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RESUMO 

 

SILVA, B. T.Influência dos anticorpos maternos na resposta imune induzida 
pela vacinação em bezerros Holandeses.[Influence of maternal antibodies in 
vaccine immune response in Holstein calves]. 2015. 139 f. Dissertação (Mestrado em 
Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2015. 
 

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a transferência de imunidade passiva e a 

sua influência na resposta vacinal  para as viroses envolvidas na Doença 

Respiratória Bovina (DRB). Os dados obtidos nesta pesquisa estão apresentados 

em dois capítulos. Capítulo 1 - Objetivou-se avaliar a dinâmica de anticorpos (Acs) 

específicos para as viroses respiratórias e subpopulações de linfócitos em bezerros 

do nascimento aos 240 dias (d) de vida. Para tanto, acompanhou-se a transferência 

de imunidade passiva de Acs específicos para as viroses respiratórias em 19 

bezerros, destes cinco foram selecionados para acompanhamento da dinâmica de 

Acs neutralizantes e subpopulações de linfócitos dos 14 aos 240d. O colostro 

fornecido era proveniente de vacas doadoras vacinadas. A análise da qualidade 

individual do colostro revelou índice Brix ≥21%, observando-se forte correlação 

desses valores com proteína total (r= 0,942 e P= 0,001). Após 48 horas da ingestão 

do colostro, pôde-se observar soroconversão dos 19 animais (100%) para os 

agentes virais envolvidos na DBR. As medianas (Log2) encontradas foram de 12,3, 

9,0, 5,0 e 8,5 para BVDV, BoHV-1, BRSV e BPIV-3. Dos 14 aos 240d os 5 bezerros 

avaliados, demonstraram declínio gradual dos títulos de Acs (Log2) para BVDV 

(12,8-3,3), BoHV-1 (10,0-3,3) e BPIV-3 (10,0-2,0), embora o BVDV não tenha 

apresentado soronegatividade até os 240d. Manifestações clínicas de 

broncopneumonia foram observadas em 4/5 (80%) bezerros dos 80 aos 135 d. 

BRSV (11,3-2,0) apresentou perfil diferenciado na dinâmica de anticorpos em 

relação às demais viroses. Não foram detectadas diferenças estatísticas entre os 

momentos para as viroses apesar das variações detectadas (P>0,05). A meia-vida e 

tempo para soronegatividade foram de 36,2±6,1 e 367,01±68,7d para BVDV, 

50,7±18,0 e 239,67±66,88d para BoHV-1 e, 46,8±21,1 e 303,36±60,15d para BPIV-

3. BRSV não respeitou modelo de regressão para cálculos de meia-vida e 

soronegatividade. Valores absolutos e relativos das populações de linfócitos não 

revelaram diferenças estatísticas entre os momentos (P>0,05). Contudo, a dinâmica 



 
 

 

das subpopulações de linfócitos revelou aumento de células B CD21+ até 150d; 

aumento nos valores relativos das subpopulações CD4+, CD8+ e CD3+CD4-CD8- 

principalmente aos 74-90d. Assim, pôde-se determinar uma janela de 

susceptibilidade a partir dos 74d especialmente ao BRSV e BoHV-1, momento que 

precede o aumento dos títulos de Acs após exposição natural. Capítulo 2 – 

Objetivou-se avaliar a influência dos Acs maternos na resposta imune para DRB 

induzida pela vacinação. Foram selecionados 23 bezerros recém-nascidos, 

distribuídos aleatoriamente entre 4 grupos experimentais: G1 – vacinado aos 14d e 

booster aos 44d; G2 – aos 90d e aos 120d; G3 –aos 180d e aos 210d. Além disso 

manteve-se um grupo controle não vacinado – CG1, CG2 e CG3. Os bezerros foram 

vacinados com a mesma vacina comercial empregada para vacinação das doadoras 

de colostro. Observou-se: (1) a vacina com BVDV inativado não promoveu aumento 

dos títulos de Acs para nenhum dos grupos avaliados; (2) G1 não demonstrou 

soroconversão para nenhuma das viroses, enquanto controle CG1 exibiu 

decréscimo dos títulos para BVDV, BoHV-1 e BPIV-3; (3) o BRSV apresentou baixa 

soroconversão no G2, enquanto o controle demonstrou altos títulos dos 44-120d; (4) 

não foi possível distinguir entre quais tempos ocorreram diferenças entre títulos 

(P>0,0167); (5) linfócitos B (CD21+) aumentaram do T0-T2 para G1, diminuíram para 

G2, e aumentaram no G3; (6) linfócitos T CD3+ diminuíram ao longo do tempo para 

todos os grupos, exceto CG3; (7) apesar de oscilações, linfócitos T CD4+, CD8+ e 

WC1+ se mantiveram praticamente constantes até 240d, exibindo maiores 

proporções nos grupos vacinados; (8) a expressão do marcador CD25+foi mantida 

pelo grupo G1 até o T2, mas apresentou aumento no G2 e G3; (9) manifestações de 

broncopneumonias foram identificadas nos bezerros do grupo controle (4/5 - 80%) e 

podem ter exercido influência nas diferenças encontradas para as células entre os 

grupos. Em geral, a vacinação dos bezerros aos 90 (G2) e 180d (G3) manteve ou 

estimulou a produção de Acs para o BoHV-1, BRSV e BPIV-3, e a ativação das 

células T expressas pelo marcador CD25+ pode ter sido responsável pela proteção 

dos bezerros frente à DRB. Assim, com base nos resultados, concluiu-se que a 

intensidade da imunidade dos bezerros induzida pela vacinação aumentou de 

acordo com o desenvolvimento etário e diminuição dos títulos de Acs maternos. A 

conclusão geral desta dissertação aponta para a necessidade precoce de 

imunização dos bezerros, especialmente pela susceptibilidade observada para 

BRSV e BPIV-3 aos 74-90d de vida. Entretanto, esta pesquisa não encontrou 



 
 

 

resposta humoral induzida pela vacinação no grupo de bezerros vacinados aos 14 e 

44 dias, apesar dos indícios de resposta imune celular. Assim, estudos futuros 

devem ser elaborados considerando estratégias para amplificar a resposta imune 

precoce dos bezerros para os agentes virais envolvidos na DRB. 

Palavras-chave: Vacinação. Vírus da Diarreia Viral Bovina. Herpesvírus Bovino tipo 

1. Vírus Sincicial Bovino. Vírus da Parainfluenza Bovina tipo 3. 

 

  



ABSTRACT 
 
 
SILVA, B. T.Influence of maternal antibodies in vaccine immune response in 
Holstein calves. [Influência dos anticorpos maternos na resposta imune induzida 
pela vacinação em bezerros Holandeses]. 2015. 139 f. Dissertação (Mestrado em 
Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2015. 

 

The main purpose of this research was to evaluate the transfer of passive immunity 

and its influence on vaccine response to the viruses involved in bovine respiratory 

disease (BRD). The data obtained in this study are presented in two chapters. 

Chapter 1 - The objective was to evaluate the dynamics of specific antibodies to the 

respiratory viruses and lymphocyte subpopulations in the calves from birth to 240 

days (d) of life. Thus, the transfer of passive immunity of specific antibodies to the 

respiratory viruses were assessed in 19 calves; from these, five were selected for 

monitoring the dynamic of neutralizing Abs and lymphocytes subpopulations from 14 

to 240d. The colostrum was provided from donor vaccinated cows. The analysis of 

individual quality of the colostrum revealed Brix ≥21%, observing strong correlation of 

these values with total protein (r = 0.942 and P = 0.001). After 48 hours of colostrum 

intake, was observed seroconversion of the 19 animals (100%) for the viral agents 

involved in the DBR. The median (Log2) ratio found was 12.3, 9.0, 5.0 and 8.5 for 

BVDV, BoHV-1, BRSV and BPIV-3. The 5 calves followed from 14 to 240d showed 

gradual decline in antibody titers (Log2) to BVDV (12.8 to 3.3), BoHV-1 (10.0 to 3.3) 

and BPIV-3 (10, 0-2.0), although could not be detected seronegative calves for  

BVDV up to eight months of age. Clinical manifestations of bronchopneumonia were 

observed in 4/5 (80%) calves from 80 to 135 days of life. BRSV (11.3 to 2.0) showed 

a distinct profile in the dynamics of antibodies compared to other viruses. There were 

no statistical differences between times for viruses despite variations detected (P> 

0.05). The half-life and time to become seronegative were 36.2±6.1 and 

367.01±68.7d for BVDV, 50.7±18.0 and    239.67±66.88d for BoHV-1 and, 46.8±21.1 

and 303.36±60.15d for BPIV-3. BRSV did not respect regression model to perform 

half-life and seronegative calculations. Absolute and relative values of lymphocyte 

populations revealed no statistical differences between times (P> 0.05). However, the 

dynamics of lymphocyte subpopulations showed increase in B cells CD21+ up to 

150d; increase in the relative values of CD4+, CD8+ and CD3+CD4-CD8-
 



 
 

 

subpopulations, mainly to 74-90d. Thus, it was possible to determine a window of 

susceptibility since 74d especially for BRSV and BoHV-1, moment that precede the 

increase in antibody titers after natural exposure. Chapter 2 - The objective was to 

evaluate the influence of maternal antibodies in the immune response to respiratory 

viruses induced by vaccination. Was selected 23 newborn calves that were randomly 

distributed in four groups: G1 - vaccinated at 14d and booster at 44d; G2 - 

vaccinated at 90d and booster at 120d; G3 - vaccinated at 180d and booster at 210d. 

Furthermore were kept a non-vaccinated control group - CG1, CG2 and CG3. Calves 

were vaccinated with the same commercial vaccine in the colostrum donors. From 

these, could be observed: (1) the vaccine with inactivated BVDV did not promote 

increase of antibodies titers in any of the assessed groups; (2) G1 did not 

demonstrated seroconversion for any of the viruses while CG1 control exhibited 

decrease in the titers for BVDV, BoHV-1 and BPIV-3; (3) BRSV had low 

seroconversion in G2, while the control showed high titers from 44 to 120d; (4) where 

the differences between times occurred could not be distinguished (P <0.0167); (5) B 

cells (CD21+) increased from T0 to T2 for G1, decreased for G2, and increased for 

G3; (6) T lymphocytes CD3+ decreased over time for all groups except for CG3; (7) 

despite variations, T lymphocytes CD4+, CD8+ and WC1+ remained almost constant 

until 240d, displaying greater proportions in the vaccinated groups; (8) the expression 

of the CD25+ marker was maintained in the vaccinated group G1 up to T2, whereas 

vaccination promoted an increase of this expression in G2 and G3; (9) clinical 

manifestations of bronchopneumonia were identified in the control group (4/5 calves - 

80%) and may have influenceon the differences found for the cells between the 

groups. In general, vaccination of calves at 90 (G2) and 180d (G3) maintained or 

stimulated the production of Abs to BoHV-1, BRSV and BPIV-3, and the activation of 

T cells expressed by the CD25+ marker may have been responsible for the protection 

of calves from BRD. Thus, based on the results, it was concluded that the intensity of 

the immunity induced by vaccination of calves increased according to the age of 

development and decay of maternal antibody titers. The general conclusion of this 

research, points to the need for early immunization of calves, especially by the 

susceptibility observed for BRSV and BPIV-3 from 74-90d of life. However, this 

research didnot found humoral response induced by vaccination in the group of 

calves vaccinated at 14 and 44 days, despite the evidence of cellular immune 



 
 

 

response. Thus, future studies should be designed considering strategies to amplify 

the early immune response of calves to the viral agents involved in the BRD. 

 

Keywords: Vaccination. Bovine Viral Diarrhea Virus. Bovine Herpesvirus type 1 

Bovine Syncytial Virus. Bovine Parainfluenza virus type 3. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A susceptibilidade do recém-nascido bovino está associada a placenta do tipo 

sineptéliocorial, que propicia ambiente uterino estéril por impedir a passagem de 

macromoléculas. Em contrapartida, os bezerros nascem com sistema imune 

enfraquecido devido a hipogamoblobulinemia e ausência de memória imunológica 

(BARRINGTON; PARRISH, 2001).Além disso, as alterações hormonais maternas 

ocorridas na gestação podem modular a resposta imune para Th2, em 

concomitância com a supressão da resposta Th1 (WEGMANN et al., 1993).Soma-se 

a estes fatores a imunossupressão gerada pelo cortisol materno e fetal que resulta 

em leucograma de estresse nos primeiros quatro dias de vida, caracterizado por 

leucocitose por neutrofilia e eosinopenia nos primeiros quatro dias de vida, 

associada com a diminuição da atividade funcional dos fagócitos (NOVO et. al., 

2015).  

O bezerro recém-nascido apresenta predomínio da subpopulação de linfócitos 

TCRγδ+ (25%), em relação ao CD8+ (10%) e CD4+ (20%). Linfócitos B representam 

apenas 4% dos linfócitos circulantes ao nascimento. Com o desenvolvimento do 

bezerro, observa-se diminuição da população de células TCRγδ+ e aumento dos 

linfócitos B. Proporções de células semelhantes ao bovino adulto são atingidas 

apenas na puberdade (KAMPEN et al., 2006).  

Diante do contexto apresentado, pode-se pressupor que bovinos jovens em 

desenvolvimento pode apresentar resposta imune limitada aos microrganismos, 

devido à imaturidade dos mecanismos de proteção do nascimento à puberdade 

(CORTESE, 2009). Assim, a adoção de medidas para amplificar a imunidade e 

diminuir a susceptibilidade às doenças são fundamentais para garantir a sobrevida 

destes animais.  

