 1-2, Hp 2-2. Nos animais o tetramero de Hp
tem notavel diferenga: em carnivoros e onivoros é semelhante a Hp 1-1 humana,
enquanto que nos bovinos tem similaridades a Hp 2-2 (MORIMATSU et al.,1991;
TSENG et al., 2004; YUEH et al., 2007).

Uma importante habilidade da Hp é a afinidade de ligagdo com a hemoglobina.
Ambas proteinas se ligam formando complexos, descritos como Hp-Hb. Em casos
com altas concentragdes de Hb, um numero grande de complexos & formado.

Mecanismos de varreduras pelos macréfagos sao acionados para evitar os efeitos
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danosos pelas substancias geradas na degradagao da hemoglobina na circulagéo. O
receptor CD163 da Hp tem papel fundamental no reconhecimento dos complexos
pelos macroéfagos (Figura 2), retirando-os da circulagdo (ANDERSEN, 2012).

Devido a essa ligagcdo com a hemoglobina livre na circulagcdo, a Hp
desempenha um mecanismo natural de defesa do organismo com fungdes
bacteriostaticas, evitando o uso do ferro presente na hemoglobina pelas bactérias,
indisponibilizando este mineral aos microrganismos que dele necessitam para a
proliferagdo (EATON et al.,1982).

Figura 2 - Estrutura molecular da Hp, com as respectivas
subunidades e receptores — Sdo Paulo — 2018
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Fonte: Andersen et al., (2012)

Quaye (2008) descreveu a importancia da fungao antioxidante, anti-inflamatéria
e imunomoduladora da Hp. As fungdes antioxidante e anti-inflamatéria especificas
podem estar ligadas a processos como a ativagdo de neutrofilos e inibicdo da
cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX).

ApOs injurias teciduais, as células do sistema imune sintetizam citocinas e
ativam cascatas imunoldgicas. Na ativagdo da resposta imunoldgica ocorre a
migracao de neutrdfilos, exercendo papel fundamental na fagocitose de antigenos no
sitio da infecgdo. Pesquisas sugerem que células mieldides expressam genes
responsaveis pela sintese de Hp, assim como os hepatécitos. Nestas células, um
estoque de Hp é feito em granulos e liberado apds ativagao de neutrofilos. A Hp

derivada de células mieléides promove a reducédo dos danos teciduais pelo controle
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do crescimento bacteriano local, além da sua fung¢ao anti-inflamatéria (THEILGAARD-
MONCH et al., 2006).

As enzimas cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX) atuam em processos
inflamatodrios, sintetizando produtos da inflamagdo, como as prostaglandinas e
leucotrienos. A LOX participa do processo de oxidagdo de lipideos que leva a
formacéo de radicais livres. Com propriedade anti-inflamatoéria e antioxidante, a Hp
tem papel na inibicdo das enzimas COX e LOX, auxiliando na inibicdo do processo
inflamatoério e de oxidagdo lipidica (QUAYE, 2008). A Hp frente a oxidagdo da
hemoglobina promove uma relagdo: quanto maior a concentragao de Hp, maior € a
sua atividade anti-oxidante (GUTTERIDGE, 1987).

Cita-se ainda, o efeito imunomodulador da haptoglobina (CRAY et al., 2009).
Estudo em camundongos com deficiéncia de Hp demonstrou atrofia dos 6rgaos
linfoides com pequena quantidade de ceélulas maduras B e T no sangue e em
compartimentos linfoides secundarios. Os camundongos apresentaram redugao na
resposta imunoldgica adaptativa, observada pela baixa produ¢éo de anticorpos IgG
apos a imunizagdo com adjuvantes e antigenos (HUNTOON et al., 2008). Além disso,
estudos recentes tém demonstrado que a Hp exerce fungdo moduladora das
respostas Th1 e Th2, promovendo uma resposta predominante Th1 mediada pela
produgéo e inibi¢gao de citocinas (ARREDOUANI et al., 2003).

Os diferentes tipos de Hp promovem diferentes respostas, a Hp 1-1 promove
uma redugao na geragado de ERQO’s, com potencial antioxidante, ligagdo com a Hb e
fungao anti-inflamatéria, reparando e diminuindo a resposta Th2. Ja a Hp 2-2 aumenta
o estresse oxidativo e permite a persisténcia do estimulo inflamatério, levando a uma
resposta Th1. Na modulagdo, a Hp se liga a hemoglobina e diminui a liberagdo de
ERO’s (Figura 3). Apesar dos avangos nas pesquisas, alguns autores relataram a
necessidade de maiores estudos voltados para a Hp em relagdo a modulagao de
respostas imunoldgicas (HUNTOON et al., 2008).
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Figura 3 - Importancia da Hp na modulagéo das respostas imunolégicas — Sdo Paulo
- 2018
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2.4 Hp como biomarcador de doencas

2.4.1 Haptoglobina como biomarcador de diarreia

Sabe-se que a diarreia promove efeito significativo sobre a concentragdo de
Hp, e que os valores desta proteina estdo associados com as sintomatologias clinicas
da doenga (ALBAYRAK; KABU, 2016). Deignan et al. (2000), avaliando bezerras com
infeccado experimental por Salmonella verificaram que a concentragéo da haptoglobina
aumentou conforme a severidade da diarreia, determinada por sistema de escores: 1
— fezes normais (firmes, bem formadas); 2 — diarreia moderada (fezes fluidas com
coloragao anormal); 3 — diarreia severa (aquosa, fezes em jatos).

Correlagao significativa dos escores de fezes com a Hp também foi encontrada
por Pourjafar et al. (2011) em estudo adotando classificagao similar a de Deignan et
al. (2000). Os autores afirmaram que as proteinas Hp e AAS s&o indicadores
confiaveis da gravidade da diarreia.

Associacoes de patdogenos promovem diferentes respostas frente ao sistema

imune, fato observado pelos maiores valores de Hp em infeccbes por Rotavirus +
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Cryptosporidium ou Coronavirus + Cryptosporidium, em relagao a infec¢des isoladas
causadas apenas por Rotavirus ou Coronavirus. A infecgdo por ETEC K99 também
promoveu aumento nos valores de Hp (POURJAFAR et al., 2011).

Em outro estudo realizado em bezerros com diarreia, a intensidade da doenca
foi classificada em quatro categorias, a seguir: 1 — normal (fezes normais); 2 - pastosa
(fezes sem forma); 3 — escorrendo (fezes espalhando facilmente) e 4 — liquida (fezes
desprovidas de matéria sélida). Os escores 3 (diarreia moderada) e 4 (diarreia severa)
foram considerados como positivos. Neste estudo a desidratacao também foi avaliada,
por meio da formacdo da prega cutédnea na porgéo lateral da regido cervical e
mensuracdo do tempo de retorno da pele a sua posicdo normal, utilizando as
seguintes categorias: desidratacdo suave, desidratagdo moderada e desidratagao
severa. Bezerros com diarreia tinham maiores valores de Hp (0,27 g/L) quando
comparado aos sadios (0,09 g/L), além disso, bezerros com diarreia e desidratagéo
severa tinham concentragao de Hp maior (0,43 g/L), quando comparado com diarreia
suave (0,22 g/L) e moderada (0,27 g/L). Entre os bezerros com fraca e moderada
desidratagdo nao houve alteragées no perfil sérico da Hp e AAS (HAJIMOHAMMADI
et al., 2013).

Por outro lado, Téthova et al. (2012) apresentaram resultados apontando que
o valor da Hp em animais com diarreia nao diferiu dos animais saudaveis, entretanto,
neste estudo foi utilizado um baixo numero de amostras (n=10), além de uma ampla
faixa etaria contemplada (duas semanas e seis meses). Sabe-se que o sistema
imunoldgico dos bovinos sofre grandes transformacgdes entre o periodo neonatal, a
puberdade e a idade adulta, refletindo diretamente na fungcdo das células e seus
produtos (ORRO et al., 2008; KILPI, 2015).

Outros autores compararam bezerras sem diarreia, bezerras com diarreia sem
determinagdo do agente etiolégico e bezerras com diarreia causada por Rotavirus.
Apos o inicio da detecgao da doenga, amostras foram coletadas em um intervalo de
24 horas até o final da manifestacdo dos sinais clinicos. A Hp n&o apresentou
variagdes quanto aos grupos experimentais, no entanto, o estudo descreveu a
importancia da utilizacdo da ceruloplasmina na detecgcédo de diarreias causadas por
Rotavirus (ROCHA et al., 2016).

Parasitas nematdédeos podem causar diarreias em bezerros, obstrucdes
intestinais e até mesmo migracdo de larvas para as vias aéreas ocasionando

pneumonia vermindtica (SILVA et al., 2015). Em um estudo que avaliou bezerros com
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idade entre um e trés meses de idade, verificou-se que a haptoglobina, aspartato
aminotransferase, fosfatase alcalina e malondialdeido sérico apresentavam-se
aumentados, enquanto a albumina, proteina total, ferro e glutationa redutase
diminuiram em animais infectados com Toxocara vitulorum, indicando uma resposta
de fase aguda (BOZUKLUHAN et al., 2017).