A primeira medida para prover assistência imunológica aos bezerros é a 

administração do colostro devido aos elevados teores deimunoglobulinas, além de 

células, citocinas e outros componentes solúveis, que podem ser absorvidos pela 

mucosa intestinal até 24 horas pós-nascimento - p.n. (BARRINGTON; PARRISH, 

2001). A concentração de anticorpos maternos decresce com o avançar da idade até 

atingir quantidades insuficientes para protegê-los, em contrapartida, ACs residuais 

podem bloquear a resposta imune ativa induzida pela vacinação (ELLIS et al., 
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2001).ACs maternos são detectados na circulação dos recém-nascidos bovinos até 

os seis meses de idade (MENANTEAU-HORTA et al., 1985). 

O efeito negativo dos anticorpos maternos na resposta imune induzida pela 

vacinação em bezerros é um grande desafio para o estabelecimento de protocolos 

de vacinação. Pode ser agravado por todas os fatores específicos do sistema de 

criação responsáveis pelas variações na concentração de ACs do colostro e na taxa 

absortiva dessas substâncias pelo recém-nascido. Aguardar a completa 

metabolização dos ACs maternos para iniciar os protocolos de vacinação pode ser 

tardio dependendo da precocidade de exposição do hospedeiro (CHASE; HURLEY; 

REBER, 2008). 

Este cenário tem sido foco de estudos direcionados aos agentes virais 

envolvidos na DRB,pois essa enfermidade é a principal causa de mortalidade de 

bezerras de leite do segundo mês de vida ao desmame (VIRTALA et al., 1996).A 

DRB possui carácter multifatorial, com inúmeras associações entre agentes virais e 

bacterianos, hospedeiro e condições ambientais (ACKERMANN; DERSCHEID; 

ROTH, 2010). Dentre os agentes virais, destacam-se o Vírus da Diarreia Viral Bovina 

(BVDV), Herpesvírus Bovino tipo 1 (BoHV-1), Vírus Sincicial Bovino (BRSV) e Vírus 

da Parainfluenza Bovina tipo 3 (BPIV-3) (HÄGGLUND et al., 2007). Estes vírus 

causam danos ao trato respiratório superior ecomprometem a reposta imune do 

hospedeiro, favorecendo as infecções por patógenos secundários e 

consequentemente a manifestação aguda da doença (ACKERMANN; DERSCHEID; 

ROTH, 2010). 

As limitações apresentadas à respeito da vacinação precoce dos bezerros 

para a DRB é agravada em nosso país, pois o uso de vacinas vivas para o BVDV 

não é permitido no território brasileiro (FLORES et al., 2005). Este fato impossibilitou 

a comercialização das vacinas intranasais, compostas por cepas de BVDV vivas e 

atenuadas, que estimulariam resposta imune de mucosas sem influência dos 

anticorpos maternos (ENDSLEY et al., 2003; RIDPATH et al., 2003). O cenário 

brasileiro impossibilita o uso das informações geradas em outros países devido às 

diferentes imunogenicidades induzidas pelas vacinas contendo o BVDV inativado ou 

vivo e atenuado. 

Diante do exposto, a hipótese desta pesquisa é que a imaturidade do sistema 

imunológico de bezerros jovens e a presença de anticorpos maternos circulantes 

interfere na resposta imune humoral e celular induzida pela vacinação. Assim, o 
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objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a transferência de imunidade passiva e a 

sua influência na resposta vacinal  para as viroses envolvidas na DRB.Os objetivos 

específicos deste estudo foram: a) avaliar a dinâmica das subpopulações de 

linfócitos e anticorpos específicos para as viroses respiratórias, do nascimento aos 

oito meses de idade; b) avaliar a influência dos anticorpos maternos na resposta 

imune vacinal para as viroses respiratórias. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 RESPOSTA IMUNE À VÍRUS 

 

 

As respostas imunitárias à vírus podem ser divididas naquelas que previnem 

a infecção (humoral) e aquelas que ajudam na recuperação (humoral e celular) 

(BABIUK; VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK; TIKOO, 1996), sendo essa 

resposta especialmente modulada por interferons. Os antígenos virais possuem um 

padrão molecular denominado PAMP (Pathogen-associated molecular pattern), que 

são reconhecidos pelas células do hospedeiro, especialmente as células 

apresentadoras de antígenos (Antigen-presentingcell - APC). Receptores do tipo Toll 

(Toll Like Receptors- TLR) 3, TLR7, TLR8 e TLR9 reconhecem RNA de dupla fita, 

resultando na sinalização intracelular mediadas pelas proteínas RIG-1 e MDA5 que 

desencadeiam a ativação do gene que codifica o interferon gama (IFN-γ) (TIZARD, 

2008) 

Células dendríticas plasmocitóides, reconhecem os antígenos por meio de 

seus receptores PRRs (Pattern recognition receptor). Uma vez identificadas, as 

partículas virais são fagocitadas e conjugadas ao Complexo de Histocompatibilidade 

Principal (Major Histocompatibility Complex - MHC) do tipo II nos fagolisossomos. Na 

superfície celular são então reconhecidos pelos linfócitos T auxiliares. 

Simultaneamente, estas células sintetizam grandes quantidades de IFN-α que ativa 

a citotoxicidade mediada pelas células NK, além de direcionar algumas respostas de 

linfócitos T γ/δ. Assim, essa APC participa na ativação de linfócitos T virgens (naïve), 

proliferação de linfócitos T de memória e linfócitos T antígeno-específicos 

(HAERYFAR, 2005). 

As células NKtambém participam da resposta imune inata, e são 

responsáveis pela citotoxicidade em células infectadas por vírus. Estas células são 

estimuladas pelo interferon produzido no início da infecção viral. NK também 

sintetizam IFN-γ, que por ação direta podem reduzir a gravidade das infecções virais 

bem antes do desenvolvimento do aparecimento da citotoxicidade específica dos 

linfócitos T (ABBAS; LITCHMAN; PILAI, 2008). 
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A imunidade adquirida, para ser completa, necessita da resposta imune 

mediada por células. Ao infectarem as células, as partículas virais são conjugadas 

aosMHC tipo I. As células hospedeirassão então reconhecidas como estranhas, e 

são destruídas por citotoxicidade mediada pelos linfócitos T. Em caso de vírus não 

citopáticos, a infecção em macrófagos pode ser persistente, assim essas células 

precisam ser ativadas pelo IFN-γ para que os agentes virais sejam destruídos 

(YEWDELL; HAERYFAR, 2005). 

Os capsídeos virais e as proteínas do envelope também são antigênicos, e 

por isso grande parte das respostas imunológicas antivirais é dirigida contra esses 

componentes. O contato com o antígeno e as citocinas produzidas pelos linfócitos T 

auxiliares, estimulam os linfócitos B a se multiplicarem de forma rápida e abundante. 

As células resultantes dessa proliferação podem ter dois destinos: a grande maioria 

se diferencia em plasmócitos, e uma minoria se diferencia em células de memória. 

Os anticorpos podem impedir a invasão celular bloqueando a adsorção dos vírions 

às células-alvo, estimulando a fagocitose dos vírus, desencadeando a virólise 

mediada pelo sistema complemento ou causando o agrupamento dos vírus, o que 

reduz o número de unidades infecciosas disponíveis para a invasão celular. Além 

disso, os anticorpos podem destruir antígenos virais expressos pelas células 

infectadas(BATISTA; HARWOOD, 2009). 

A ligação com os anticorpos não destrói os vírus, já que o rompimento dos 

complexos vírus-anticorpo pode liberar vírions infecciosos. As imunoglobulinas que 

neutralizam os vírus são as imunoglobulinas G (IgG) e a IgM,presentes no soro, e a 

IgA encontrada nas secreções. A IgE talvez também apresente um papel protetor, já 

que humanos deficientes quanto à síntese desta molécula são acometidos por 

graves infecções respiratórias (TIZARD, 2008). 

A duração da memória imunológica aos vírus é altamente variável. Assim, 

anticorpos dirigidos contra os vírus podem persistir por muitos anos na ausência 

desses patógenos. Por outro lado, devido aos perigos oriundos da citotoxicidade 

persistente, os linfócitos T citotóxicos morrem logo após a eliminação do vírus. Os 

linfócitos T de memória podem, no entanto, sobreviver por muitos anos (TIZARD, 

2008). 
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2.2 VÍRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV) 

 

 

O BVDV pertence à família Flaviviridae, do gênero Pestivírus e foi originalmente 

descrito por dois grupos de pesquisa na América do Norte em 1946 (CHILDS, 1946; 

OLAFSON; MACCALLUM, FOX, 1946). Possuem partículas virais esféricas, um 

capsídeo de simetria icosaédrica e um envelope de composição lipídica. O genoma 

viral é composto por moléculas de RNA fita simples, não segmentado, de polaridade 

positiva e organizado em uma longa “open reading frame” (janela de leitura - ORF). 

Esta é traduzida em uma única poliproteína que sofre clivagem, originando entre 10 

a 12 polipeptídios estruturais e não estruturais (BAKER, 1995, GOENS 2002).  

Segundo Donis (1995), as proteínas não-estruturais do genoma do BVDV (Npro, 

P7, NS2/3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) estão envolvidas no processo de replicação 

viral. As proteínas estruturais C, Erns, E1e E2 exercem funções importantes no 

revestimento protetor do RNA viral e permitem a entrada e saída das partículas virais 

das células infectadas do hospedeiro. Dentre estas, a glicoproteína E2 é 

responsável pela adsorção do vírus a receptores específicos nas células. Seus 

epítopos possuem uma região de hipervariabilidade ou Hot Spot responsáveis pela 

alta freqüência de mutações e recombinações genéticas (BAKER 1995, DONIS 

1995, LINDENBACH et al., 2007). 

Existemdois grupos antigênicos distintos de BVDVs a partir de isolados de campo, 

BVDV-1 e BVDV-2 (DONIS, 1995, RIDPATH, 2010). Um grupo atípico nomeado 

como ‘HoBi’-likevírus ou BVDV-3 (LIU et al., 2009) também vêm sendo relatado e 

está associado a doença clínica em bovinos (DECARO et al., 2011; WEBER et al., 

2014a).Com base no efeito de replicação em cultivos celulares, BVDV também é 

classificado em dois biótipos: citopático (cytopathic - CP) e não-citopático (non 

cytopathic - NCP) (GILLESPIE; BAKER; McENTEE, 1960). O vírus CP provoca 

extensos danos nas células do cultivo entre 48 a 72 horas, enquanto os isolados 

NPC causam pouca ou nenhuma mudança na morfologia celular. Além disso, os 

biótipos NPC constituem a maioria dos isolados de campo e estão associados às 

infecções naturais, enfermidades entéricas, reprodutivas, congênitas.  

No Brasil, existem diversas pesquisas que demonstraram a disseminação do 

BVDV entre os estados brasileiros desde o seu primeiro relato em 1968 (CORREA et 

al., 1968).Weber et al. (2014c) relataram que a infecção em bovinos é endêmica e 
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representa cerca de 22-67% dos animais e 43-90% dos rebanhos. Contudo, a 

percentagem de animais soropositivos varia de acordo com localização e o tipo de 

exploração, e o impacto de outras espécies animais na epidemiologia do BVDV no 

Brasil ainda é desconhecido. No estado de São Paulo, estima-se que a prevalência 

para o BVDV varia entre 35 e 86,4% (LANGONI et al., 1995; ALEXANDRINO et al., 

2011). 

A diversidade genética observada é refletida na presença dos genótipos BVDV-1, 

BVDV- 2 e BVDV-3‘Hobi’ – like. Bianchi et al. (2011) e Weber et al. (2014b) 

encontraram semelhantes distribuições do BVDV-1 e BVDV-2 no Brasil, com 

frequências que variaram de 40-57% e 42-45%, respectivamente. Em relação ao 

BVDV-3 pouco se sabe. É importante ressaltar que os genótipos brasileiros do 

BVDV-2 são geneticamente distintos dos norte-americanos, europeus, asiáticos e 

australianos, que frequentemente são utilizados como cepas de vacinais e de 

referência para testes de soroneutralização (WEBER et al., 2014c). 

O BVDV pode ser transmitido pelas vias horizontal e vertical. A infecção pelo 

BVDV NCP em fêmeas prenhas imunossuprimidas no início da gestação, por volta 

de 40 a 142 dias, sofrem infecção fetal em 100% dos casos e originam bezerros 

imunotolerantes e persistentemente infectados - PI (Figura 1). Além disso, a infecção 

fetal pode promover malformações congênitas múltiplas no sistema nervoso central, 

morte fetal, abortamento em qualquer período da gestação, mumificação, retardo no 

crescimento fetal, nascimento de bezerros fracos e debilitados (LINDBERG, 2003). 

O PI é a principal fonte de infecção no rebanho (FLORES, 2012) porque não 

apresentam ACsou doença clínica ao nascimento.Estes animais podem desenvolver 

a Doença das Mucosas quando infectados pelo biótipo CP, geralmente fatal ao redor 

de seis a 18 meses de idade (LINDBERG, 2003). Além disso, foi observada maior 

incidência (48%) de doenças respiratórias dentre os bezerros PI (LONERAGAN et 

al., 2005; RIDPATH, 2010), sendo que no Brasil a prevalência de animais PI nos 

rebanhos é de cerca de 1,2% (OLIVEIRA, 1996). 

PI’s eliminam o BVDV ao longo da vida. Arenhart et al. (2009) demonstraram que 

bezerros PI apresentaram viremia contínua em níveis médios a altos durante 150 

dias de avaliação pós-desmame. Durante este período, o vírus foi continuamente 

excretado em secreções, observando-se maiores títulos nas secreções nasais e 

oculares. Nesta pesquisa também verificaram que a excreção viral por PI introduzido 

em grupo de 10 animaismantidos sob manejo intensivo proporcionou uma rápida 



35 
 

 

transmissão a todos os contactantes (30 dias). Sob condições extensivas, a 

transmissão foi mais lenta (100 dias), mas atingiu grande parcela dos animais 

(37/48). 