Seppa-Lassila et al. (2015), avaliando 100 bezerros com idade entre 15 a 60
dias de vida na Finlandia, observaram taxa de diarreia de 32,6%, com deteccao de
Eimeria (bovis, zuernii e alabamensis) em 42,4% das amostras. Os animais foram
classificados como sem sinais de eimeriose; sinais fracos; moderados e fortes. Com
resultado diferente do esperado, os autores observaram que bezerras com sinais
fracos de eimeirose apresentavam valores menores de Hp (0,2 g/L) em relagdo aos
animais sem sinais de eimeriose (0,1 g/L). Os autores justificaram que o mecanismo
de varredura da hemoglobina pela Hp devido as injurias hemorragicas causadas pela
Eimeria poderia ter promovido a redu¢ao na concentragao sérica da Hp observada.

Conforme os resultados obtidos nos estudos, pode-se considerar que existe
uma grande variagao entre a resposta imunolégica de bezerras com diferentes idades
e o impacto dos diferentes patégenos sobre o desencadeamento de uma resposta
imunolégica, ocasionando uma diarreia. Entretanto, o que nao foi avaliado até o
momento é qual a sensibilidade da Hp na detecc¢ao de casos de diarreia em diferentes

idades, com diferentes patégenos e com diferentes tipos de proteinas.

2.4.2 Haptoglobina como biomarcador de DRB

A DRB promove aumentos significativos sobre a concentragdo de Hp (ANGEN
et al., 2009; TOTHOVA et al.,, 2012; JOSHI et al., 2018). Adotando-se quatro
categorias para classificar a presenga de secrec¢ao nasal, pelo escore adaptado de
WI, foi possivel verificar a associagao das alteragdes com a concentragdo de Hp,
observada pela interagao significativa da doenga com a idade, pois a concentragao de
Hp aumentava em bezerras mais velhas (MURRAY et al., 2014). Diante de outras
enfermidades, como a diarreia e a onfalite, a DRB promoveu os maiores aumentos
nos valores de Hp (TOTHOVA et al., 2012).
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Dudek et al. (2010) desafiaram com Mycoplasma bovis 12 bezerras com idade
entre quatro a oito semanas de vida. Dois grupos foram formados, controle e
experimental. As fémeas foram avaliadas em cinco momentos: um dia antes do
desafio e trés, cinco, sete e nove dias apds. Os autores observaram aumento
significativo na concentragcdo de Hp e AAS e sugeriram ativagao efetiva da resposta
de fase aguda. A concentracdo de Hp foi diferente nos momentos trés (grupo
experimental = 0,075 g/L e controle= 0,045 g/L), cinco (grupo experimental = 0,059
g/L e controle= 0,051 g/L) e sete (grupo experimental = 0,108 g/L e controle= 0,053
g/L).

O efeito da diarreia viral bovina (BVDV) e Manhemmia sobre a concentragao
sérica das PFA foi avaliado, por meio da inoculagdo de uma cepa do BVDV nao
citopatico do tipo 1 e cepa de Manhemmia haemolytica Ab 35, isolada de um lavado
traqueobrénquico de um bezerro com sinais clinicos de pneumonia, em bezerros com
idade variando entre nove e 18 semanas de vida. Foi possivel observar aumento na
concentracdo sérica de Hp em bezerras inoculadas com ambos os Vvirus,
apresentando valores de 0,65 a 2,24 g/L, quando comparado com o grupo controle
(<0,05 g/L), sugerindo-a como importante marcador para avaliagdo da saude em
rebanhos. Além disso, os autores descreveram que a duragao das respostas das PFA
dos diferentes grupos (infectados com BVDV, Manhemmia e BVDV + Manhemmia),
foram equivalentes entre as proteinas em questdo (GANHEIM et al., 2003).

A Manhemmia promove diferentes alteracdes no organismo das bezerras. Apos
quatro horas de inoculagao por via intrabronquial foi possivel observar os seguintes
sinais clinicos: apatia, respiracdo abdominal, alteracdo dos ruidos respiratorios,
hipertermia, elevagao das frequéncias cardiaca e respiratéria e arritmia cardiaca. No
exame histopatolégico foi possivel encontrar lesbes de pneumonia fibrinosa
hemorragica (FAGLIARI, 2003).

Outro importante virus causador de doenga respiratéria, o Virus Respiratério
Sincicial Bovino (BRSV), foi testado frente a indugdo das proteinas Hp e AAS.
Verificou-se um intenso aumento nas concentracdes séricas destas proteinas, com
valores de Hp variando entre 8 a 10,0 g/L no pico da doenga, sendo o valor <0,02 g/L
obtido no grupo controle; e valores de AAS entre 60 a 80 mg/mL encontrados no pico
da doenga, e valores abaixo de 17 mg/mL no grupo controle (HEEGAARD et al., 2000).
O pico para ambas as proteinas foi préximo do oitavo dia apés a infeccéo, o

comportamento da Hp acompanhou as alteragées clinicas dos animais (HEEGAARD
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et al., 2000). No entanto, outros autores afirmaram que a AAS foi descrita como um
marcador mais sensivel para infecgdes respiratorias (ORRO et al., 2011).

Em outro estudo, apds inoculagdo de Dictyocaulus viviparus nos pulmdes de
bezerros, Ganheim, Hoglund e Waller (2004) observaram que diferentes doses (250
larvas no estagio de desenvolvimento 3 - L3 por dois dias consecutivos, 100 larvas L3
por cinco dias consecutivos e 2000 larvas L3 em uma unica vez), induziram aumento
na concentracdo de Hp, AAS e fibrinogénio, assim como aumento na contagem de
eosinofilos, quando comparado com o momento inicial do estudo. Os autores
sugeriram que a elevagdo na concentragdo de PFA e o aumento no numero de
eosinofilos em animais com DRB poderia indicar infecgdo pulmonar parasitaria,
podendo auxiliar na escolha do tipo de tratamento. Por outro lado, vale ressaltar que
animais com verminoses pulmonares também podem apresentar concentracoes
normais ou baixas de Hp.

O monitoramento da DRB com o uso da Hp é importante tanto para a detecgao
quanto para o tratamento em bezerras, uma vez que em casos naturais de infecgao
os valores de Hp e AAS diminuem apds o tratamento, enquanto que os valores de
albumina aumentam (JOSHI et al., 2018).

Burciaga-Robles et al. (2009) avaliaram a aplicabilidade da Hp no diagndstico
de DRB em novilhas no momento da chegada aos confinamentos. Os autores
verificaram que a concentracdo de Hp nao foi elucidativa na previsao da ocorréncia
de DRB e apontaram que um melhor entendimento da doenga em si, da origem
fisiolégica dos biomarcadores e mudancas fisiolégicas que podem ocorrer durante a
ocorréncia da doencga poderiam ser uteis no desenvolvimento de marcadores mais
especificos para a DRB. Além disso, os autores destacaram que a elaboragao de
modelos usando um conjunto de variaveis poderia aumentar a habilidade de predi¢ao

da doencga.

2.4.3 Haptoglobina como proteina preditora ou biomarcador de outras

enfermidades

A onfalite promove aumentos na concentracdo de Hp, porém apesar dos

valores maiores que os animais do grupo controle, resultados significativos nao foram
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encontrados (TOTHOVA et al., 2012), por outro lado aumentos significativos foram
encontrados por Seppa-Lassila et al.,, (2015). No entanto, os aumentos na
concentragdo de Hp em animais com onfalite foram inferiores quando comparados
com os aumentos na concentragdo de Hp em bezerras com doencgas respiratorias
(TOTHOVA et al., 2012; SEPPA-LASSILA et al., 2015). Outros estudos descreveram
a importancia da sensibilidade da Hp e da ceruloplasmina em animais com
onfaloflebite, mastite estafilococica e fotossensibilizacdo hepatégena (SIMPLICIO et
al., 2013).

Alguns trabalhos destacaram o uso da Hp no diagnodstico de doengas em
relacdo a morbidade e mortalidade. Murray et al. (2014) mostraram que a
concentracao de Hp nas primeiras semanas de vida dos bezerros estava associada
com maior risco de morte. A detecc¢ao tardia das diarreias e DRB acarretaram em uso
prolongado de antimicrobianos, aumento da taxa de recorréncias da doenga, sequelas
no trato respiratorio (perda de parénquima e abscesso), além do impacto negativo no
desempenho, produc¢ao de leite, reproducao e longevidade (McGUIRK, 2008).

A Hp tem sido utilizada em muitos estudos em bezerros comparando diferentes
respostas inflamatorias. Ballou et al. (2013) demonstraram a importancia da anestesia
e analgesia em procedimentos como a castragao e descorna sobre o perfil inflamatoério
de bezerros com trés meses de vida. A castracdo e a descorna promoveram
alteracdes na concentragcao de Hp, além disso, apresentou-se alta em animais sem
analgesia. O uso da analgesia promoveu diminui¢do nas respostas inflamatéria (Hp)
e supressao dos leucocitos.