As infecções pós-natais por BVDV em bovinos imunocompetentes são 

denominadas transitórias, e a gravidade das manifestações clínicas depende da 

estirpe viral infectante. A maioria das infecções transitórias em bovinos 

soronegativos ao BVDV parece cursar na forma inaparente à branda (AMES, 2005), 

devido à rápida produção de ACs neutralizantes. Adoença branda  é manifestada 

por hipertermia, leucopenia, e diminuição da produção de leite(MOERMAN, 1994). 

Infecções sintomáticas são mais comumente observadas em bezerros que foram 

privados de colostro; bovinos com baixas concentrações de ACs maternos; ou em 

animaisinfectadospor uma estirpe de BVDV heterólogo. As manifestações clínicas 

nestes animais incluem hipertermia, letargia, leucopenia, secreção ocular e nasal, 

úlceras e erosões orais, encurtamento das papilas bucais, diarreia e diminuição da 

produção de leite. Estirpes de BVDV mais virulentas podem também causar erosões 

epiteliais nos espaços interdigitais, bandas coronárias, tetos ou vulva (EVERMANN; 

BARRINGTON, 2005), além dos quadros severos da Síndrome Hemorrágica 

(RIDPATH et al., 2000; LIEBER-TENORIO; RIDPATH; NEILL, 2003). 
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Figura 1 – Esquema de infecção fetal pelo Vírus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) e formação de 
bezerros persistentemente infectados (PI) e com Doença das mucosas. – São Paulo – 
2015. 

 
Fonte: adaptado de:Prestes e Landim-Alvarenga (2006); Tizard (2008) eChase et al. (2015), por Silva, 
B. T. (2015) 

 

 

Animais transitoriamente ou PI pelo BVDV apresentam imunodepressão e 

susceptibilidade à DRB e outras doenças, pois suprime o número e a função de 

vários componentes do sistema imuneinato e adaptativo (CHASE; ELMOWALID; 

YOUSIF, 2004). 

Neutrófilos infectados por BVDV apresentaram comprometimento de suas 

atividades microbicida, quimiotática, e citotoxicidade mediada por células 

dependente de anticorpos (POTGIETER, 1995). Monócitos podem sofrer apoptose, 

que impacta na redução de 30-70% do número dessas células (LAMBOT et al., 

1997; ARCHAMBAULT et al., 2003; GLEW et al., 2003). Macrófagos infectados 

apresentaram reduzida capacidade de fagocitar bactérias patogênicas e fungos; 
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contudo, a inibição funcional significativa foi induzida apenas pelas estirpes 

virulentas de BVDV (CHASE; ELMOWALID; YOUSIF, 2004).  

A apresentação de antígenos pelas APCs infectadas encontra-se reduzida devido 

a diminuição na expressão dos receptores Fc e C3, e pela regulação negativa das 

principais moléculas do Complexo de Histocompatibilidade II e proteínas B7 

(WELSH; ADAIR; FOSTER, 1995; ADBLER et al., 1997; ARCHAMBAULT et al., 

2003; CHASE; ELMOWALID; YOUSIF, 2004). Estes eventos serão refletidos na 

resposta imune adaptativa. 

O BVDV é linfotrópico e causa depleção linfocitária nos órgãos linfoides, assim 

animais infectados apresentam leucopenia por linfopenia (BRODERSEN; KELLING, 

1999; ARCHAMBAULT et al., 2003). Das subpopulações de linfócitos T, a redução 

mais drástica é observada nas células T citotóxicas CD8+, seguidas pelas células T 

auxiliares CD4+, e uma pequena redução das células T γ/δ circulantes (ELLIS et al., 

1988). Isolados virulentos de BVDV podem causar reduções na expressão das 

moléculas de MHCI das células infectadas, afetando assim a função citotóxica das 

células CD8+, contudo, essa redução parece ser estirpe-dependente (CHASE; 

ELMOWALID; YOUSIF, 2004). Além de depleção linfocitária, alterações funcionais 

de células T CD4+ são pronunciadas, e a infecção pelo biótipo NCP pode resultar em 

predomínio de resposta Th2. Assim, pode-se observar reduzida resposta mediada 

por células e níveis de imunidade humoral exacerbada (COLLEN; MORRISON, 

2000; WALDVOGEL et al, 2000; COLLEN et al, 2002).  

A resposta imune humoral à infecção por BVDV depende, em grande parte, na 

quantidade de anticorpos neutralizantes séricos e na relação antigênica da estirpe 

infectante com aquela que o hospedeiro foi exposto, embora a imunidade cruzada 

possa ser conferida por meio de vacinação com estirpes heterólogas (FULTON; 

BURGE, 2000; FULTON et al., 2003). Em animais imunocompetentes, há formação 

de anticorpos entre duas a três semanas após a infecção. Estes anticorpos 

circulantes são capazes de neutralizar o vírus e impedir que alcance os órgãos-alvo 

e ao feto (BROWNLIE, 2002). Em contrapartida, fetos PI incorporam erroneamente 

proteínas viras como sendo próprias do organismo, e então o sistema imune do 

hospedeiro não forma anticorpos contra BVDV (FLORES et al., 2005).  

Além dos status imune do hospedeiro, o biótipo infectante e sua variação 

genotípica podem determinar a virulência e antigenicidade da estirpe, resultando em 

doença severa. Os vírus do genótipo BVDV-1 são responsáveis por infecções de 
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caráter brando a moderado, além disso abrangem a maioria das cepas vacinais e 

das estirpes de referência usadas nos testes de soroneutralização. Em 

contrapartida, BVDV-2 tem sido associado com surtos de BVD aguda e doença 

hemorrágica no Canadá, em 1993 e 1994, entretanto, é válido ressaltar que esse 

grupo antigênico também contempla isolados de baixa ou moderada virulência 

(PELLERIN et al., 1994; CARMAN et al., 1998; CORAPI et al., 1990; FLORES et al. 

2005). O BVDV-3 ou ‘Hobi’-like está ainda sobre o âmbito da investigação 

epidemiológica e patológica, mas parece estar relacionado a doença reprodutiva 

branda (BAUERMANN et al., 2013). 

 

 

2.3 HERPESVÍRUS BOVINO TIPO 1 (BoHV-1) 

 

 

O Herpesvírus bovino tipo 1 (BoHV-1) é pertencente à família Herpesviridae, 

subfamília Alphaherpesvirinae, e gênero Varicellovirus. A partícula viral tem entre 70 

a 110 nm de diâmetro e é constituída por um capsídeo icosaédrico, envelope 

glicoproteico e genoma DNA linear de fita dupla (FENNER, 1987). 

O envelope viral é composto por dez glicoproteínas, denominadas gB, gC, gD, 

gE, gI, gH, gL, gG, gK e gM(SCHWYZER; ACKERMANN, 1996). As glicoproteínas 

gB, gC, e gD possuem grande potencial imunogênico, devido a sua localização e 

função biológica, e estão envolvidas na adsorção e fusão celular (gB, gC e gD) e 

penetração (gB e gD) do BoHV-1 em células hospedeiras (LI et al., 1995; 

METTENLEITER, 2002).  

O BoHV-1 exibe capacidade de permanecer em latência nos gânglios 

nervosos do hospedeiro (ACKERMANN et al.,1982, STRAUB, 1991). Em situações 

de suceptibilidade, a proteína timidina kinase (constituinte do BoHV-1) participa do 

processo de reativação do vírus em estado de latência (SCHWYZER; ACKERMANN, 

1996). 

No Brasil, o primeiro relato da infecção por BoHV-1 foi registrado por Galvão, 

Dolia e Alice (1962) na Bahia, sendo o vírus isolado pela primeira vez por Alice em 

1977 nesse Estado (ALICE, 1978). Okuda et al. (2006), apresentou dados do 

Laboratório de Viroses de Bovídeos do Instituto Biológico obtidos no período de 

janeiro de 1999 a abril de 2005, em rebanhos leiteiros e de corte de diversos 
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Estados brasileiros, dos quais cerca de 51,1% (18.855/36.885) dos animais eram 

sororeagentes, por meio da soroneutralização. Desde então, vários estudos 

sorológicos revelaram uma prevalência variável de animais portadores de anticorpos 

entre 6,86% e 86,8% na pecuária de corte e leite, respectivamente (SANTOS SILVA 

et al., 2015). 

A transmissão do BoHV-1 pode ocorrer por inalação de aerossóis 

contaminados ou por contato direto com secreções nasais de animais infectados. 

Ambas as formas de transmissão são consideradas importantes na disseminação do 

vírus em rebanhos criados em confinamento (VAN DONKERSGOED; BABIUK, 

1991). A transmissão indireta ocorre principalmente pela ingestão de água e 

alimentos contaminados  ou pelo uso vaginas artificiais contaminadas durante a 

coleta de sêmen (ENGELS; ACKERMANN, 1996). Outra forma de transmissão é a 

venérea, pela monta natural e/ou inseminação artificial (IA) devido o contato com o 

sêmen (PHILPOTT, 1993).  

As manifestações clínicas apresentadas pelos animais infectados dependem 

dos genótipos do BoHV-1, classificados emsubtipos 1 (BoHV-1.1), 2a (BoHV-1.2a) e 

2b (BoHV-1.2b) (METZLER et al., 1985; METZLER; SCHUDEL; ENGELS, 1986; 

MUYLKENS et al., 2007; ROBINSON et al., 2008).Isolados de BoHV-1.1estão 

relacionados com casos de abortamentos, conjuntivite, mas principalmente 

Rinotraqueíte Infecciosa Bovina (IBR) (EDWARDS et al., 1990, SOUZA et al., 2002). 

BoHV-1.2a e BoHV-1.2bestão associados a uma grande variedade de 

manifestações clínicas vinculadas ao sistema reprodutivo, mais comumente 

vulvovaginite/balanopostite pustular infecciosa (IPV/IPB); entretanto, somente o 

subtipo BoHV-1.2a causa abortamentos, principalmente em fêmeas com idade 

gestacional superior a seis meses (VAN OIRSCHOT, 1995). 

As principais manifestações clínicas observadas em bezerros estão 

vinculadas ao trato respiratório devido à patogênese viral que inclui a mucosa 

respiratória como a principal via de propagação direta do BoHV-1(WINKLER et al., 

2000), além do nervo trigêmio (HOMAN; EASTERDAY, 1980). Manifestações 

clínicas também foram observadas nacavidade oral, esofágica e ruminal, bem como 

em fígado, rins, e baço (OBI et al., 1981; ROSS et al., 1983; HIGGINS; HILL et al., 

1984; EDWARDS, 1986; BRYAN et al., 1994; PENNY et al., 2002). Enterite e 

encefalite, também foram relatadas com este agente viral (HIGGINS; HILL et al., 

1984; EDWARDS, 1986; BRYAN et al., 1994). 
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Moeller et al. (2013) demonstraram quadro sistêmicocausado pelo BoHV-1 

em bezerros recém-nascidos por meio de exames histopatológicos. Cerca de 2,08% 

(62/2980) dos bezerros avaliados entre 1-30 dias de idade apresentaram lesões 

compatíveis com infecção pelo Herpesvírus Bovino tipo 1 no exame histopatológico. 

A média e mediana da idade dos bezerros acometidos foi de 14 dias de idade. As 

lesões encontradas nos órgãos de acordo com o número de animais afetados foram 

glândula adrenal (54), fígado (18), pulmões (15), rim (8), intestino delgado (7), 

intestino grosso (7), rúmen/omaso (7), traquéia/laringe (3), abomaso (2), coração (1), 

esôfago (1), timo (1), e linfonodo (1). As lesões que se apresentaram sugestivas de 

infecção por BoHV-1, foram confirmadas pela imunohistoquímica com anticorpo 

policlonal específico. 

A forma respiratória é caracterizada por aumento da temperatura corporal, 

hiperemia das mucosas, rinite, dispnéia, corrimento nasal seroso, lesões erosivas na 

mucosa nasal e, ocasionalmente, pneumonia. A taxa de mortalidade é baixa mas 

podem ocorrer complicações em decorrência de infecções bacterianas secundárias 

ou de outras infecções virais superpostas (KAHRS, 1977; WYLER et al., 1989). 

Em fêmeas, a forma genital manifesta-se clinicamente pelo aparecimento de 

pequenas vesículas de 1 a 2 mm de diâmetro que evoluem para pústulas e erosões 

localizadas na vulva e vagina. O epitélio vulvar apresenta-se edemaciado, 

hiperêmico e com secreção que pode tornar-se mucopurulenta devido à 

contaminação bacteriana secundária. Em touros, lesões similares são encontradas 

no prepúcio e pênis (GIBBS; RWEYEMANN, 1977; WYLER et al., 1989). 

IBR e IPV não são as únicas formas de manifestação clínica das infecções 

pelo BoHV-1. Tanto em rebanhos de corte quanto de leite também podem ocorrer 

quadros clínicos de conjuntivite, enterite, encefalite e distúrbios reprodutivos. Estes 

são caracterizados por mortalidade embrionária precoce e/ou tardia, com repetições 

de cios a intervalos regulares e/ou irregulares; mortalidade fetal com abortamento; 

natimortos; mortalidade neonatal e infertilidade (KARHS, 1977; STRAUB, 1991). 

As respostas imunes primárias ao BoHV-1 ocorrem em resposta os principais 

epítopos presentes no capsídeo (gB, gC e gD), que estimulam os linfócitos T 

auxiliares CD4+ (LEARY; SPLITTER, 1990B), enquanto gC e gD são potenciais 

alvos para atividade citotóxica de CD8+ (DENIS et al.; 1993).  