O uso de vitaminas e suplementos tem promovido induc¢ao de resposta de fase
aguda em bovinos (KIM et al., 2011; KRUEGER et al., 2014). Apds suplementagéo
com levedura hidrolisada, bezerras com dois dias de vida apresentaram maior
concentragdo de Hp com um e trés dias apds a suplementagdo, além de maior
quantidade de IgA especifica para bactérias e virus cinco dias apés. O grupo controle
apresentou neutropenia, linfocitose e trombocitopenia, por outro lado, houve maior
porcentagem de linfécitos TCD4* dois dias apos a suplementagao (KIM et al., 2011).

Leveduras como Saccharomyces cerevisiae contém produtos da parede
celular, as manoproteinas e beta-glucanas, que podem melhorar o desempenho e a
saude dos animais. Importantes resultados foram descritos em relagcéo a indicadores

imunolégicos e bioquimicos em bezerros, como o aumento na concentragéo de
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gamaglobulinas, atividade da ceruloplasmina, resposta proliferativa dos linfécitos e
atividade de fagécitos (KIM et al., 2011; WOJCIK, 2014).

2.4.4 Otimizagao do uso da haptoglobina como biomarcador

Estratégias para a utilizagcdo da Hp devem ser utilizadas, sabendo-se que a
mesma pode variar de acordo com a idade, tipo de técnica e doenga. A concentracao
sérica da Hp foi observada no periodo neonatal em sete bezerros clinicamente sadios,
com o seguinte delineamento: dia 0 (zero) - sem ingestao do colostro e 1, 2,7, 14, e
30 dias de vida (TOTHOVA et al., 2015). Os autores observaram baixa concentracdo
da PFA ap6s o nascimento e aumento gradativo nos momentos posteriores, isto €,
com 7, 14 e 30 dias de vida, e ainda sugeriram que a ingestado do colostro poderia
estar associada com as elevacdes séricas das PFA. Por outro lado, estas variacbes
poderiam ser justificadas pela imaturidade hepatica ou do sistema imunolégico do
neonato (KILPI, 2015).

Em outro estudo avaliando o comportamento de proteinas de fase aguda no
primeiro més de vida de bezerras Holandesas, os autores afirmaram que o
comportamento da ceruloplasmina, haptoglobina e proteinas de peso moleculares 33
kDa e 23 kDa nos primeiros dias de vida foram influenciadas pela ingestéo de colostro
e/ou nascimento (ROCHA et al., 2013).

O uso da haptoglobina como um biomarcador para triagem e deteccéo precoce
de doengas em bezerras pode ser uma estratégia extremamente importante para
prevenir perdas a curto e longo prazo (MURRAY et al., 2014). As PFA podem ser
utilizadas na detecgéo de doencgas subclinicas. Ganheim, Alenius e Waller (2007)
observaram que muitos bezerros tinham concentragao elevada de PFA no grupo com
baixa ocorréncia de doencas, indicando a possivel existéncia de doengas subclinicas.

Joshi et al. (2018) descreveram que biomarcadores do estresse oxidativo
poderiam auxiliar na deteccdo de doencas e melhorar a acuracia da Hp. A
identificacdo do estresse oxidativo estaria relacionada a maiores valores de Hp e a
uma forte associacdo com a presenca de doenca respiratoria. Esta associacao
promoveu diminuigdo dos falsos positivos e negativos e aumentaram a sensibilidade

e especificidade da avaliagao.
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Estabelecer o ponto de corte, sensibilidade e especificidade da Hp na deteccéo
de doencas é de grande importancia. Svensson, Liberg e Hultgren (2007)
determinaram diferentes pontos de corte para Hp em relagéo a DRB, definida quando
houve a manifestacdo de tosse ou espirros por mais de dois dias seguidos, com
severa alteragao nos ruidos respiratorios junto com tosse e/ou secregédo nasal. Foi
utilizado o Kit comercial (PHASE Range Haptoglobin Assay Kit) com nivel de detecg¢ao
de 0,05 g/L. O melhor ponto de corte neste estudo foi com 0,15 g/L em bezerras, com
sensibilidade de 64% e especificidade de 71%. Os autores descreveram a importancia
da utilizacdo da Hp associada com a temperatura >39,5°C como uma ferramenta
valiosa na deteccdo de doencas a nivel de rebanho. Por fim, ressaltaram a
necessidade de mais estudos para confirmar a validade do teste.

Os pontos de corte de 0,02 g/L (ECKERSALL; BELL, 2010); 0,05 g/L
(SVENSSON; LIBERG; HULTGREN, 2007) e 0,06 g/L (GELSINGER et al., 2016)
foram descritos para a Hp em bezerros saudaveis. Diferentes técnicas podem emitir
resultados com diferentes valores, portanto, faz-se necessaria a avaliacdo dos pontos
de corte com base na técnica. Por outro lado, estudos que possuem limite de detecgao
acima de 0,02 g/L podem comprometer a utilizacdo da proteina, pois valores acima
deste limite sdo encontrados em bovinos com sinais de alteracbes inflamatorias
(ECKERSALL; BELL, 2010).

A acuracia da utilizacdo das PFA na detecgdo da DRB foi avaliada utilizado
trabalhos realizados entre os anos de 1946 a 2015, com total de 314 estudos
(ABDALLAH et al., 2016). Os autores concluiram que nao foi possivel avaliar a
acuracia das PFA (Hp, AAS e Fibrinogénio) frente aos casos de DRB, uma vez que
existia uma grande inconsisténcia entre os resultados dos estudos selecionados. Além
disso, sugeriram relatérios de estudo sobre os testes de diagndstico. Importante
ressaltar ainda que a definicdo de DRB nao é padronizada, fator este que dificultou a
revisdo sistematica.

Todos os fatores acima elucidam a importancia de novos estudos com PFA na
medicina veterinaria com foco na aplicabilidade das proteinas em rotinas de
diagnostico em fazendas. No entanto, a padronizacdo de resultados na literatura,
metodologias de facil acesso, precisas e definicbes da doencga ainda sao necessarias
para uma melhor acuracia nos resultados e posterior utilizagdo no diagnéstico,

monitoramento e progndstico de enfermidades.
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3 OBJETIVOS

A hipotese deste estudo € que a Hp avaliada por técnica espectrofotométrica
apresenta boa sensibilidade e especificidade quando utilizada para a detecgao de
onfalite, diarreia e DRB.

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o uso da haptoglobina como
biomarcador de doencas em bezerras Holandesas nos primeiros dias de vida. Os
objetivos especificos foram: (1) estabelecer a ocorréncia de onfalite, diarreia e DRB
nos primeiros 41 dias de vida, (2) apresentar o comportamento da Hp neste mesmo
periodo (3) determinar os parédmetros de performance da Hp frente a detecgédo de

doencas em bezerras Holandesas.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA,
protocolo n° 5132061217, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo (FMVZ-USP).

Neste estudo foi utilizado banco de dados provenientes de estudo prévio da
equipe denominado “Use of Zelnate to prevent Bovine Respiratory Disease in dairy

calves raised in individual housing”.

4.1 Local do experimento

O estudo foi realizado em uma fazenda comercial de alta producéo, localizada
no municipio de Araras - SP, latitude 22°21°25”S, longitude 47°23’03”W e altitude

629m. O experimento ocorreu entre Maio a Dezembro de 2017.

4.2 Manejo das vacas pré-parto e bezerras

O manejo pré-parto das vacas consistia no fornecimento de dieta anibnica,
esquema de vacinagdo no momento da secagem (60 dias pré-parto) e aos 30 dias
antes do parto, contra Rotavirus, Coronavirus e E.coli F5 (Rotavec® Corona, MSD) e
contra as mastites ambientais causadas por coliformes (J-Vac®, Boehringer
Ingelheim), além do tratamento da vaca seca com antimastitico (Cepravin®, MSD) +
selante intramamario (Teatseal®, Zoetis) para multiparas e antimastitico (Obernin®,
Zoetis) para as primiparas.

O trabalho de parto era acompanhado e auxilio obstétrico era realizado quando
necessario. Apos o nascimento, as bezerras recebiam tratamento umbilical,
imergindo-o em solugéo de iodo a 5% durante um minuto e entdo eram transferidas

para bezerreiros individuais com cama de feno e providos de luz para o aquecimento.
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ApOs a parigdo as vacas eram encaminhadas para o tronco de contengéo
localizado na maternidade, possibilitando a ordenha do colostro. O colostro era obtido
apos higienizagao individual dos tetos com papel toalha, realizagao de pré-dipping e
eliminacao do selante intra-mamario apés descarte dos primeiros jatos de colostro.
Apoés a ordenha, realizava-se o pos-dipping e as vacas eram encaminhadas para o
setor pos-parto, onde eram monitoradas diariamente para melhor acompanhamento
de manifestacdes de doencas comuns neste periodo.

A qualidade do colostro era avaliada pela determinagéo da porcentagem de
sélidos totais utilizando-se o colostrémetro. As bezerras recebiam colostro fresco,
proveniente de suas maes, na quantidade de quatro litros na primeira hora de vida ou
no maximo em até seis horas apds o nascimento. O colostro fornecido na segunda
mamada era mantido sob refrigeracdo a 4°C e aquecido levemente a 37°C no
momento de sua administragdo. A segunda mamada ocorria entre oito a dez horas
apos o nascimento, e o volume ofertado era equivalente a 10% do peso vivo da
bezerra, determinado no momento do nascimento.