As respostas dos anticorpos neutralizantes para o BoHV-1 são considerados 

mais importante na prevenção de uma infecção do que na recuperação, visto que a 
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presença do anticorpo não evita a disseminação do vírus célula a célula, pois o 

mesmo se dissemina via pontes intracelulares. Além disso, as respostas de 

anticorpos se tornam detectáveis apenas quando a recuperação da infecção pelo 

vírus já está em curso. Por outro lado, em casos de reativação viral ou reinfecção, os 

anticorpos atuam neutralizando vírus extracelulares e impedindo sua disseminação 

(PASTORET et al., 1979), e podem interagir com outros mecanismos, como as PMN 

(BIELEFELDT-OHMANN, BABIUK; HARLAND 1991;. MCCUIRE; BABIUK,1984) e o 

complemento (ROUSE; BABIUK, 1977). Além disso, animais previamente infectados 

podem proteger seus conceptos via colostro (LEVINGS; ROTH, 2013). 

O BoHV-1 pode ainda promover a imunodepressão no hospedeiro diminuindo 

a expressão do MHC e apresentação de antígenos, além de promover morte das 

células T citotóxicas. Estes mecanismos favorecem a proliferação viral e reativação 

do vírus em latência. Assim, os agentes bacterianos secundários contribuem para o 

estabelecimento da DRB (LEVINGS; ROTH, 2013). 

 

 

2.4 VÍRUS RESPIRATÓRIO SINCICIAL BOVINO (BRSV) 

 

 

O vírus Respiratório Sincicial Bovino (BRSV) tem sido reconhecido como um 

dos principais patógenos responsáveis por uma síndrome respiratória aguda em 

bezerros desde a década de 70 (PACCAUD; JACQUIER, 1970; WELLEMANS; 

LEUNEN; LUCHSINGER, 1970).  

BRSV é um vírus envelopado de RNA, não segmentado, de cadeia negativa, 

que pertence a família Paramyxoviridae, subfamília Pneumovirinae, gênero 

Pnuemovirus. O tamanho varia de 35 a 150 nm de diâmetro, mas pode alcançar uma 

forma filamentosa com um diâmetro entre 60 e 100 nm (VALARCHER; TAYLOR, 

2007). A partícula viral do BRSV é um invólucro lipídico que contém três 

glicoproteínas de superfície (glicoproteína [G], proteína de fusão [F] e uma pequena 

proteína hidrofóbica [SH]). O envelope engloba um nucleocapsídeo helicoidal 

compostopor nucleoproteína (N), fosfoproteína (P), proteína polimerase dependente 

de RNA viral (L). Além dessas proteínas, há uma matriz protéica composta por três 

formas (M, M2.1 e M2.2) e duas proteínas não estruturais NS1 e NS2. Estas 
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proteínas não estruturais são importantes na resistência aos interferons α e β 

(VALARCHER; TAYLOR, 2007)  

O vírus bovino possui similaridades com o vírus humano, Vírus Sincicial 

Respiratório (RSV). O vírus humano é a causa mais importante de doença pulmonar 

infecciosa em crianças com idade inferior a dois anos de idade, bem como em 

idosos e imunocomprometidos (FALSEY, 2007; VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN 

HURK et al., 2007). 

No Brasil, o BRSV foi detectado pela primeira vez a partir de tecidos de 

pulmão de bezerros abatidos no Rio Grande do Sul (GONÇALVES et al., 1993). 

Desde então, pesquisa de soroprevalência (CAMPALANS; ARNS, 1997) 

demonstraram 68% de reagentes em 864 amostras provenientes de 65 fazendas 

localizadas no sul do Brasil. Em pesquisa de Affonso (2013), foram encontradas 

79,49% de animais reagentes em 26 rebanhos bovinos estudados no Estado de São 

Paulo. Neste estudo, as elevadas prevalências de BRSV foram associadas a 

presença do BoHV-1 e BVDV, o que dificultaram a determinação dos fatores de risco 

envolvidos na sua disseminação. 

A maneira mais comum de transmissão do BRSV é direta, e ocorre pelo 

contato entre infectado e contactantes. A transmissão ocorre principalmente devido 

as partículas virais presentes nas descargas nasais. As manifestações 

clínicasgeralmente são observadas em bezerros com idade inferior a seis meses. 

Em regiões não endêmicas, bovinos adultos podem ser infectados, mas geralmente 

a doença é menos grave do que nos animais mais jovens (TAYLOR et al., 2005; 

HÄGGLUND et al., 2006). A infecção é caracterizada por febre, anorexia, depressão, 

tosse, aumento da frequência respiratória, e na maioria dos casos graves, dispnéia e 

sibilos. Lesões macro e microscópicas revelam grandes áreas de consolidação 

pulmonar,enfisema, bronquiolite e pneumonia intersticial. Na infecção pelo BRSV, a 

extensão do dano pulmonar não está relativamente correlacionada com a duração 

relativamente curta da infecção viral, 3-4 dias, ou limitada distribuição do vírus no 

organismo (GERSHWIN et al., 2008). 

A interação inicial do BRSV com as células do sistema imune inato 

desencadeiam o processo da doença e estimulam o início da resposta imune 

adaptativa. As células dendríticas representam o ponto crítico para a modulação da 

resposta imune ao BRSV predominantemente Th2, cuja capacidade para produção 

de IL-12 não é suficiente para iniciar a proliferação de células Th1 (GERSHWINet al., 
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2008). Estudos com RSV em humanos demonstraram que a interação entre o vírus 

e as células dendríticas pulmonares resultou na reduçãoda capacidade em produzir 

citocinas anti-virais que estimulam uma resposta de células T (BUENO et al., 

2008).Assim, a remoção de células hospedeiro infectadas por BRSVé fraca e 

transitória ao contrário da maioria das viroses(GADDUM et al., 1996; WOOLUMS et 

al, 2004). Alguns estudos com RSV humano demostraram que a resposta de células 

T citotóxica podeser bloqueada pela produção de citocinas Th2 (BUENO et al., 

2008), e que este fato também se aplicaao BRSV (GERSHWIN et al., 2008).  

 

 

2.5 VÍRUS DA PARAINFLUENZA BOVINA TIPO 3 (BPIV-3) 

 

 

BPIV-3 foi isolado pela primeira vez, nos Estados Unidos, a partir de secreção 

nasal de bezerros com o quadro denominado “febre do transporte” (ANDREWES; 

BANG; BURNET, 1955). O vírus é membro da família Paramyxoviridae, subfamília 

Paramyxovirinae, gênero Respirovirus (FAUQUET et al., 2005). 

Como outros Paramixovírus, BPIV-3 consiste em uma partícula viral 

filamentosa de 150-200 nm, com nucleocapsídeo do tipo “espinha de peixe”, 

rodeado por um envelope lipídico com fragmentos de glicoproteínas específicas do 

vírus. O nucleocapsídeo é composto pelo genoma, um RNA de cadeia simples, de 

polaridade negativa, e é firmemente revestido com a proteína da nucleocapsídeo 

(NP). O nucleocapsídeo também contém duas outras proteínas que se apresentam 

em aglomerados, a fosfoproteína (P) e a proteína “grande” (L) (HAMAGUCHI et al., 

1983). A proteína NP, em conjunto com as proteínas P e L, são sempre encontradas 

em um complexo e compreendem a RNA-polimerase viral, que é essencial para a 

transcrição de RNA mensageiro (RNAm) viral e replicação do RNA genômico. A 

matriz não glicolisada, ou proteína M, é a mais abundante proteína viral presente nas 

células infectadas (TAKIMOTO; PORTNER, 2004). 

No momento, três genótiposA, B e C foram descritospara o BPIV-3 de acordo 

com análises genéticas e filogenéticas (HORWOOD, GRAVEL, MAHONY, 2008; 

ZHU et al, 2011; MAIDANA et al, 2012; OEM et al., 2013). A pesquisa de Neill, 

Ridpath e Valayudhan (2015), sugere que existe diferenças significativas nas 

características antigênicas entre os genótipos do BPIV-3, e que, portanto, a 
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presença de somente o genótipo BPIV-3A em vacinas comerciais, deve ser 

reconsiderado, pois não se sabe se há proteção cruzada entre os genótipos. 

O primeiro isolamento do BPIV-3 no Brasil ocorreu em São Paulo, em 25 

amostras de pulmão de bovinos com lesões pneumônicas coletadas em 

abatedouros. Destas amostras foram isoladas quatro cepas do vírus, que eram 

antigenicamente semelhantes ao Vírus da Parainfluenza Humana (CANDEIAS; 

SUGAY; RIBEIRO, 1971).Sponchiado (2014) demonstrou uma prevalência para o 

BPIV-3 de cerca de 80,4% em rebanhos do Estado do Paraná. Esta prevalência foi 

próxima aos resultados de 84,1% obtidos no estado de São Paulo 

(CANDEIAS;RIBEIRO, 1970) e dos 82% obtidos na espécie ovina na microrregião 

de Botucatu-SP (GONÇALVES et al., 2011). Este estudo determinou ainda a partir 

das amostras estudadas, prevalência para associações virais de BPIV-3 e BRSV 

(37,1%) e entre BVDV, BPIV-3 e BRSV (19,5%). 

A transmissão do BPIV-3 ocorre pelo contato direto dos animais não 

infectados com secreções nasais, oculares e aerossóis de bovinos infectados.A 

infecção peloBPIV-3 se caracteriza por uma variedade de manifestações clínicas 

inerentes a DRB. Além disso, o comum envolvimento de múltiplos patógenos na 

DRB dificulta a apresentação de manifestações específicas à infecção somente por 

BPIV-3 (ELLIS, 2010). 

Alguns dos animais infectados apresentam dispnéia, tosse, descarga nasal 

serosa ou mucopurulenta, lacrimejamento, conjuntivite, inapetência e temperatura 

elevada, sinais típicos da febre do transporte. Em desafios experimentais, bezerros 

manifestam a doença compicos febris (4-5 e 7-10 dias pós-infecção), 

lacrimejamento, descarga nasal serosa abundante, depressão, dispnéia e tosse. 

Muitos animais exibem manifestações clínicas brandas, recuperando-se em poucos 

dias. Entretanto, a infecção pode resultar em pneumonia intersticial, afetando 

geralmente os lobos pulmonares anteriores (KAPIL; BARBARA, 1997). 

Em estudo de Frank e Marshall (1971), os anticorpos neutralizantes contra 

BPIV-3 no soro de bovinos infectadosperduraram por 3 a 5 meses, enquanto que os 

anticorpos em secreções nasais se apresentaram em baixas concentrações ou 

foram indetectáveis de 6 a 8 semanas pós infecção. Com a reexposição ao vírus, a 

resposta imune humoral permitiu detecção de títulos elevados de anticorpos em soro 

e mucosa nasal, sendo que os anticorpos da mucosa perduraram por um período de 

5 meses, enquanto as concentrações no soro permaneceram elevadas por longo 
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período (FRANK; MARSHALL, 1971). Bezerros com altas concentrações de 

anticorpos em mucosas e baixas concentrações de anticorpos séricos foram 

protegidosda doença clínica após o desafio experimental, em contrapartida, 

elevadasconcentrações de anticorpos no soro e baixasem mucosas não garante 

proteção (GATES et al., 1970). Dessa forma, concluiu-se que as concentrações de 

anticorpos nas mucosas estão mais associadas com a prevenção e redução da 

doença ou prevenção da infecção, enquanto os anticorpos séricos desempenham 

um papel na redução da gravidade da doença quando manifestada (GATES et al., 

1970; FRANK; MARSHALL, 1971).Um estudo (TOTH; FRANK, 1988) relata ainda o 

reconhecimento de proteínas, com pesos moleculares consistente com HN, F, e NP, 

por anticorpos presentes no soro de bezerros após exposição experimental por 

aerossol de BPIV-3.A reposta imune celular ao BPIV-3 ainda é pouco conhecida nos 

bovinos (KAPIL; BARBARA, 1997). 

Resposta linfoproliferativa vírus-específica e inibição da migração de 

leucócitos foram demonstrados em células de bovinos infectados com BPIV-3 

(MORENO-LOPEZ, 1977; JOHNSON; MOREIN, 1977). Extrapolando-se resultados 

do vírus Sendai (mPI1V) como modelo de resposta imune celular para o BPIV-3, 

pode-se observar que a depleção de células T CD4+ inibe a produção de anticorpos, 

mas apenas no “pool”marginal, novamente sugerindo um papel crítico das células T 

citotóxicas na recuperação da infecção (HOU et al., 1992). Em humanos, acredita-se 

que as células T citotóxicas CD8+ possam ser específicas para proteínas internasdo 

hPIV3, conferindo uma proteção mais fraca e menos duradoura que a resposta por 

anticorpos contra as glicoproteínas. Assim, os anticorpos presentes na secreção e 

células T citotóxicas, provavelmente conferem uma proteção incompleta e pouco 

duradoura contra reinfecção, enquanto anticorpos neutralizantes do soro promovem 

efeitos de proteção em longo prazo no trato respiratório inferior (TAO et al., 2000). 

 

 

2.6 DESENVOLVIMENTO DA RESPOSTA IMUNE DO RECÉM-NASCIDO 

 

 

O desenvolvimento do sistema imune do feto bovino ocorre durante o período 

gestacional e,portanto particularidades inerentes a esse período podem influenciar 

seu desenvolvimento imunológico (TIZARD, 2008).  
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O sistema imune materno ao interagir com o feto produz citocinas vinculadas 

à resposta imunológica do tipo Th1, responsáveis por inflamação e necrose das 

células do trofoblastos que originarão a placenta. Dessa forma, a intensificação da 

resposta Th2 ocorre para a supressão da Th1 (WEGMANN et al., 1993). Alguns 

autores acreditam que estas citocinas podem ser transferidas da mãe ao feto 

durante a gestação e suprimir a resposta Th1 dos recém-nascidos tornando-os 

susceptíveis aos agentes virais e demais patógenos intracelulares (CHASE; 

HURLEY; REBER, 2008). 

As células participantes dos mecanismos de imunidade inata e específica são 

originadas de uma mesma célula tronco hematopoiética e pluripotente.A formação 

inicia-se com o desenvolvimento do timo aos 41 dias de gestação, seguido dos 

linfócitos sanguíneos (45 dias), medula óssea e baço (56 dias), IgM positivo (59 

dias), linfonodos (60 dias), sistema complemento (90 dias), granulócitos (110 dias), 

IgG sérica (135 dias), tonsilas (155 dias) e placas de Peyer (175 dias) (TIZARD, 

2008).  

As células B surgem após a formação e desenvolvimento do baço e 

linfonodos, e a capacidade de produzir anticorpos aumenta com a maturação dos 

órgãos do sistema imune. Os linfócitos sanguíneospossuem capacidade em 

responder aos patógenos aos 75 a 80 dias da gestação (TIZARD, 2008). 

As células fagocitárias, tais como neutrófilos e macrófagos, garantem mínima 

proteção no início da vida fetal, pois permanecem por muito tempo na medula óssea 

para proliferaçãoe diferenciação, sendo liberadas para a circulação sanguínea após 

130 dias de gestação (BARRINGTON; PARISH, 2001). Esse sistema é capaz de 

realizar a opsonização e fagocitose semelhante ao sistema imune do adulto, apesar 

de o nível sanguíneo das células estarem em baixa quantidade  no feto (TIZARD, 

2008). 

O ambiente feto-placentário dos ruminante é estéril e impermeável aos 

microrganismos, sendo assim os recém-nascidos apresentam sistema inume virgem. 

Em contrapartida, a placenta do tipo sineptéliocorial impede a passagem de 

anticorpos durante a gestação (BARRINGTON; PARISH, 2001, CORTESE, 2009). O 

amadurecimento do sistema imune inicia-se após nascimento com a sua exposição 

aos microrganismos ambientais, sendo inicialmente lenta e de baixa 

intensidade(CORTESE, 2009). 
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Os elevados níveis de cortisol da vaca e feto resultam em leucograma de 

estresse ao nascimento, caracterizado por leucocitose por neutrofilia e linfopenia nos 

primeiros quatro dias de vida(NOVO et al., 2015). O cortisol também possui efeitos  

na atividade dos fatores do sistema complemento, diminuição da atividade funcional 

das células NK, menor proporção de células dendríticas, e diminuição da atividade 

fagocítica dos macrófagos e neutrófilos (BARRINGTON; PARRISH, 2001).  

O bezerro recém-nascido apresenta predomínio da subpopulação de linfócitos 

TCRγδ+ (25%), em relação ao CD8+ (10%) e CD4+ (20%). Linfócitos B representam 

apenas 4% dos linfócitos circulantes ao nascimento. Com o desenvolvimento do 

bezerro, observa-se diminuição da população de células TCRγδ+ e aumento dos 

linfócitos B. Proporções de células semelhantes ao bovino adulto são atingidas 

apenas na puberdade (KAMPEN et al., 2006).  

Diante do cenário exposto, pode-se afirmar que a assistência imunológica é 

essencial para garantir a sobrevida dos bezerros. 

 

 

2.7 IMUNIZAÇÃO BEZERROS 

 

 

A primeira e principal forma para prevenir as doenças em bezerros é o 

fornecimento do colostro rico em componentes biológicos ativos, tais como fatores 

imunológicos, nutricionais, hormonais e de crescimento (BARRINGTON; PARRISH, 

2001; ELFSTRAND et al., 2002).  

A imunoglobulina G1 (IgG1) representa aproximadamente 90% das IgGs do 

colostro (ELFSTRAND et al., 2002), e protegem o recém-nascido por mecanismo de 

citotoxidade celular mediada por anticorpos (BIBURGER; LUX; NIMMERJAHN, 

2014). A estimativa dos teores de Igs do colostro pode ser realizada por meio de 

colostrômetro (MECHOR; GRÖHN; VAN SAUN, 1991) e/ou refratrômetro Brix 

(QUIGLEY et al., 2013). É recomendado teores de Igs acima de 50 g/L (GODDEN, 

2008) ou índice Brix superior a 21% (QUIGLEY et al., 2013). Gomes et al. (2010) 

verificou concentrações de Igs presentes no colostro de vacas da raça Holandesa de 

primeira ordenha eram de 10.078; 413,8 e 625 mg/dL, respectivamente para as 

classes G, A e M de Igs.  
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Concentrações séricas inferiores a 1000 mg/dL de IgG em recém-nascidos 

caracterizam a falha na transferência de imunidade passiva (FTIP). Nos Estados 

Unidos, a FTIP ocorre principalmente pela baixa qualidade do colostro, sendo que 

60% apresentam valores de IgG inferior ao mínimo desejado (5.000 mg/dL) 

(MORRIL et al., 2012). No Brasil, sabe-se que 30% das bezerras Holandesas 

apresentam FTIP (FEITOSA, 2010). 

A colostragem deve ser realizadaimediatamente após o nascimento pelo 

fornecimento mínimo de três litros de colostro, completando-se o volume final (8-

10% do peso vivo)até as primeiras 12 horas de vida (DAVIS; DRACKLEY, 1998). 

Vale lembrar que a permeabilidade do epitélio intestinal a macromoléculas em 

bovinos ocorre entre as primeiras 18-24 horas de vida (GODDEN, 2008). 

A administração do colostro pode ser realizada por meio de amamentação 

natural, mamadeira ou sonda esofágica (BESSER; GAY; PRITCHETT, 1991; 

ELIZONDO-SALAZAR; JONES; HEINRICHS, 2011). Contudo, a amamentação 

natural apresenta desvantagem em relação ao controle do volume e qualidade do 

colostro ingerido e pode resultar em FTIP em até 61% dos bezerros. Esta taxa de 

FTIP pode ser reduzida utilizando-se mamadeira (19,3%) e sonda esofágica (10,8%) 

(BESSER et al., 1991; ELIONDO-SALAZAR et al., 2011). 

Mundialmente estudos têm demonstrado a transferência de imunidade 

passiva para os agentes virais envolvidos na DRB, entretanto as concentrações de 

anticorpos maternos específicos para as viroses respiratórias diminui ao longo do 

tempo tornando as bezerras susceptíveis à essa enfermidade (KIMMAN et al., 1987; 

RIDPATH, 2003; ENDSLEY et al., 2004; DONOVAN et al., 2007; KIRKPATRICK et 

al., 2008; GATTI et al., 2010; ELLIS et al., 2010, BACCILI, 2013; ELLIS, et al., 2014; 

GOMES et al., 2014). Assim, a vacinação precoce dos bezerros deveria ser 

considerada no sistema de criação. 

A problemática se encontra no momento ideal para o fornecimento de 

imunidade ativa aos bezerros que ainda possuem títulos de anticorpos 

remanescentes, pois esses anticorpos podem reagir aos antígenos vacinais e serem 

bloqueados (MENANTEAU-HORTA et al., 1985; KAEBERLE; SEALOCK; 

HONEYMAN, 1998; WEST et al., 2000; ELLIS et al., 2001; ENDSLEY et al., 2003; 

FULTON et al., 2004; KERKHOLFS et al. 2004; MAWHINNEY; BURROW, 2005; 

PLATT et al., 2009; WOOLUMS et al., 2013; WINDEYER et al., 2015). Ainda assim, 

outras pesquisas demonstraram que a vacinação precoce promoveu um decréscimo 
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mais lento nos níveis de anticorpos maternos circulantes (MUÑOZ-ZANZI et al., 

2002; FULTON et al., 2004).  

Outro âmbito da pesquisa internacional aborda o estímulo dos linfócitos e 

consequentemente da resposta Th1, apesar do aparente déficit da imunidade 

humoral (LEMAIRE et al., 2000; ENDSLEY et al., 2003; SLUIJS; KUHN; 

MAKOSCHEY, 2010). 

Em território brasileiro, as limitações apresentadas à respeito da vacinação 

precoce dos bezerros para a DRB é agravada visto que o uso de vacinas vivas para 

o BVDV não é permitido (FLORES et al., 2005).A comercialização das vacinas 

intranasais, compostas por cepas de BVDV vivas e atenuadas, poderiam estimular 

resposta imune de mucosas sem influência dos anticorpos maternos (ENDSLEY et 

al., 2003; RIDPATH et al., 2003). O cenário brasileiro impossibilita o uso das 

informações geradas em outros países devido às diferentes imunogenicidades 

induzidas pelas vacinas contendo o BVDV inativado ou vivo e atenuado. 

Vale ressaltar que a literatura nacional utiliza em seus protocolos de 

vacinação as estirpes virais vivas, visto que antígenos vacinais inativados produzem 

uma resposta imune de baixa intensidade e curta duração (KELLING, 2004). Nesse 

cenário, o Brasil apresenta vacinas comerciais contendo somente antígenos vacinais 

inativados, devido a protocolos de biossegurança estabelecidos pelo Ministério de 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Esse fato pode contribuir para respostas 

imunes diferenciadas quando comparadas aos estudos internacionais.  

As lacunas apresentadas referentes à imaturidade imune, duração e efeito de 

bloqueio dos anticorpos maternos na resposta vacinal, associadas à escassez de 

pesquisas brasileiras motivou o desenvolvimento deste estudo. 
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CAPÍTULO 1 - IMUNIDADE PASSIVA COLOSTRAL PARA AS VIROSES 

ENVOLVIDAS NA DOENÇA RESPIRATÓRIA BOVINA 
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

Bezerros neonatos apresentam-se agamaglobulinêmicos, imaturos e 

imunossuprimidos ao nascimento. Em seguida, observa-se estimulação do sistema 

imune ocorre por microrganismos ambientais, resultando em resposta primária 

inicialmente lenta e de baixa intensidade (CORTESE, 2009), essa resposta aumenta 

gradualmente até alcançar status semelhante aos bovinos adulto na puberdade 

(KAMPEN et al., 2006). Durante este período de desenvolvimento, a administração 

de colostro pode ser fundamental para a transferência passiva de componentes 

imunes que possuem ação direta aos patógenos, e também participam da ativação 

dos linfócitos incialmente virgem (NOVO, 2015). 

O manejo do colostro contempla a avaliação da sua qualidade pela 

mensuração dos teores de IgG (≥5.000 mg/dL), que deve ser fornecido nas primeiras 

horas de vida, período máximo 18-24 horas pós-nascimento, garantindo um volume 

mínimo equivalente a 8-10% peso vivo do bezerro (GODDEN, 2008). Com este 

protocolo, pretende-se que as concentrações séricas de proteína total e IgG, 

respectivamente, sejam superiores a 5,2g/dL (WEAVER et al., 2000) ou 1000 mg/dL 

(QUIGLEY, 2002). Os teores de IgG séricas e a sua duração estão diretamente 

proporcionais às concentrações de anticorpos específicos ingeridos e absorvidos a 

partir de colostro (MUNOZ-ZANZI et al., 2002; KIRKPATRICK et al., 2008).  

A transferência de anticorpos específicos para as viroses respiratórias 

depende de contato prévio das vacas por exposição natural, vacinação ou ambos. 

Dentre estas opções, a exposição natural resulta em maiores concentrações de 

anticorpos específicos no colostro (GATTI et al., 2010). Os títulos de anticorpos 

maternos decrescem ao longo do tempo, sendo relatadas meia vida de 21, 23, 30 e 

35 dias, respectivamente, para BoHV-1, BVDV, BPIV-3 e BRSV (FULTON et al., 

2004). A susceptibilidade às viroses inicia-se quando concentrações de ACs são 

inferiores a log2 4 para BVDV (RIDPATH; BOLIN, 1995), log2 5 para BoHV-1 

(POSPÍSIL et al., 1996), log2 5,5 para BRSV e log2 5,5 para BPIV-3 (WINDEYER et 

al., 2015). A partir destes momentos, os anticorpos maternos são insuficientes para 

proteger os recém-nascidos mas desempenham importante papel supressor na 

resposta imune ativa induzida pela vacinação ou exposição natural (ELLIS et al, 

2001). 
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Kirkpatrick et al. (2001), demonstraram que o tempo para os animais se 

tornarem soronegativos foi de 185,6±59,8 dias para BVDV, 122,9±46,6 67 dias para 

BoHV-1, 183,7±33 dias para BRSV e acima de 190,6±58,3 dias para BPIV-3. Esses 

valores foram um pouco diferentes aos encontrados por Chamorro et al. (2014) 

(5,5±1,7 meses para o BVDV1, 6,1±1,6 meses para o BVDV2, 3,8±1,6 meses para o 

BoHV-1, 5,2±1,5 meses para o BRSV e 4,9±1,66 meses para o BPIV-3). 

A completa metabolização dos ACs maternos possibilita a indução da 

resposta imune pela vacinação (BACCILI et al., 2015), entretanto a DRB costuma 

ser precoce e atingir 7,7% a 9,5% das bezerras de leite entre a segunda semana ao 

terceiro mês de vida, resultando no tratamento de 21,9% (630/2874) desses animais 

(WINDEYER et al., 2013).  

Diante do cenário apresentado, a imunização de bezerros para a profilaxia da 

DRB têm sido um desafio em âmbito internacional. Em relação ao Brasil, existem 

apenas pesquisas abordando a transferência passiva de ACs para BoHV-1 em 

estudos transversais ou longitudinais limitados à um curto período de avaliação.  

 A hipótese desta pesquisa é que a interface entre a resposta imune passiva e 

ativa dos bezerros varia de acordo com o seu desenvolvimento.Assim, objetivou-se 

avaliar a dinâmica de anticorpos específicos para as viroses respiratórias e 

subpopulações de linfócitos em bezerros do nascimento aos oito meses de idade. 