O colostro fresco identificado como sendo de baixa qualidade pela avaliagao
com o colostrémetro era substituido pelo congelado advindo do banco de colostro,
armazenado a -20°C e descongelado em banho maria no momento de sua utilizagao.

ApoOs a colostragem e até no maximo dois dias de vida, as bezerras eram
transferidas para gaiolas individuais e recebiam sete litros de leite, divididos em duas
mamadas (manha e tarde), utilizando-se baldes de inox (fixos) para cada bezerra.
Agua e feno eram oferecidos ad libitum. Do segundo ao vigésimo quinto dia de vida
era oferecido leite de descarte pasteurizado (sete litros em duas mamadas) e
concentrado, e a partir do 26° dia de vida até o desmame, as bezerras ingeriam oito
litros de leite por dia.

As bezerras foram desmamadas com idade variando entre 65 a 89 dias de vida,
dependendo do escore de condi¢ao corporal, ingestdo de concentrado e saude geral.
A diminuicdo gradativa da oferta de leite iniciava-se com cinco litros, divididos em duas
refeicdes durante trés dias; reducédo para quatro litros divididos em duas refeigdes
durante mais trés dias; e trés litros divididos em duas refei¢des durante mais trés dias.
No desmame final eram oferecidos aproximadamente trés quilos de concentrado
durante cinco dias. Por fim, as bezerras foram retiradas das gaiolas e levadas para o

alojamento coletivo, com taxa de lotacdo de dez bezerras/lote. Neste alojamento, as
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bezerras passaram por um processo de adaptagao alimentar, ingerindo concentrado,
feno e silagem.

O protocolo de vacinagao das bezerras consistiu na administragdo de duas
doses da vacina intranasal (Inforce® 3, Zoetis Animal Health, Florham Park, NJ, USA)
contra Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1), Parainfluenza bovina tipo 3 (PIV-3) e Virus
Respiratério Sincicial Bovino (BRSV), na primeira semana de vida. O booster com 30
dias apds a primeira vacinacdo completava o protocolo desta primeira vacina. As
bezerras passavam por outro protocolo de vacinagdo com a aplicagcao de vacina
injetavel (CatteMaster® Gold FP 5/L5, Zoetis, New York, NY, USA) contra BoHV-1,
Virus da Diarreia Viral Bovina (BVD), PIV-3, BRSV e Leptospirose aos 80 e 110 dias
de vida. As bezerras recebiam ainda uma dose preventiva contra Eimeriose (Baycox,

Bayer), dez dias apds o desmame.

4.3 Animais e momentos de avaliagdes

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizadas 216 bezerras da raga
Holandesa, acompanhadas em cinco momentos distintos, a saber: D2-6 (dois a seis
dias de vida); D7-13 (sete a 13 dias de vida); D14-20 (14 a 20 dias de vida), D21-27
(21 a 27 dias de vida) e D31-41 (31 a 41 dias de vida).

4 .4- Monitoramento da Saude

Informacdes referentes aos tratamentos das bezerras realizados durante o
experimento, realizagcdo de procedimentos como descornas, Obitos, nascimentos
prematuros e casos de falha na transferéncia de imunidade passiva foram obtidas por
consulta aos registros da fazenda.

O exame fisico geral das bezerras foi realizado segundo os procedimentos
descritos por Feitosa (2014), compreendendo a aferi¢do das fungdes vitais (frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratéria e temperatura corporal), hidratacédo, avaliagdo das

mucosas aparentes e linfonodos.
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O exame fisico da regidao umbilical foi realizado por meio da inspecao e
palpacdo das estruturas umbilicais externas e internas, buscando-se alteragcdes na
coloragdo, aumentos de volume, presenca de secregdes, dor e alteragbes de
temperatura (DIRKSEN et al., 2008).

As bezerras foram avaliadas ainda quanto a presenca ou auséncia de diarreia
e doenca respiratoria bovina — DRB, seguindo os protocolos do Calf Health Scoring
Criteria, da University of Wisconsin — Madison (McGUIRK, 2008; POULSEN;
McGUIRK, 2009).

A presencga ou auséncia de diarreia foi determinada de acordo com a avaliag&o
da consisténcia das fezes, classificando-as como normal (escore O0);
pastosa/semiformada (escore 1); pastosa com maior quantidade de agua e fezes
aderidas no perineo e cauda (escore 2); e liquidas com conteudo fecal aderido no
perineo e cauda (escore 3). Os escores 0 e 1 foram utilizados para classificar a
auséncia e os escores 2 e 3 para a presencga de diarreia (McGUIRK, 2008).

A determinacdo da existéncia de quadros de DRB também se baseou na
utilizacdo de escores, apds avaliagao dos parametros como temperatura retal, tosse,
secregao nasal, secrecdo ocular, posicao das orelhas e da cabeca. Para cada
parametro avaliado atribuiu-se uma pontuagao - zero a 3,0 (Quadro 3). Ao final da
avaliagao, a pontuacgao total foi determinada a partir da soma dos pontos atribuidos
para cada parametro, interpretando-se da seguinte forma: soma final menor ou igual
a 4,0 — auséncia de DRB e soma final maior ou igual a 5 — presenca de DRB
(POULSEN; MCGUIRK, 2009).
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Quadro 3 - Escores da DRB — S0 Paulo — 2018

Escores 0 1 2 3
Temperatura 37,7-
retal 38,2°C 38,3'38,80C 38,9-39,300 239,400

- Presente e repetidas
Presente e Unica P ’

. Presente, repetidas e
Tosse Ausente estimuladas ou P

quando estimulada L espontaneas
ocasionais

Secregao Seromucosa, Mucopurulenta, .
Nasal Serosa unilateral bilateral Purulenta, bilateral
Sg((::r;g;?o Serosa Pouca quantidade Moderada quantidade  Intensa quantidade

Posigao de Pendente
orelhas e Balancgar das Ligeiramente intensamente,
Normal . . ~
cabeca orelhas ou cabecga pendente, unilateral bilateral ou tor¢cdo da

cabeca

Fonte: Poulsen; McGuirk, (2009).

4.3.1 Colheita e armazenamento das amostras

Amostras de sangue foram obtidas por pung¢ao da veia jugular, utilizando-se o
sistema a vacuo, em tubos contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA-K2),
para determinagao do volume globular (VG) e em tubos sem anticoagulante (Becton-
Dickinson Brasil, Sdo Paulo, Brasil), para a dosagem de haptoglobina (Hp). Apos a
colheita, os tubos sem anticoagulante foram centrifugados a 1057 g durante 10
minutos, e os soros obtidos de cada amostra sanguinea foram aliquotados em
microtubos e armazenados a -40°C até o momento da analise.

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal utilizando-se
luvas de latex estéreis e transferidas imediatamente para coletores universais
estéreis, congelados a -20°C até o momento da determinagdo da porcentagem de

matéria seca.
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4.4 Analises laboratoriais

4.4.1 Dosagem da Haptoglobina (Hp)

A concentracao de haptoglobina foi determinada com base na sua habilidade
de ligagao com a hemoglobina (JONES; MOULD, 1987; BASTOS et al., 2013; RAMOS
et al., 2018), utilizando-se a espectrofotometria.

O soro utilizado para a determinagdo da curva padr&o foi humano (0,59 g/L),
com concentragao de Hp determinada por meio de kit comercial (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA).

Para a determinagdo da Hp foram utilizadas placas de 96 pocgos para
espectrofotometria. As colunas A1-H1 e B2-H2 foram utilizadas para o preparo da
curva padrao de Hp entre zero e 0,59 g/L, por meio de diluicbes seriadas. Para tanto,
adicionou-se 20 uL do soro controle em 180 uL de solugéo fisiolégica nos pogos A1 e
A2, e 100 pL de solucao fisioldgica nos pocos B1 a H1 e B2 a H2. Posteriormente,
aspirou-se 100 uL contidos no pogo A1 da placa, realizando-se a diluigcdo seriada até
o pogo G1, restando um volume de 100 pL nos pocos A1 a G1, e descartando-se 100
ML retidos na ponteira da pipeta automatica. O mesmo procedimento foi realizado para
a coluna 2. Os ultimos pogos das colunas 1 e 2 da placa (H1 e H2) foram destinados
ao branco da curva (Figura 4). Posteriormente, preencheu-se o restante da placa com
90 uL de solucédo salina e 10uL das amostras a serem testadas, em duplicata. Para
um melhor controle das dosagens, padronizou-se que as colunas pares da placa (4 a
12) seriam utilizadas como o branco da curva padrao e branco das amostras testadas,
e as colunas impares (3 a 11) foram destinadas aos testes (Figura 4). Cada amostra
teve o seu respectivo branco, com o intuito de descartar influéncias da composi¢ao do
soro, como em casos de lipidose onde pode-se observar um aumento na absorbancia
mesmo no branco da amostra (BASTOS et al., 2013; RAMOS et al., 2018).
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Figura 4 - Layout do preenchimento das amostras na placa de Elisa com 96 pogos — S&o
Paulo — 2018

1 2 3 | 4 5 6 7 | 8 9 [ 10 | 11 | 12
CP |BCP | TA1 | BA1
CP |BCP | TA2 | BA2
CP |BCP | TA3 | BA3
CP |BCP | TA4 | BA4
CP [BCP | TA5 | BA5
CP |BCP | TA6 | BA6
CP |BCP | TA7 | BA7
H | CP | BCP | TA8 | BA8
Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).