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 OBTENÇÃO DOS BEZERROS 

 

 

Foram acompanhados os nascimentos de 25 bezerros recém-nascidos 

machos da raça Holandesa oriundos de fazenda comercial, localizada em Araras, 

São Paulo (Figura 2). Os partos foram acompanhados para assistência aos recém-

nascidos e controle do manejo de colostro. Inicialmente os animais foram secos, em 

seguida, realizou-se a avaliação clínica e estabelecimento do escore APGAR 

(Quadro 1), como proposto por Rodrigues (2008). 
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A antissepsia do umbigo foi realizada logo após o nascimento, pela imersão 

completa do cordão umbilical em recipiente contendo tintura de iodo a 10% por pelo 

menos 1 minuto e meio, repetindo-se o processo após 12 horas. A partir do segundo 

dia, foi realizada antissepsia com tintura de iodo a 5% duas vezes ao dia até 

mumificação do cordão umbilical. 

 

 

Quadro 1 - Escore para avaliação da viabilidade do bezerro recém-nascido pela escala de APGAR 
– São Paulo - 2015 

Critérios de avaliação 
Escore 

0 1 2 

Frequência cardíaca Ausente Bradicardia/Irregular Normal/Regular 

Esforço respiratório Ausente Irregular Regular 

Tônus muscular Flacidez Alguma flexão Flexão 

Irritabilidade reflexa Ausente Algum movimento Hiperatividade 

Coloração de mucosas Cianóticas Hipocoradas Normocoradas 

Fonte: (RODRIGUES, 2008). 
Legenda: Satisfatório - Soma > 7 

 

 

Figura 2– Assistência aos recém-nascidos e colostragem dos bezerros 
imediatamente após nascimento, São Paulo – São Paulo – 2015. 

 
(a)       (b) 
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: (a) Assistência ao recém-nascido imediatamente após o parto; (b) 

Fornecimento de colostro ao recém-nascido com auxílio de 
mamadeira. 
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4.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

  

Como critério de inclusão, os bezerros deveriam ser livres da infecção pelo 

BVDV, BoHV-1, BRSV e BPIV-3 ao nascimento. Assim, amostras de soro sanguíneo 

e sangue total foram obtidas antes da mamada do colostro para realização da 

soroneutralização (SN) para todas as viroses e reação em cadeia da polimerase em 

tempo real (RT-PCR) apenas para o BVDV. Estas amostras foram congeladas à 

temperatura de-80°C e encaminhadas para processamento no Laboratório de 

Viroses de Bovídeos do Instituto Biológico. Seguindo estes critérios 2/25 bezerros 

foram descartados porque apresentaram-se soropositivos antes de ingerir o colostro. 

 

 

4.2.1 Soroneutralização 

 

 

A técnica de soroneutralização (SN) foi realizada de acordo com a OIE 

(2013). Para tanto, foram utilizadas placas de poliestireno de 96 cavidades, 

utilizando uma diluição constante do soro, na base logarítmica 2, a partir das 

diluições 1:4 (BVDV-NADL), 1:2 (BoHV-1), 1:2 (BRSV) and 1:2 (BPIV-3), tendo como 

diluente o meio de cultivo celular MEM (Minimum Essential Medium) contendo 1 a 

2% de antibióticos.  

Feita a diluição das amostras, foi adicionado à placa 50 μL da solução 

contendo TCID50/100µL (50% tissue culture infective doses) de BVDV, BRSV e BPIV-3. 

Em seguida, as placas foram incubadas por uma hora em estufa a 37°C com 5% de 

CO2. Para o BoHV-1, foi adicionado à placa 100 μL da solução contendo TCID50/100µL 

e as placas foram incubadas por 18-24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO2. 

Após este período, suspensão de células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) foram 

adicionadas em cada cavidade das placas. Novamente a placa foi incubada em 

estufa a 37°C com 5% de CO2 durante 4 a 5 dias.  

A infectividade foi indicada pelo “Efeito Citopático” (ECP) visível na 

monocamada celular em placas, em microscópio invertido. O título de anticorpos foi 

expresso como a maior diluição do soro que inibiu completamente a infectividade e 

conseqüentemente o ECP em ambas as cavidades de cada diluição. A potência do 
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vírus foi observada na retrotitulação através do cálculo do título, de acordo com 

Reed e Muench (1938). 

 

 

4.2.2 Reação em cadeia da Polimerase em Tempo Real 

 

 

Amostras de sangue total foram homogeneizadas por inversão 10 vezes, em 

seguida os tubos foram centrifugados a 1.200 rpm por 15 minutos a 22º C 

(temperatura ambiente). Após a centrifugação, o plasma foi descartado e a camada 

de leucócitos removida e reservada para a realização do RT-PCR.  

A extração do ácido nucléico foi feita empregando-se solução comercial 

(Trizol LS® Reagent)1. A transcrição reversa seguida da reação em cadeia pela 

polimerase (RT-PCR) convencional foi realizada de acordo com as instruções do 

manual do fabricante do kit comercial2. 

Os primers utilizados na reação detectaram regiões comuns para BVDV 1 e 2, 

baseados em uma sequência de 290 nucleotídeos, localizados na região 5´ não 

traduzida (5' TAG CCA TGC CCT TAG TAG 11 GAC 3' e 5' ACT CCA TGT GCC 

ATG TAC AGC 3'). O material genético amplificado foi introduzido em poços em gel 

de agarose a 1,5% em tampão TBE 1X à voltagem de 100V por uma hora. Os 

amplicons foram evidenciados após coloração com gel red diluído (1:150) em 

nuclease free water3, e a visualização foi feita utilizando o transluminador sob luz 

ultravioleta (320nm). Os fragmentos de DNA foram comparados com o padrão de 

pares de base apresentando incrementos de 100 pb (DNA ladder de 100 pb )4. As 

amostras foram consideradas positivas quando a amostra testada apresentou uma 

banda no tamanho do controle positivo e negativo na ausência de banda. 

                                                           
1
 Invitrogen®, São Paulo-SP, Brasil. 

2
 Access Quick

TM
 RT-PCR System, Promega, São Paulo-SP, Brasil. 

3
Promega®, São Paulo-SP, Brasil. 

4
Invitrogen®, São Paulo-SP, Brasil. 
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4.3 COLOSTRAGEM 

 

 

 O colostro utilizado nesta pesquisa foi obtido de vacas imunizadas com vacina 

comercial5, contendo estirpes de BVDV do tipo 1 (5960) e tipo 2 (53637) inativadas; 

BoHV-1 (Cooper) e BPIV-3 (RLB 103) vivos/termosensíveis; BRSV (375) 

vivo/atenuado, além de Leptospira canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, L. 

icterohaemorrhagiae e L. pomona inativadas, associadas a Quil A, colesterol, e 

Amphigen como adjuvantes. A triagem do colostro foi realizada após a primeira 

ordenha das doadoras com o auxílio de colostrômetro (IgG≥5.000 mg/dL). O colostro 

foi identificado e congelado a -20°C em alíquotas de 2 litros. 

Os bezerros receberam quatro litros de “pool” de colostro por meio de 

mamadeira e/ou sondagem esofágica, dividido em duas amamentações de dois litros 

cada, administrada nas primeiras doze horas pós-nascimento (p.n.). 

 

 

4.4ISOLAMENTO E MANUTENÇÃO 

 

 

Os animais foram mantidos na fazenda de origem até os 15 dias de vida, e 

posteriormente foram transferidos para a Clínica de Bovinos e Pequenos 

Ruminantes (CBPR) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da 

Universidade de São Paulo (USP). 

Na fazenda de origem os animais permaneceram em instalação 

compartilhada(10x5m) e coberta, com no máximo seis animais. O local da instalação 

era previamente lavado com água e sabão neutro. Após seco, o local era 

desinfetado com o uso de cal virgem. A cama utilizada era composta por feno 

proveniente da fazenda. Havia boa ventilação no local e o uso era exclusivo para 

criação dos animais do experimento, sendo permitida a entrada somente de pessoas 

autorizadas. 

Na CBPR, os bezerros foram criados dois a dois em baias compartilhadas de 

aproximadamente 5x5m. O regime de desinfecção foi modificado neste momento. As 

baias eram lavadas com água, sabão neutro e hipoclorito de sódio. Após enxague, 

                                                           
5
Cattle Master Gold FP5 + L5®, Zoetis , São Paulo-SP, Brasil. 
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era realizada desinfecção por meio de vassoura de fogo em paredes, chão,  

comedouro e bebedouros. Somente após este processo os animais eram inseridos 

no local. A cama das baias era composta por maravalha, sendo reposta pelos 

funcionários da CBPR cerca de duas vezes ao dia para remoção dos dejetos. O 

processo de lavagem e desinfecção era repetido a cada 30 dias. 

Mesmo diante de todoesse cuidado, o fluxo de pessoas e animais na área 

comum era muito maior. Além disso, os funcionários utilizavam a mesma vestimenta, 

sem prévia desinfecção, para a limpeza de todas as demais baias da CBPR. 

Os bezerros foram alimentados com 6L de sucedâneo lácteo6 por dia, ração 

peletizada7, sal mineral e água “ad libitum” até o desmame. 

Aos dois meses de idade iniciou-se o desmame gradual dos bezerros, com 

duração de sete dias consecutivos. No momento do desmame, os bezerros estavam 

ingerindo 1.000 gramas de ração ao dia observando-se aumento gradual do 

consumo até o fornecimento máximo de três Kg ao dia. Após o desmame, os 

animais foram mochados, tão logo que passasse o estresse pós-desmame, mas que 

também não prejudicasse as avaliações subsequentes. 

Durante a criação dos bezerros, quatro morreram devido a DRB (n=2) e 

clostridiose (n=2). 

 

 

4.5 COLHEITA DE AMOSTRAS 

 

 

Alíquotas do “pool” de colostro fornecido aos bezerros foram colhidas em 

tubos de poliestireno (50mL) para a determinação do índice Brix (%) e proteína total 

(g/dL). 

Amostras de soro foram obtidas de 19 bezerros antes e após a mamada do 

colostro (2° dia p.n.) para avaliação dos títulos de anticorpos após a colostragem. A 

partir deste momento, cinco animais foram selecionados aleatoriamente e 

acompanhados até oito meses de idade, sendo realizadas colheitas de sangue total 

e soro sanguíneo nos seguintes momentos após a avaliação da colostragem: 14, 44, 

74, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 dias de vida. 

                                                           
6
Sprayfo Violeta®, Sloten do Brasil Ltd, Santos - SP, Brasil 

7
Agromix®, Jaboticabal-SP, Brasil 
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A partir dos 14 dias foram colhidas amostras de sangue dos bezerros por 

meio de punção da veia jugular, utilizando sistema a vácuo, em tubos siliconizados 

contendo EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) para realização do leucograma 

e avaliação das subpopulações de linfócitos sanguíneos; e em tubos sem 

anticoagulante para obtenção do soro sanguíneo para análises de 

soroneutralização.  

 

 

4.6 PROVAS LABORATORIAIS 

 

 

4.6.1Colostro 
 

 

Para determinação do índice Brix foi utilizado refratômetro óptico Brix com 

escala entre 0 a 32%8. A qualidade do colostro foi determinada utilizando-se o ponto 

de corte mínimo equivalente a 21% (QUIGLEY et al., 2013). 

Para determinação da proteína total do colostro, foi empregada a técnica de 

obtenção do soro pela ultracentrifugação. Para tal, realizou-se a centrifugação das 

amostras a 48.000xg por vinte minutos em ultra-centrífuga9. Assim, a fração líquida 

do colostro foi extraída e acondicionada em microtubos (1mL) para análise 

bioquímica. Em seguida, a mensuração da proteína total (g/dL) foi realizada por um 

analisador bioquímico automático10, utilizando-se kit comercial11, segundo a 

metodologia descrita pelo fabricante. 

Posteriormente, os dados de proteína total obtidos em g/dL foram 

transformados em porcentagem (%), levando em consideração que foram utilizados 

500µL para dosagem da amostra. 

  

                                                           
8
 SperScientific®, Scottsdale, AZ - Modelo 300001 

9
Beckman® - Modelo J2-21 

10
 Randox®, RX Daytona 

11
 Randox®, número do catálogo TP 4001 
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4.6.2 Bezerros 
 

 

Os bezerros foram avaliados diariamente pelo exame do estado geral, 

funções vitais (frequência respiratória e cardíaca, temperatura corpórea), grau de 

hidratação, mucosas aparentes, características das fezes e acompanhamento de 

cicatrização umbilical, segundo os procedimentos descritos por Dirksen et al. (1993). 

A titulação de anticorpos específicos para o BVDV, BoHV-1, BRSV e BPIV-3 

foi realizada por meio da técnica de soroneutralização conforme procedimentos já 

descritos no tópico 4.2. 

O número total de leucócitos foi mensurado através da contagem 

automática12e a contagem diferencial de linfócitos foi realizada pela avaliação dos 

esfregaços sanguíneos.  

As subpopulações dos linfócitos sanguíneos foram determinadas por 

citometria de fluxo, segundo painel de anticorpos monoclonais específicos para 

receptores de superfície celular (Quadro 2). 

Foram transferidos 100μL de sangue total com EDTA, para tubos específicos. 

A lise dos eritrócitos foi realizada pela adição de 900μL de solução comercial 

seguindo-se a metodologia descrita pelo fabricante (Facslysing13). Foram realizadas 

marcações simples e duplas adicionando-se 100 μL de anticorpos monoclonais 

diluídos, incubadas por 30 minutos a 4°C, em seguida, as células foram lavadas três 

vezes com Phosphate Buffered Saline (PBS14). Por fim, foram adicionados os 

anticorpos secundários fluorescentes, incubados por 30 minutos, em ambiente 

escuro, a 4°C.  