Legenda: CP — curva padrédo; BCP — branco da curva padrao; 1A-1H - 100 pL de solugdo com concentragdes de

@ M m O O W >

Hp entre 0,59 g/L a zero + 50 yL de meta-hemoglobina + 150 pyL de Guaiacol + 50 uL de peroxido de hidrogénio.
A2-H2= Branco da curva padrao (BCP) contendo 100 pL de solugdo com concentragéo de 0,59 g/L a zero + 50 pL
de solugéo fisioldgica + 150 pL de Guaiacol + 50 pL de perdxido de hidrogénio; TA — teste da amostra contendo 90
pL de solugéo fisiologica + 10 pL de soro da amostra teste + 50 yL de meta-hemoglobina + 150 pL de Guaiacol +
50 pL de peréxido de hidrogénio. BA — branco da amostra contendo 90 pL de solugéo fisiolégica + 10 pyL de soro

da amostra teste + 50 pL de solugéo fisiolégica + 150 pL de Guaiacol + 50 pL de perdxido de hidrogénio.

Adicionou-se entdo, em cada pog¢o das colunas impares, 50 pyL de solucéo de
meta-hemoglobina bovina (concentragdo de 40mg/dL), e 50 pL de solugao fisioldgica
em cada pog¢o das colunas pares. Apos dez minutos de incubagcdo em temperatura
ambiente, 150 uL do substrato guaiacol e 50 uL de peréxido de hidrogénio (0,02 mol/L)
foram adicionados em todos os pocgos da placa, inclusive os da linha H. A placa foi
incubada no escuro por dez minutos em temperatura ambiente e a densidade optica
foi determinada em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 495 nm.
Amostras foram diluidas quando a concentracdo de Hp ultrapassava a concentragao
maxima do padrdo e amostras hemolisadas ndo foram analisadas, uma vez que a
técnica utiliza a ligagdo da Hp com a hemoglobina.

Apés a determinagao das densidades Opticas, as concentragdes (g/L) de Hp
das amostras foram determinadas utilizando-se o0 método dos minimos quadrados,
com fungdo obtida em uma regressdo polinomial de ordem 3, com os valores

conhecidos da Hp do padrao, para cada placa de ELISA (Figura 5).
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Figura 5 - Representacédo grafica dos valores de haptoglobina da curva padréo, com
concentracdo de 0,59 g/L — Sdo Paulo — 2018

0,7
0.6 y =0,2775x3 - 0,3386x2 + 0,261x - 0,0537
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Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).

4.4.1.1 Determinacao da repetibilidade da Hp por técnica espectrofotométrica

O grau de padronizagao dos reagentes e a experiéncia do testador sao fatores
que podem influenciar os resultados, pelo qual devem ser testados por meio de testes
de repetibilidade para a validagao do teste (THRUSFIELD, 2005). A repetibilidade dos
resultados obtidos na técnica de dosagem da Hp por espectrofotometria foi
determinada com base em literatura consultada (TANIWAKI, 2012).

Amostras provenientes de dez bezerras da raga Holandesa, sendo duas
saudaveis e oito doentes, foram obtidas para a analise da repetibilidade do teste para
preservacdo das amostras do experimento. O soro sanguineo das bezerras foi
separado em seis aliquotas de 500 pL, congeladas a -80°C. Cada aliquota foi
descongelada uma unica vez, e todas foram analisadas no prazo maximo de 30 dias
apos a colheita.

Uma aliquota de cada bezerra foi utilizada para a verificagdo da possibilidade
de incluséo do teste de repetibilidade, considerando os valores minimo e maximo de
0,02 g/L (ECKERSALL e BELL, 2010) e 0,59 g/L (soro padrdo humano),
respectivamente. Desta forma, trés bezerras foram selecionadas: uma saudavel, que

apresentou concentracdao de Hp de 0,02 g/L; uma bezerra que apresentava no
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momento da colheita diarreia e hipertermia, com Hp no valor de 0,13 g/L e outra com
doenca respiratoria e valor de Hp alto de 0,24 g/L.

A avaliagao da repetibilidade intra-teste foi feita por meio do teste de dez
replicatas de soro com baixa, média e alta concentracado de Hp. Para a avaliacdo da
repetibilidade inter-teste (diferentes corridas), as amostras em duplicata foram
testadas durante cinco dias seguidos. O coeficiente de variagdo (CV) foi calculado
utilizando o desvio padrdo (DP) e a média das repeti¢cdes, com a férmula CV (%) =
(DP x 100) / média.

O coeficiente de variagdo intra-teste variou de 5,19 a 10,47 (Figura 6 e tabela
1), enquanto o coeficiente inter-teste variou de 6,83 a 9,17 (Figura 7 e tabela 2).
Observa-se baixa variagao para diferentes concentragdes de Hp (baixa, média e alta)

e para ambos os coeficientes (CV intra= 7,25% e CV inter= 8,19%).

Figura 6 - Coeficiente de variagédo intra-teste de
amostras com baixa, média e alta concentragcao de
Hp em bezerras Holandesas — Sao Paulo — 2018
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Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).



Figura 7 - Coeficiente de variagdo inter-teste de
amostras com baixa, média e alta concentracdo de Hp
em bezerras Holandesas — Sao Paulo — 2018
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Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).

Tabela 1 - Coeficiente de variagao (CV) intra-teste de amostras com baixa, média

e alta concentragao de Hp em bezerras Holandesas — Sao Paulo — 2018

NuUmero de repeticoes [I1Baixa [IMédia [1Alta
1 1,92 13,84 21,70
2 1,86 14,22 21,83
3 1,86 13,40 24,64
4 1,84 13,88 23,34
5 1,76 13,44 26,39
6 1,60 13,26 24,30
7 1,62 13,29 24,01
8 1,50 13,77 24,01
9 1,70 12,36 22,16
10 1,38 11,98 23,77

CV% 10,47 519 6,09
Média geral do CV% 7,25

Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).
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Tabela 2 - Coeficiente de variagao (CV) inter-teste de amostras com baixa, média
e alta concentragao de Hp em bezerras Holandesas — S&o Paulo — 2018

[IBaixa [IMédia [1Alta
Dia 1 1,92 13,84 21,70
Dia 2 2,15 13,67 24,63
Dia 3 1,80 14,31 21,18
Dia 4 2,01 11,44 25,95
Dia 5 1,89 14,03 21,76
CV% 6,83 8,58 9,17

Média geral do CV% 8,19

Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).

4.4.2 Matéria seca das fezes (MS)

Para a determinagéo da porcentagem de matéria seca das fezes, os coletores
universais foram descongelados em geladeira overnight, e transferiu-se 5 gramas de
cada amostra para potes metalicos. Apds, os potes foram transferidos para estufa a
103°C por 24 horas, sendo transferidos posteriormente para o dessecador por 30
minutos para resfriar. A porcentagem de MS foi calculada utilizando a férmula abaixo.

Foram considerados casos de diarreia quando a %MS < 15%.

% Matéria seca = massa da amostra seca x 100

massa da amostra Umida

4.5 Analise estatistica

No estudo “Use of Zelnate to prevent Bovine Respiratory Disease in dairy calves
raised in individual housing” as bezerras eram incluidas de 1 a 11 dias de vida,
acompanhadas no dia de aplicagao do produto (TO) e nos momentos subsequentes
T1, T3, TS5, T7,T14, T30 e T60, o que gerava sobreposigao de idades entre os tempos
de avaliagéo.

Inicialmente o momento TO, com idade variando entre um e 11 dias de vida foi
excluido da analise devido a ndo dosagem de Hp no referido momento, reduzindo a

amostragem de 1708 para 1492 observacdes. Uma nova definicado de tempos foi
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realizada para excluir a sobreposicdo entre as idades das bezerras em diferentes
tempos de avaliacdo. Foi possivel distribuir os dados sem sobreposicdo de idade
adotando os seguintes intervalos: D2-6 (n=96); D7-13 (n=216); D14-20 (n=177); D21-
27(n=119) e D31-41 (n=208), totalizando 816 observagoes.

Para analise dos dados, o software de estatistica Statistical Package for the
Social Science, versao 18 (SPSS) foi utilizado para a elaboragdo da estatistica
descritiva e inferéncias estatisticas. Para avaliagao da variagao da concentragdo da
Hp ao longo do tempo, inicialmente, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para
avaliagdo da normalidade dos dados. Os dados da Hp, com distribuicdo nao
paramétrica, foram submetidos a uma transformacado em duas abordagens.

A primeira retorna os valores em rank e a segunda, transforma estes mesmos
valores com a transformacéo inversa, esta metodologia foi descrita por Templeton
(2011). A analise de variancia ANOVA para medidas repetidas seguida do teste post-
hoc de Bonferroni permitiu a avaliacdo do efeito do tempo sobre a concentracido de
Hp.

A avaliagdo dos parametros de performance (sensibilidade e especificidade da
Hp) para a detecgéao de doengas foi realizada com software MedCalc versao 18.2.1.
Nesta etapa, diferentes curvas foram realizadas para avaliar a acuracia do uso da Hp
nos picos de deteccao das onfalites, diarreias e DRB, sendo excluidas destas analises
as bezerras que apresentavam outras doencgas concomitantes.

Em relacdo a onfalite, o padrao-ouro foram animais positivos para esta doenca
no exame de inspecgao e palpacao, sem doengas concomitantes (Diarreia e DRB), e
animais saudaveis, foram aqueles sem quaisquer doencas.

Para a avaliagao da diarreia, cinco padrdoes-ouro de analise foram utilizados. A
primeira analise foi geral, considerando bezerras que apresentavam escore de fezes
2 e 3, enquanto as bezerras do grupo controle ndo apresentavam quaisquer das
enfermidades avaliadas. Os segundo, terceiro, quarto e quinto padrdées-ouro foram
obtidos utilizando bezerras com escore de diarreia 2 (segundo padréo-ouro) e 3
(terceiro padrao-ouro), quando as bezerras apresentaram matéria seca <15% (quarto
padréao-ouro) e quando as bezerras apresentaram matéria seca <15% e escore de
fezes >1 (quinto padrdo-ouro), o controle para cada analise eram bezerras sem
quaisquer alteracoes.

Para a DRB, a sensibilidade e especificidade da Hp para a deteccédo da doenca

foram testadas em relagao a cinco diferentes padrées-ouro. Para o primeiro padrao-
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ouro, bezerras positivas eram aquelas que possuiam somatério 25 no escore de WI,
ja as negativas eram aquelas com escore de WI <5 e sem doengas concomitantes. O
segundo, terceiro, quarto e quinto padrbes-ouro foram definidos utilizando os
somatorios do escore de WI 5 (segundo padrao-ouro), 6 (terceiro padréo-ouro) e =7
(quarto padréo-ouro), cada somatério foi testado isoladamente, e quando as bezerras
apresentavam temperatura > 39,5°C e somatorio WI = 5 (quinto padrédo-ouro). Para
todas as analises as bezerras do grupo controle possuiam escore de WI <5 e nao

apresentavam doengas concomitantes.
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5 RESULTADOS

5.1 Ocorréncia e prevaléncia de onfalite, diarreia e doenga respiratéria

As ocorréncias das doencas manifestadas pelas bezerras ao longo do estudo
estdo apresentadas na Figura 8. A ocorréncia geral de onfalite foi de 4,5% (37/816),
enquanto o pico da doenga ocorreu em D7-13 (Tabela 3 e figura 8A), com prevaléncia
de 8,8% (19/216) para esta mesma faixa etaria. A ocorréncia geral de diarreia foi de
15,1% (123/816), enquanto que no pico da doenga, que ocorreu em D14-20 (Figura
8B), a prevaléncia foi de 42,9% (76/177). Para a DRB a ocorréncia geral foi de 17,8%
(145/816), e a prevaléncia no pico da doenga (Figura 8C) foi de 26,4% (55/208),
ocorrendo em D31-41.

Tabela 3 - Ocorréncia de onfalite, diarreia e DRB %(numero de casos positivos/numero total de animais)
em bezerras Holandesas durante os primeiros dias de vida (N=816) — Sdo Paulo — 2018

D*2-6 D7-13 D14-20 D21-27 D31-41

Onfalite (%) 3,1(3/96)  8,8(19/216) 2,8(5/177) 4,2(5/119) 2,4(5/208)

Diarreia(%) 4,2(4/96)  10,2(22/216)  42,9(76/177)  7,6(9/119) 5,8(12/208)
DRB(%) 52(5/96)  9,7(21/216)  19,8(35/177)  24,4(29/119)  26,4(55/208)

Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).
Legenda: D*= Dias de vida; DRB= Doenga respiratéria bovina.



Figura 8 - Ocorréncia de onfalite, diarreia e DRB em
bezerras durante os primeiros dias de vida (N=816) —
Sao Paulo — 2018
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Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).

Legenda: Figura A= Onfalite; Figura B= Diarreia; Figura
C= DRB; DRB= Doenga respiratéria bovina.

*D= dias.
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5.2 Comportamento da Hp em bezerras da raga Holandesa

A média da concentragdo de Hp durante o experimento foi de 0,03+0,05 g/L,
com valores minimo e maximo de 0,00 e 0,52 g/L, respectivamente. O comportamento
da Hp apresentou variagéo significativa (P<0,05) ao longo do periodo experimental
(Figura 9). As bezerras apresentaram maiores valores de Hp em D7-13 e D14-20 com
valores de 0,0410,07 e 0,04+0,05 g/L (Tabela 4), respectivamente.

Tabela 4 - Concentragao da haptoglobina (médiatdesvio-padrédo) em bezerras durante os primeiros dias
de vida (N=816) — Sao Paulo — 2018

D*2-6 D7-13 D14-20 D21-27 D31-41

Hp 0,02+0,02 0,04+0,07 0,04+0,05 0,02+0,02 0,03+0,03
Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).
Legenda: D*= Dias de vida; Hp= Haptoglobina.

Figura 9 - Média da concentragao de Hp em bezerras da raca
Holandesa nos primeiros dias de vida (N= 796 observagdes)
— Sao Paulo - 2018
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Idade (dias de vida)

Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).
Legenda: *D= dias; Hp= Haptoglobina; **Letras diferentes

representam as diferengas entre os tempos pelo teste de
Bonferroni, P<0,05."
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5.3 Determinacéo dos parametros de performance da Hp em relagdo aos momentos
de maior prevaléncia da onfalite, diarreia e DRB

Um total de 180 amostras foram submetidas a analise de sensibilidade e
especificidade da Hp para a detecgéo de onfalite (Figura 10). O numero de positivos
foi de 9,44% (17/180) e negativos 90,56% (163/180). Nao foi possivel observar

resultados significativos para a utilizacdo da Hp em casos de onfalite.

Figura 10 - Andlise de sensibilidade e
especificidade da Hp no periodo de maior
manifestagcéo da diarreia (D7-13) em bezerras da

raga Holandesa — S&o Paulo — 2018
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Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).
Legenda: AUC = Area under the curve; Onfalite,
n = 17; controle, n = 163.

Em relacdo a diarreia e a sua associagao com a Hp, um total de 139 amostras
foi utilizado para a analise de sensibilidade e especificidade. O numero de positivos
foi de 41,73% (58/139) e negativos foi de 58,27% (81/139). Foi possivel observar
resultado significativo (P=0,001), sendo a area sob curva ROC = 0,662 (SE=0,045),
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sensibilidade de 56,9% e especificidade de 74,07%, o ponto de corte para a Hp foi de
0,02 g/L (Figura 11).

A razdo de verossimilhanga para um resultado positivo (LR+) foi de 2,19
enquanto que a razao de verossimilhanga para um resultado negativo (LR-) foi de

0,58. O valor preditivo positivo foi de 62,2% e valor preditivo negativo foi de 69,6%.

Figura 11 - Analise de sensibilidade e especificidade
da Hp no periodo de maior manifestagao da diarreia
(D14-20) em bezerras da raga Holandesa — Sao

Paulo — 2018
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Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).
Legenda: Hp = haptoglobina; AUC = Area under the
curve; Padrao-ouro, n = 58; controle, n= 81.

Adotando-se o escore de diarreia 2 (segundo padrao-ouro), 3 (terceiro padrao-
ouro), matéria seca <15% (quarto padrao-ouro) e quando as bezerras apresentaram
matéria seca <15% e escore de fezes >1 (quinto padrédo-ouro), e, para estes quatro
padrées-ouro o ponto de corte da Hp foi de 0,02 g/L. A sensibilidade foram
semelhantes e variaram de 54,55 a 58%, enquanto que a especificidade variou de
74,07 a 79,17. A area sobre curva variou de 0,639 a 0,694 (Figura 12).
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Figura 12 - Analise de sensibilidade e especificidade da Hp no periodo de maior
manifestacdo da diarreia (D14-20) para os quatro padrdes-ouro utilizados — S&o Paulo —

2018
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Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).

Legenda: Hp = haptoglobina; AUC = Area under the curve; A = Padrao ouro (escore 2 de
diarreia), n = 33, controle = 81; B = Padrdo-ouro (escore 3 de diarreia), n = 25, controle =
81; C = Padrao-ouro (matéria seca <15%), n = 31 Controle = 42; D = Padr&do-ouro (matéria

seca <15% + escore de fezes >=2), n = 22, controle = 72.

Quanto a DRB e a concentragao de Hp, um total de 183 amostras foi submetido
a analise de sensibilidade e especificidade (Figura 13) no momento de pico da doenga
(D31-41). O numero de positivos foi de 25,68% (47/183) e negativos 74,32%
(136/183). Nao foi possivel observar resultado significativo (P=0,072).
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Figura 13 - Andlise de sensibilidade e
especificidade da Hp no periodo de maior
manifestacdo da DRB (D31-41) em

bezerras da raca Holandesa — Sao Paulo

—-2018
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Fonte: (RAMOS, J. S., 2018).