As leituras das amostras foram realizadas em citômetro de fluxo15 utilizando-

se o software Cellquest, sendo adquiridos cinqüenta mil eventos no gate de linfócitos 

por amostra. A análise dos eventos adquiridos foi realizada em software específico16, 

conforme metodologia detalhada nas figuras 3 a 5. Os resultados obtidos foram 

expressos como porcentagem (%) de células marcadas para cada receptores de 

                                                           
12

 ABC Vet® - ABXTM 
13

 BD número catálogo349202 
14

 PBS uso 1 PBS 10X: 9 de água destilada ; PBS 10X: 26, 79g de Na2HPO47H2O, 4,14g de NaH2PO4H2O,  83g de 
NaCl e 1000mL de Água destilida 
15

FACSCalibur
TM

, BD Biosciences, San Jose, CA 
16

FlowJo®, versão 7.2.5, Becton Dickinson Immunocytometry System
®
, San Diego, CA 
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superfície celular. A população gamma-delta foi estimada subtraindo-se as 

subpopulações T CD8+ e CD4+ do total de células T CD3+. 

O número absoluto de cada subpopulação de linfócito foi calculado 

multiplicando-se as porcentagens das subpopulações pelo número total de 

linfócitos/μL de sangue obtido a partir do leucograma. 
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Quadro 2– Especificações e diluições de anticorpos monoclonais primários e secundários 
selecionados para a marcação das subpopulações de linfócitos - São Paulo – 
2015 . 

Anticorpos 
Monoclonais 

Primários 
Isotipo Especificidade Clone Dil Referência Ac 2° Dil 

Mouse anti-
bovine CD3 

IgG1 
Linfócito T 

αβTCR. 
MM1A 1:400 BOV2009 

PERCP 
- 

340272 
1:10 

Mouse anti-
bovine CD4 

IgG2a 
Linfócito T 

αβTCR. 
IL-A11 1:200 BOV2010 

FITC - 
M31501 

1:5 

Mouse anti-
bovine CD8 

IgM 
Linfócito T 

αβTCR. 
BAQ111A 1:200 BOV2097 

FITC - 
M31501 

1:100 

Mouse anti-
bovine WC1-

N1 
IgM 

Linfócito Tγδ 
TCR 

B7A1 1:200 BOV2050 
FITC - 

M31501 
1:1000 

Mouse anti-
bovine B-

lymphocytes 
CD21 

IgG1 Linfócito B GB25A 1:400 BOV2031 
PERCP 

- 
340272 

1:100 

Mouse anti-
bovine CD25 

IgG2a 

Receptor alta 
afinidade 

Interleucina 2  
(IL-2) 

CACT108A 1:400 BOV2073 
PE - 

M32204 
1:200 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: Dil - diluição 
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Figura 3- Etapas inicialmente executadas para análise dos eventos no 
software Flowjo, obtidos nos ensaios de citometria de fluxo. As 
fluorescências FL1 (c), FL2 (d) e FL3 (e), foram determinadas e 
calibradas a partir dos anticorpos WC1

+
, CD25

+
 e CD3

+
, 

respectivamente. - São Paulo - 2015 

  
(a)     (b) 

  
(c)     (d) 

 
(e) 
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: (a) tubo branco não marcado; (b) seleção da população de 

linfócitos; (c) histograma demonstrando a subpopulação 
WC1

+
(FL1), (d) expressão do marcador ativação de T 

(CD25
+
) (FL2) e (e) histograma demonstrando a população 

CD3
+
(FL3). 
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Figura 4 - Ensaio de avaliação linfócitos CD3
+
CD4

+
 e CD3

+
CD8

+
 (FL1), 

determinadas a partir da fluorescência de CD3
+
 (FL3) por 

WC1
+
 (FL1) - São Paulo - 2015 

  
(a)     (b) 

  
(c)     (d) 
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: (a) histograma demonstrando a população CD3

+
(FL3); (b) a 

subpopulação T gamma delta
+
(FL1); (c) plotagem das células 

expressando os marcadores CD3
+
CD4

+
 e CD3

+
CD8

+
 (d) no 

quadrante duplo positivo. 

 

 

Figura 5 - Ensaio de avaliação da população B CD21
+ 

(FL3) - São 
Paulo - 2015 

  
(a)     (b) 
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: (a) seleção da população de linfócitos; (b) histograma 

demonstrando a população CD21
+
(FL3) 
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4.7 ESTATÍSTICA 

 

 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa estatístico SPSS 

19.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0. 

Armonk, NY: IBM Corp.). As análises foram consideradas significativas quando 

P≤0,05, com tendências P≤0,10. 

Os dados obtidos no teste Brix e valores de proteína total foram submetidos 

ao teste de correlação de Pearson. Os resultados das análises estatísticas foram 

interpretados segundo a classificação proposta por Dancey e Reidy (2005), sendo 

que essa dependência estatística linear poderá ser considerada fraca quando r = 0,1 

até 0,3; moderada, sendo r = 0,4 até 0,6 e forte quando r = 0,7 até 1. 

A hipótese da normalidade foi testada para as demais variáveis pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov. As subpopulações de linfócitos apresentaram distribuição não 

paramétrica, assim essas variáveis estão apresentadas em medianas, valores 

mínimos e máximos. 

Os títulos de anticorpos foram convertidos para log2 e mantiveram distribuição 

não-paramétrica, assim foram calculadas as medianas dos títulos em log2,sendo 

posteriormente transformadas em antilog (base 2) pela relação = 2a, onde “a” é a 

mediana dos títulos de anticorpos em log2.. 

A análise dos dados no tempo foi realizada pelo teste de Friedman associado 

ao Wilcoxon com correção de Bonferroni (P≤0,005). 

A meia-vida dos anticorpos foi calculada por meio da regressão linear 

simples. A partir deste dado, estimou-se o tempo necessário para os bezerros 

tornarem-se soronegativos, considerando-se titulação de 1:4 para BVDV, BRSV e 

BPIV-3 e 1:10 para BoHV-1 como níveis indetectáveis na SN (FULTON et al., 2004).  

 

 

5 RESULTADOS 

 

 

O presente estudo avaliou a transferência passiva de imunidade humoral e 

celular, bem como a tempo de duração e meia vida de anticorpos para o BVDV, 

BoHV-1, BRSV e BPIV-3 em bezerros holandeses do nascimento aos 240 dias de 
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vida. 

 

 

5.1 ANÁLISES DO COLOSTRO 

 

 

Os dados referentes às análises de índice Brix e proteínas total presentes no 

colostro podem ser observados no quadro 3. As porcentagens Brix encontradas nas 

amostras de colostro variaram de 21 a 32%, apresentando média de 27±3,4%. Na 

mensuração de proteínas totais, pôde-se observar amplitude de variação de 6,9 a 

12,6%, com média de 9,6±1,6%. Com base nesses resultados, foi possível verificar 

forte correlação entre a avaliação do índice Brix e proteína total obtida no soro do 

colostro (r= 0,942 e P= 0,001), conforme ilustra a figura 6. 

 

 

Quadro 3 – Porcentagens Brix e valores de proteína total 
mensurados em “pool” de colostro fornecido a 
19 bezerros Holandeses – São Paulo -2015. 

Identificação bezerros Brix (%) Proteína Total (%) 

1 28,0 9,7 
2 24,0 7,5 
3 23,0 8,1 
4 22,0 6,9 
5 32,0 12,0 
6 31,0 11,0 
7 30,0 11,0 
8 31,0 11,0 
9 31,0 12,6 

10 23,0 8,6 
11 26,0 9,5 
12 29,0 9,6 
13 25,0 9,0 
14 28,0 9,9 
15 28,0 9,8 
16 29,0 10,2 
17 25,0 9,2 
18 28,0 10,6 
19 21,0 7,0 

Média 27±3,4 9,6±1,6 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
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Figura 6 –Correlação linear de Pearson entre porcentagens do índice Brix e 
proteínas totais presentes no colostro – São Paulo – 2015. 

 
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
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5.2BEZERROS 

 

 

5.2.1Exame do estado geral 
 

 

Ao longo do estudo, os cinco bezerros foram acompanhados e avaliados quanto 

ao estado físico geral. Pôde-se observar que 4/5 (80%) bezerros acompanhados 

após a colostragem apresentaram manifestações clínicas compatíveis 

broncopneumonia dos 80 aos 135 dias de vida. Foram identificadas as seguintes 

manifestações clínicas: secreções nasal e ocular, dispneia, crepitação fina à 

auscultação, tosse, e desidratação leve a moderada. Não houve casos recidivantes, 

porém, estas manifestações foram importantes no direcionamento da terapêutica, 

levando em consideração os agentes etiológicos mais frequentes.  

 

 

5.2.2Imunidade humoral 
 

 

Após 48 horas da ingestão do colostro, pôde-se observar soroconversão dos 

19 animais para os agentes virais envolvidos na DBR. Valores medianos dos títulos 

de anticorpos específicos para as viroses, e sua amplitude de variação, detectados 

com 48 horas de vida estão dispostos na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1 – Valores medianos e amplitude de variação para os títulos 
de anticorpos específicos para as viroses respiratórias 
em bezerros Holandeses às 48 horas de vida – São 
Paulo -2015. 

Viroses Mediana (log2) Antilog Amplitude de variação (log2) 

BVDV 12,3 5042,8 6,3-12,8 
BoHV-1 9,0 512 6,0-10,5 
BRSV 5,0 32 3,0-8,0 
BPIV-3 8,5 362 5,0-10,0 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 

 

 

Valores medianos (log2) e antilog (base 2) de anticorpos detectados dos 14 

aos 240 dias estão dispostos na Tabela 2 e figura 7.  
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Foi possível observar declínio gradual dos títulos de anticorpos para BVDV 

(12,8-3,3), BoHV-1 (10,0-3,3) e BPIV-3 (10,0-2,0) ao longo do tempo, embora o 

BVDV não tenha apresentado soronegatividade até os 240 dias de avaliação. Não 

foram detectadas diferenças estatísticas entre os momentos para as viroses apesar 

das variações detectadas (P>0,05).  

Os títulos de anticorpos para o BRSV (11,3-2,0) apresentaram perfil 

diferenciado em relação às demais viroses considerando os valores medianos (log2), 

obtendo-se aumento dos 14d aos 74d para os bezerros 4 e 5, e queda dos títulos 

para os demais dos 14 aos 44d. 

A análise individual dos bezerros esclarece as variações obtidas para log2. 

Observou-se queda nos  títulos de anticorpos aos 120 dias de vida, aumento no 

momentos subsequente (150 dias) e novamente diminuição aos 180 dias pós-

nascimento. Variações individuais semelhantes também foram observadas na 

maioria dos bezerros para o BoHV-1. Para BPIV-3 a queda dos títulos foi observada 

precocemente aos 74d e novamente aos 180d, sempre acompanhada de aumento 

no período subsequente (Figura 7). 

 

 

Tabela 2– Valores medianos (log2) e antilog de anticorpos específicos para as viroses 
respiratórias dos 14 aos 240 dias de vida – São Paulo -2015. 

T 
BVDV BoHV-1 BRSV BPIV-3 

Me (log2) Antilog Me (log2) Antilog Me (log2) Antilog Me (log2) Antilog 

14 d 12,3 5042,8 8,0 256,0 3,0 8,0 10,0 1024,0 
44 d 10,3 1260,7 7,0 128,0 3,0 8,0 7,0 128,0 
74 d 10,3 1260,7 6,0 64,0 4,0 16,0 5,0 32,0 
90 d 8,3 315,2 6,0 64,0 3,0 8,0 6,0 64,0 
120 d 8,3 315,2 5,0 32,0 0,0 0,0 5,0 32,0 
150 d 8,3 315,2 5,0 32,0 3,0 8,0 5,0 32,0 
180 d 7,3 157,6 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 8,0 
210 d 6,3 78,8 0,0 0,0 3,0 8,0 4,0 16,0 
240 d 5,3 39,4 0,0 0,0 3,0 8,0 0,0 0,0 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: Me - Mediana. 
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Figura 7 – Comportamento individual dos títulos de anticorpos específicos para as viroses 
respiratórias em bezerros Holandeses dos 14 aos 240d de vida – São Paulo -
2015. 

(a) (b)  

(c) (d)  
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: Títulos de anticorpos para BVDV (a); BoHV-1 (b); BRSV (c) e BPIV-3 (d). Os títulos 

de anticorpos são exibidos como dois pontos de dados separados, distribuídos 
uniformemente no eixo horizontal e, portanto, representam as oscilações dos títulos 
individuais ao longo do tempo. 

 

 

A meia-vida dos anticorpos específicos para as viroses respiratórias e o 

tempo estimado para soronegatividade estão expressos na Tabela 3.  

 

 

Tabela 3 – Valores de meia-vida de anticorpos neutralizantes e tempo estimado para 
soronegatividade para BVDV, BoHV-1, BRSV e BPIV-3 – São Paulo -2015. 

Viroses Meia-vida (dias) ± Desvio-padrão Tempo para soronegativo ± Desvio-padrão 

BVDV 36,2±6,1 367,01±68,7 
BoHV-1 50,7±18,0 239,67±66,88 
BRSV ND ND 
BPIV-3 46,8±21,1 303,36±60,15 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda:  ND - Dados não ajustados ao modelo exponencial simples, de acordo com análise de 

regressão a 5% 
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5.2.3Subpopulações de linfócitos e ativação celular (CD25+) 

 

 

Os valores relativos e absolutos de das populações B e T, assim como as 

subpopulações T, e expressão do marcador CD25+ estão ilustrados na tabela 4 e 

figura 8.  

Observou-se aumento da proporção (%) e valores absolutos de células CD21+ 

ao longo do tempo. A observação dos valores individuais obtidos para os bezerros 

revelaram diminuição das proporções aos 150 dias de vida com retorno aos valores 

iniciais nos momentos subsequentes. 

Células T CD3+ apresentaram valores relativos (%) decrescentes ao longo do 

tempo, porém os absolutos mantiveram-se estáveis. Observando os valores 

individuais dos bezerros pôde-se detectar queda aos 44 dias e retorno aos valores 

anteriores no momento subsequente aos 74 dias de vida. As variações individuais 

para as células T CD3+ foram semelhantes àquelas observadas para as células 

auxiliares CD3+CD4+ e citotóxicas CD3+CD8+, CD3+CD4–CD8- e CD3+WC1+. 