Legenda: Hp = haptoglobina; AUC = Area
under the curve; DRB, n = 47; controle, n
=136.

A sensibilidade e especificidade do uso da Hp na deteccao de DRB foi testada
com diferentes padrbes-ouro, isto €, com os somatorios do escore de WI 5 (segundo
padrao-ouro), 6 (terceiro padrdo-ouro) e = 7 (quarto padrdo-ouro) e quando as
bezerras apresentavam temperatura > 39,5°C e somatdrio Wl = 5 (quinto padréo-
ouro). Bezerras com DRB, somatério escore de WI=7 apresentaram uma tendéncia
para a utilizacdo da Hp na deteccdo de DRB somatério 7 (P= 0,097), apresentando
uma AUC = 0,712 e valores de sensibilidade e especificidade de 57,1 e 80%,
respectivamente (Figura 14C). Os melhores resultados da associacdo da
concentracdo de Hp com a DRB foram obtidos para as bezerras com escore de WI 25
e temperatura >39,5°C, sendo possivel observar AUC = 0,825, sensibilidade de 72,7%
e especificidade de 81,2% (Figura 14D). O melhor ponto de corte para as analises

realizadas foi de 0,02 g/L.



Figura 14 - Anadlise de sensibilidade e especificidade da Hp no periodo de maior
manifestagdo da DRB (D14-20) utilizando-se diferentes padrdes-ouro — Sdo Paulo — 2018
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WI =5), n =26, controle = 135; B = Padrao-ouro (Soma escore WI = 6), n = 14, controle =

135; C = Padrao-ouro (soma escore WIl = 7), n = 7, Controle = 135; D = Padrao-ouro

(Escore >=5 e temperatura acima de 39,5°C), n = 11, controle = 133.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho estabeleceu o periodo de prevaléncia das principais doencas
(onfalite, diarreia e doenca respiratéria) que acometem as bezerras nos primeiros 41
dias de vida em um sistema de criagdo intensivo, assim como estabeleceu o
comportamento da Hp no retro referido periodo. Além disso, foi possivel avaliar a

performance da Hp frente a deteccdo de doencas em bezerras Holandesas.

6.1 Prevaléncia de doencgas (onfalite, diarreia e DRB)

A ocorréncia de onfalite foi de 4,5%, com pico da doenca em bezerras com
idade de 7 a 13 dias de vida. Em outro estudo foi observado 42,22% (95/225) de
onfalopatias em bezerros de fazendas voltadas para producéo de leite, e com idade
variando entre um a 90 dias de vida (REIS et al., 2009). As diferengas entre as
prevaléncias podem estar associadas com o tipo de manejo adotado nas fazendas,
tais como: colostragem, qualidade do leite e cura do umbigo. Neste periodo as
bezerras estdo em processo de adaptagcado e o desafio imunolégico é constante, a
regidao umbilical € uma porta de entrada para microrganismos, ocasionando em uma
onfalite. Alguns microrganismos foram identificados como agentes causadores de
onfalite, tais como: Staphylococcus spp., E. coli, Pseudomonas spp. e Streptococcus
spp. (RENGIFO et al., 2006).

A diarreia apresentou maior prevaléncia quando as bezerras apresentavam
idade de 14 a 20 dias de vida, com 42,9% (76/177). Tais valores foram diferentes aos
encontrados por Novo et al. (2017) em bezerras da raga Holandesa com idade de sete
(62,75%) e 14 (68,9%) dias de vida. Este ultimo estudo foi realizado na mesma
fazenda em relagao ao trabalho atual, e as mudangas do manejo, principalmente com
a inclusao de substancias a base de halofuginona, para o controle de diarreias por
Cryptosporidium sp. e a inclusado de diéxido de cloro na desinfeccédo do bezerreiro,
impactaram na reducdo das taxas de diarreia observadas. Martin (2017) detectou
prevaléncia de 92,8% em bezerras com idade entre 13 e 15 dias de vida. A alta

prevaléncia pode estar associada com a n&o utilizagao de protocolos sanitarios para
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o controle da diarreia. Ja no trabalho de Seppa-lassila et al. (2015) na Finlandia, a
prevaléncia encontrada para a diarreia, para bezerros com idade entre 15 a 60 dias
de vida foi de 32,6%. Diferentes condigbes sanitarias podem ter impactando na
proliferagdo de diferentes agentes etioldgicos e consequentemente as porcentagens
observadas para a diarreia (OLAOGUN et al., 2016; REITEN et al., 2018).

A porcentagem de DRB foi maior no D31-41, com 26,4% (55/208). No Canada,
em bezerras com 90 dias de vida o risco de DRB foi de 21,6%, sendo o intervalo entre
37 dias a 90 dias de vida o periodo de maior ocorréncia (9,5%), observado em 19
fazendas. Os diferentes rebanhos, com diferentes manejos e protocolos sanitarios
podem ter promovido uma divergéncia em relacdo as taxas observadas em ambos
estudos (WINDEYER et al., 2014).

Em estudo realizado no sul do Brasil avaliando diversas enfermidades
diagnosticadas entre 2000 a 2011, Assis-Brasil et al. (2013) observaram que a maior
porcentagem de doengas em bezerros de leite e corte entre um a 90 dias de vida
estava associada a pneumonia (19,3%).

A variacéo da idade pode ter sido o fator mais importante na diferenciacéo das
taxas verificadas nos diferentes estudos. As bezerras do presente estudo
apresentaram taxas elevadas no pico da doenga que compreendeu o intervalo de 31
a 41 dias de vida, diferente dos outros estudos citados que tiveram a avaliagado em um
intervalo de idade maior (ASSIS-BRASIL et al., 2013; WINDEYER et al., 2014). Além
disso, as diferentes taxas observadas podem estar relacionadas com o estresse, falha
na ingestdo de colostro, baixo peso corporal, condigdes higiénico-sanitarias e
ambientais das instalagdes, além do frio, fator importante que pode levar o
desencadeamento de surtos de doenca respiratéria (ASSIS-BRASIL et al., 2013).

Importante ressaltar que a janela imunoldgica, periodo de transicdo da
imunidade passiva para ativa, esta associada ao aparecimento de doenga respiratoria
(CHASE, 2018). Neste periodo os anticorpos maternos reduzem significativamente,
devido a sua meia vida, que varia de 21,2 a 35,9 dias apds o nascimento (FULTON et
al., 2004). A eficacia desta transferéncia dos anticorpos maternos depende de fatores
como a concentragao ingerida e absorvida via colostro, tempo de fornecimento apos
0 nascimento e qualidade do colostro (SOUZA et al., 2014).

Os principais agentes primarios da DRB que podem estar associados ao pico
da doenca s&o os virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (BHV-1), virus da Diarreia

Viral Bovina (BVDV), virus da Parainfluenza tipo 3 (PI3), virus Respiratério Sincicial
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Bovino (BRSV) e Coronavirus. Ja as infecgdes secundarias sdo causadas pelas
bactérias Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni, e
Mycoplasma bovis WOOLUMS; AMES; BAKER, 2009).

6.1 Comportamento da Hp nos primeiros dias de vida

A concentragao geral da Hp foi de 0,03+0,05 g/L com valores minimo e maximo
de 0,00 e 0,52 g/L, respectivamente, sendo estes valores menores quando
comparados com outro estudo realizado com animais com diarreia (0,27 g/L) e
saudaveis (0,09 g/L), respectivamente (HAJIMOHAMMADI et al., 2013). No entanto,
os valores obtidos na presente pesquisa foram proximos ao valor de 0,02 g/L relatado
por Eckersall, Bell (2010) como ponto de corte para a Hp.

Foi possivel observar que a Hp apresentou as maiores concentracdes no D7-
13 e no D14-20. O pico da onfalite (D7-13) e diarreia (D14-20) ocorreram neste
periodo, e o aumento na concentragao da Hp pode estar associado com a ocorréncia
destas doencas. No entanto, alteragées na concentracdo sérica da Hp em bezerras
no periodo neonatal e em condicdes fisioldgicas foram observadas com o avancgar da
idade (TOTHOVA et al., 2015). Os autores observaram baixa concentracdo apds o
nascimento e aumento gradativo nos momentos posteriores, isto €, com sete, 14 e 30
dias de vida, e ainda sugeriram que a ingestao do colostro poderia estar associada
com as elevagdes séricas das PFA. Por outro lado, estas variagbes poderiam ser
justificadas pela imaturidade hepatica ou do sistema imunoldgico do neonato (KILPI,
2015).

Em outro estudo avaliando o comportamento de proteinas de fase aguda no
primeiro més de vida de bezerras Holandesas, os autores afirmaram que o
comportamento da ceruloplasmina, haptoglobina e proteinas de peso moleculares 33
kDa e 23 kDa nos primeiros dias de vida foram influenciadas pela ingestéo de colostro
e/ou nascimento (ROCHA et al., 2013).
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6.2 Avaliacio da sensibilidade, especificidade e ponto de corte da Hp frente a onfalite
diarreia e DRB

N&o foi possivel observar resultado significativo entre a concentragdo de Hp e
a onfalite, em outro estudo realizado com cinco animais com onfalite, ndo foi possivel
observar diferengas significativas, no entanto uma diferenca numérica foi observada,
0s animais enfermos apresentaram concentragdo de Hp de 0,13 g/L enquanto os
animais clinicamente sadios apresentaram concentragdo de 0,04 g/L (TOTHOVA et
al., 2012). Por outro lado, Simplicio et al. (2013) apresentaram concentragdes
elevadas para a Hp (0,94 g/L) e Cp (36,7 mg/dL) em cinco bovinos com onfaloflebite
quando comparado com animais sadios (0,35 g/L, Hp e 14,1 mg/dL, Cp).

O uso da Hp como biomarcador para detecgao de diarreia foi testado, e os
resultados encontrados foram significativos. No momento de pico da doencga, a
sensibilidade da Hp frente a casos de diarreia foi de 56,9%), enquanto a especificidade
foi de 74,07%, sendo um teste mais especifico do que sensivel. Os estudos
encontrados avaliaram somente o efeito da doenca sobre a concentracdo das
proteinas de fase aguda, no entanto, o estabelecimento da sensibilidade e
especificidade é de fundamental importancia, conhecendo o niumero de verdadeiros
positivos, animais com a doengca e com a proteina elevada, assim como os
verdadeiros negativos, aqueles que n&do tem a doenga e a concentragédo da proteina
apresenta-se baixa (DEIGNAN et al., 2000; POURJAFAR et al., 2011; ALBAYRAK;
KABU, 2016).

O ponto de corte de 0,02 g/L foi definido para a Hp quando utilizada na detecg¢ao
de diarreia. Este resultado corrobora com os valores descritos por Eckersall, Bell
(2010). No entanto, outro ponto de corte para a Hp foi descrito com o valor de 0,13 g/L
para predizer doengas e mortalidade em bezerras, com idade entre um e oito dias de
vida, usando um analisador fotométrico automatico, no entanto uma baixa
sensibilidade (27%) e boa especificidade (80%) foi observada (MURRAY et al., 2014).
Ja, Gelsinger et al. (2016) definiram o ponto de corte de 0,06 g/L, usando técnica
descrita por Cooke, Arthington (2013). As metodologias utilizadas em outros estudos,
utilizando analisador automatico fotométrico e ELISA, e o guaiacol utilizado na
presente pesquisa podem justificar as diferengas obtidas para os pontos de corte da
Hp.
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Estudos que possuem limite de detec¢cdo da Hp acima de 0,02 g/L podem
comprometer a utilizacdo desta proteina, uma vez que valores acima deste limite
foram encontrados em bovinos com sinais de alteragées inflamatérias (ECKERSALL;
BELL, 2010).

O agente etioldgico e as alteragdes hemodinadmicas (ligagdo da haptoglobina
com a hemoglobina, recrutando a proteina) ligados a cronicidade da doenga podem
estar associados com os valores de sensibilidade e especificidade encontrados no
estudo. Dentro deste periodo, os possiveis agentes etioldgicos, tais como: Rotavirus
(DHAMA et al.,, 2009); Salmonela e Escherichia coli (CHO; YOON, 2014) e
Cryptosporidium (DINLER et al., 2017) podem promover diferentes respostas sobre o
organismo, acarretando em diferentes concentracdes de PFA apds o estabelecimento
da infecgcado (POURJAFAR et al., 2011).

Em relagdo as alteragdes hemodinamicas, microrganismos como a Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) podem apresentar associagdo com colites hemorragicas
e sindrome hemolitica urémica (MOXLEY et al., 2004). A hemoglobina livre na
circulagao se liga a haptoglobina, fator este que pode levar a diminui¢do dos valores
séricos de Hp e estar associado com a baixa sensibilidade (ANDERSEN et al., 2012).
Por outro lado, o baixo estimulo a producédo de Hp pelo figado pode também estar
associado com a baixa sensibilidade da Hp na deteccdo de bezerras com diarreia.
Casos de diarreia com baixos valores de Hp (0,1 g/L) foram descritos em infec¢des
com baixos sinais de eimeriose, em uma classificacdo usando sinais fracos;
moderados e fortes, em bezerras com idade entre 15 e 60 dias de vida (SEPPA-
LASSILA et al., 2015).

Quando utilizada a matéria seca no auxilio da deteccdo de animais com
diarreia, verificou-se que a sensibilidade e especificidade da Hp nao foi melhorada,
apresentando valores de 58 e 76%, respectivamente.

Em relagdo a DRB uma baixa sensibilidade pode estar associada com a
limitagcado do uso da Hp na deteccao de quadros de DRB, por outro lado o padrao-ouro
utilizado pode ter apresentado uma limitagdo na deteccdo de casos verdadeiro
positivos. Idoate et al. (2015) avaliaram os indices epidemiolégicos em bezerros com
infeccdo natural em confinamento, e afirmaram que a Hp pode ser utilizada na
deteccao de DRB. O padrao-ouro utilizado foi o escore de WI e a analise de Hp por
meio de Kit comercial. Foi definido o ponto de corte de 0,81 g/L, com sensibilidade de

92,86 e especificidade de 85,71. A area sob curva foi de 0,923 indicando valor
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excelente para um teste de diagnostico. Apesar da utilizagdo dos mesmos escores
(WI) em relacdo as bezerras Holandesas deste estudo, outros fatores foram
diferentes, tais como, ragca (bezerros de corte x leite), manejo sanitario (protocolos
vacinais; diferentes agentes etiolégicos nos ambientes) e alimentar e técnica da
analise da Hp (ELISA x técnica usando guaiacol). Estes podem estar associados com
as diferencas observadas.

Em relagao aos escores de WI, o somatorio 7 foi o que apresentou os melhores
resultados. Sendo a sensibilidade de 50% e especificidade de 80%, com AUC de
0,712 e ponto de corte de 0,02 g/L. Os mesmos somatorios 5, 6 e 7 foram avaliados
por outros autores, que demonstraram que a concentragado da Hp foi proporcional ao
aumento dos somatoérios (JOSHI et al., 2018).

Quando utilizada a temperatura na elaboracéo do padrao-ouro a sensibilidade
aumentou e apresentou os melhores resultados neste estudo. A sensibilidade e
especificidade foram de 72,7 e 81,2%, respectivamente. Avaliando a acuracia, a AUC
foi de 0,825. A sensibilidade da Hp apresentou excelentes resultados quando
considerado o escore de WI positivo =25 e temperatura >39,5. Estes achados foram
destacados por Abdallah et al. (2016), mostrando que os diferentes padrdes-ouro
podem impactar em diferentes resultados para os indices epidemiolégicos.

Alguns trabalhos utilizaram a febre como padrao-ouro, fato que ocasionou um
aumento na sensibilidade da Hp na deteccao dos quadros de DRB. Temperaturas
elevadas podem ser consideradas como quadros febris, que por sua vez, estao
relacionadas com uma resposta inflamatéria. Foi possivel observar pico da
temperatura corpérea apos uma hora da inoculagdo bacteriana, via intrabranquial,
com M. haemolytica, em bezerros, com posterior diminuigdo, apés o tratamento (FAJT
et al., 2004). Desta forma a temperatura esta associada a fase aguda da doenca,
assim como a Hp, pela maior sensibilidade ao usar a temperatura como padrao-ouro.
Correlagao positiva entre a Hp e temperatura foi observada em estudo com bezerras
com infecgbes por Salmonela (DEIGNAN et al., 2000).

Muitos trabalhos demostraram que a Hp pode ter um importante potencial no
auxilio da deteccdo de doencas (ANGEN et al., 2009; TOTHOVA et al., 2012; JOSHI
et al., 2018). Porém, a necessidade de trabalhos avaliando a acuracia da Hp frente a
casos de DRB foi relatada em uma reviséo sistematica (ABDALLAH et al., 2016). Os
resultados dos diferentes artigos apresentaram grandes variagbes em relagdo a

sensibilidade e especificidade, devido as diferentes metodologias empregadas.
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Autores destacaram ainda a necessidade da utilizacdo de padrbes para relatérios de
precisao de diagndstico (BOSSUYT et al., 2003).

Este estudo apresentou as limitagdes da utilizagao da haptoglobina e contribuiu
com a avaliagdo da acuracia desta proteina frente a casos de onfalite, diarreia e DRB
em bezerras da raca Holandesa no periodo de aleitamento em uma analise com a
utilizagao de importantes critérios como a determinacdo da repetibilidade da técnica e

habilidade dos pesquisadores, impactando nos resultados obtidos.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel estabelecer o pico da onfalite, diarreia e DRB e o comportamento
da Hp nos primeiros 41 dias de vida em bezerras Holandesas. A Hp pode ser utilizada
para a deteccao de diarreia, adotando o ponto de corte de 0,02 g/L, e em quadros de
DRB quando utilizado o escore 7, e escore de WI = 5 com temperatura > 39,5°C. Este
trabalho sugere que a utilizagdo da Hp para a detecgdo de DRB esta associada com
a fase aguda da doencga, que por sua vez, podera ser utilizada no auxilio da escolha
terapéutica, com base na fase da doencga e evolugao da enfermidade.
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