A partir dos 74 dias de vida observou-se queda acentuada da população de 

auxiliares CD3+CD4+, obtendo-se valores mínimos entre 90 a 120 dias de vida e 

aumento gradual nos momentos subsequentes. Variações a partir deste período 

também foram detectadas para as células CD3+CD4–CD8- e CD3+WC1+, entretanto, 

observou-se pico máximo para essas populações entre 74-90 dias, com queda aos 

120 dias de vida e aumento gradual nos momentos subsequentes. 

Os valores de CD3+CD8+ foram constantes, exceto pela queda dos valores 

aos 44d e leve pico aos 74d, e novamente pico aos 150 dias de vida para os 

bezerros 4 e 5. 

A expressão do marcador CD25+ demonstrou importante aumento até os 74d. 

Houve uma marcada queda de células ativadas na circulação até atingir valores 

mínimos aos 150d, observando-se aumento nos momentos subsequentes. 

Apesar das variaçoes apreentadas, não foram observadas diferenças 

estatísticas entre os momentos para os valores absolutos e relativos para nenhuma 

das populações avaliadas (P>0,05). 



71 
 

 

Tabela 4 - Medianas dos valores absolutos (10
3
/µL) e relativos (%) das populações e subpopulações 

de linfócitos e marcador de ativação (CD25
+
) em bezerros Holandeses dos 14 aos  240 dias 

de vida – São Paulo – 2015. 

Populações e 
Subpopulações 

de Linfócitos 

Tempos 

 14 d 44 d 74 d 90 d 120 d 150 d 180 d 210 d 240 d 

B CD21
+
 

% 4,4 8,7 18,7 20,2 18,5 14,4 17,8 21 17,1 

10
3
/µL 0,5 0,6 1 0,9 1,2 0,8 1 1 1 

T  CD3
+
 

% 46,6 47,7 52,9 46,5 38,7 31,5 33,5 29,9 31,4 

10
3
/µL 4,4 2,4 3,3 2,4 2,1 1,8 2,2 2 2,4 

T auxiliar CD4
+
 

% 14,8 13,4 21,7 7,1 3,6 6,6 13,1 9,3 14,5 

10
3
/µL 1,9 0,8 1,1 0,3 0,4 0,5 1 0,8 0,8 

T citotóxico 
CD8

+
 

% 5,4 6,8 11,6 6,3 5,8 4,7 4,9 3,6 4,3 

10
3
/µL 0,7 0,3 0,7 0,4 0,4 0,3 0,3 0,2 0,3 

T CD3
+
CD4

-

CD8
-
 

% 41,3 29,9 23,8 44,1 40,8 27,1 21 32,3 28,5 

10
3
/µL 2 1,2 1,3 1,9 1,4 0,7 0,8 1,1 1 

T Gama-delta 
WC1

+
 

% 13,3 6,6 11,7 11,6 4,4 4,7 6,1 7,8 10,5 

10
3
/µL 1,2 0,5 0,8 0,8 0,3 0,5 0,6 0,5 0,6 

Marcador 
CD25

+
 

% 23,8 24,7 31,8 26,7 20,9 7,1 20,6 21,1 14,5 

10
3
/µL 2 1,3 1,8 1,4 1,5 0,5 1,4 1,1 1,1 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
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Figura 8 – Valores relativos (%) deas populações e subpopulações de linfócitos e marcador 
de ativação (CD25

+
) em bezerros Holandeses dos 14 aos 240 dias de vida – São 

Paulo – 2015. 

(a) (b)  

(c) (d)  

(e)  (f)  

(g)  
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: (a) Linfócitos B expressando marcador CD21

+
; (b) linfócitos T (CD3

+
); Subpopulações 

CD4
+ 

(c), CD8
+
 (d), CD3

+
CD4

-
CD8

-
 (e), WC1

+
 (f); marcador de ativação de células T 

(CD25
+
) (g). Os valores de linfócitos são exibidos como dois pontos de dados 

separados, distribuídos uniformemente no eixo horizontal e, portanto, representam as 
oscilações dos valores individuais ao longo do tempo. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

Esta pesquisa avaliou a dinâmica dos anticorpos específicos para as viroses 

respiratórias e as subpopulações de linfócitos no sangue de bezerros Holandeses do 

nascimento aos oito meses de idade. A avaliação permitiu identificar os momentos de 

maior susceptibilidade à DRB, precedida pela queda dos títulos de anticorpos 

maternos, que culminou no desenvolvimento da imunidade ativa pós-infecção natural. 

 

 

6.1 ANÁLISES DO COLOSTRO 

 

 

A análise do colostro, previamente selecionado pelo colostrômetro, foi realizada 

para comprovar a sua qualidade em relação a concentração de anticorpos, adotando-

se como parâmetros o índice Brix (%) e concentração de proteína total (g/dL). 

As amostras de colostro (100%) apresentaram índice Brix acima de 21%. 

Quigley e colaboradores indicaram o uso do refratômetro Brix para estimar a 

concentração de imunoglobulinas presentes no colostro devido a sua alta correlação 

com os teores de IgG determinados determinada pelo teste de imunodifusão radial (r= 

0,63). Estes autores determinaram que a porcentagem Brix equivalente a 21% seria o 

ponto de corte ideal para distinguir colostro com baixa e boa qualidade (≥50-140 

mg/mL de IgG).  

A mensuração específica das imunoglobulinas presentes no colostro não foi 

realizada neste estudo devido a necessidade de importar reagentes e padronizar a 

reação. De acordo com Larsson (1992), as Igs presentes no colostro representam 

cerca de 70-80% dos teores de proteína total, assim foi determinada a concentração 

dessa substância no sobrenadante obtido após ultracentrifugação.  

A separação do soro lácteo com a renina ou acidificação não foi adotada 

porque esses métodos eliminariam a caseína, substância que compõem a fração 

proteica do leite. A lacto-albumina não se coagula pela renina, ácidos ou calor. 

Os teores de proteína total são apresentados em porcentagem (%), assim 

nossos dados foram convertidos de g/dL para % para facilitar a comparação com as 

concentrações registradas na literatura. A proporção média de proteína total obtida 
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nesta pesquisa foi de 9,6±1,6%, valores aproximados aos teores de 14, 12,4±2,3 e 

12,7±3,3% relatados por Parrish et al., (1950), Elfstrand et al. (2002) e Morril et al. 

(2012), respectivamente. Contudo, os referidos estudos determinaram os valores de 

proteína total por diferentes métodos. O estudo de Parrish e colaboradores avaliaram 

a composição proteica do colostro subtraindo as percentagens de gordura e lactose 

dos valores de cinzas dos sólidos totais. Em contrapartida, Elfstrand et al. (2002) e 

Morril et al. (2012), utilizaram espectrofotômetro infravermelho após a retirada da 

fração de gordura do colostro. Em vista disso, acredita-se que as diferentes técnicas 

utilizadas podem ter influenciado de certa forma os valores de proteína total 

encontrados no colostro. 

O refratômetro Brix apresentou forte correlação (94%) com os teores de 

proteína total (g/dL) do colostro. A correlação encontrada neste estudo foi maior que a 

observada por Quigley et al. (2013) entre o índice Brix e IgG (r=0,63). Este achado 

pode ser justificado pelo princípio do Brix que é a mensuração de sólidos totais. 

O teor de imunoglobulinas do colostro é refletida nas concentrações séricas 

dessas substâncias nos bezerros examinados entre 24 a 48 horas de vida. O limiar de 

IgG que corresponde a uma boa proteção imunológica é de 10 g/L (1000 mg/dL) 

(QUIGLEY, 2002). A presente pesquisa não avaliou os teores de proteína total no 

sangue dos bezerros, entretanto, os títulos de anticorpos específicos para as viroses 

foram determinados após a ingestão do colostro. 

 

 

6.2 ANTICORPOS SÉRICOS 

 

 

A transferência de anticorpos para BVDV, BoHV-1, BRSV e BPIV-3 após 

ingestão de colostro observada nesta pesquisa, conforme relatados internacionais 

(MENANTEAU-HORTA et al., 1985; MECHOR et al., 1987; KIMMAN et al., 1987; 

RIDPATH, 2003; KIRKPATRICK et al., 2008; ELLIS et al., 2010, 2014). Entretanto é 

válido ressaltar que estes dados não refletem o perfil encontrado no Brasil, no qual 

foram apresentados apenas alguns estudos para o BoHV-1 (HUBNER et al., 1996; 

GATTI et al., 2010) e outro realizado pela nossa equipe para BVDV e BoHV-1 

(GOMES et al., 2014). A ausência de dados nacionais para as demais viroses, 

especialmente para BVDV, reflete-se na fraca resposta da maioria das vacinas 
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nacionais em gerar resposta imune humoral, e consequentemente a transferência de 

anticorpos das vacas aos recém-nascidos pode ser nula ou baixa (GOMES et al., 

2013).  

Os títulos de anticorpos obtidos após o manejo do colostro apresentaram 

grande variabilidade entre os estudos. Este fato pode estar relacionado com a 

variação antigênica das estirpes entre as propriedades examinadas (FULTON; 

BURGE, 2000), perfil imunológico das vacas ao final da gestação (MALLARD et al., 

1997), e estados de hiperimunização, no qual o antígeno vacinal é capaz de reforçar a 

memória imunológica provocada pelo vírus de campo (LEMAIRE et al., 1994). 

É válido relembrar que a vacina utilizada nas doadoras de colostro da presente 

pesquisa, era composta por antígenos vacinais inativados para o BVDV, 

vivos/termosenssíveis para BoHV-1 e BPIV-3, e vivo/atenuado para BRSV. Assim, 

esperava-se que a transferência de anticorpos por imunidade passiva fosse menor 

para o BVDV devido à baixa imunogenicidade dos antígenos inativados que resultam 

em respostas de baixa intensidade e curta duração (KELLING, 2004). 

Apesar dos fatores destacados à respeito da imunogenicidade das vacinas 

para o BVDV pode-se encontrar elevados títulos de anticorpos específicos após a 

colostragem dos bezerros. O título observado (12,3) foi superior aos valores de 9,4, 

7,3 e 9,3, respectivamente, encontrados por Menanteau-Horta et al.(1985); Ridpath, 

(2003); Gomes et al., (2014). Os dados inesperados à respeito do BVDV pode se 

justificado pela hiperimunização dos animais devido à intensificação da vacinação e 

exposição natural ao BVDV detectada nesta pesquisa na triagem dos bezerros, pois 

dois animais eram soropositivos para o BVDV antes da ingestão do colostro. 

Coria e McClurkin (1978) também encontraram bezerros soropositivos antes da 

ingestão de colostro em rebanho de vacas soropositivas e não vacinadas. Schefers et 

al. (2008) ressalta que o soro obtido antes da colostragem pode ser usado para a 

detecção precoce da BVDV em bezerras. 

Os elevados títulos de anticorpos obtidos para o BoHV-1 (9) são levemente 

superiores aos valores de 8, 7, 6,7, respectivamente, relatados por Mechor et al. 

(1987), Gatti et al. (2010) e Gomes et al. (2014), mas bem superiores aos 

encontrados por Hubner et al. (1996) (5). 

Os títulos de anticorpos encontrados para o BRSV (5) foram semelhantes 

inferiores aos valores de 6,1 e 5,7 relatados por Kirkpatrick et al. (2008) e Ellis et al. 

(2014). A variação dos títulos encontrados nos soro dos 19 bezerros após a 
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colostragem não está de acordo com os dados apresentados Kimman et al. (1987), 

que encontrou títulos de 1,8. A grande variabilidade dos títulos de anticorpos para 

BRSV pode ser decorrente da concentração de imunoglobulinas específicas no 

colostro, dependente do histórico e capacidade de resposta materna para essa virose 

em específico.  

Observou-se títulos de anticorpos para o BPIV-3 (8,5) semelhantes aos 

resultados de 9,7 e 7,1 encontrados por Kirkpatrick et al. (2008) e Dawson (1996). 

Contudo, o último estudo avaliou esses valores em bezerros com uma semana de 

idade. 

Esta pesquisa demonstrou o declínio gradual dos títulos de anticorpos para as 

viroses até os 240 dias de vida, exceto BRSV. 

A meia-vida observada nesta pesquisa equivalentes a 36,2±6,1, 50,7±18,0, 

46,8±21,1,respectivamente, foram superiores aos períodos 23, 21 e 30 dias, 

respectivamente para BVDV, BoHV-1 e BPIV-3 relatados por Fulton et al. (2004). Os 

títulos de anticorpos para BRSV não obedeceram à linearidade do modelo de 

regressão, e, portanto, não foram avaliados. 

O título mínimo protetor para BVDV proposto por Ridpath e Bolin (1995) é de 

log2 4 (16). Nesta pesquisa, apenas o bezerro 3 exibiu título abaixo do citado aos 

240dias de vida, além disso, o perfil de anticorpos apresentados pelos bezerros desta 

pesquisa não são compatíveis de infecção natural para esta virose. 

Pospísil et al. (1996) citou que a proteção para BoHV-1 estaria garantida com 

títulos acima de log2 5 (32). Esta pesquisa descorda com o limiar referido, pois a 

maioria dos animais desta pesquisa, exceto bezerros 1 e 3, apresentavam títulos 

acima de log2 5 aos 120 dias de vida (5 a 6) e desenvolveram perfil de anticorpos 

compatível com infecção natural aos 150 dias de vida. 

Windeyer et al. (2015) verificou em seu estudo que bezerros apresentando 

títulos para BRSV e BPIV-3 inferiores a log2 5,5 (45,25) haviam sido tratados para 

DRB. Nesta pesquisa pôde-se observar infecção natural ao vírus nos bezerros 1, 2 e 

3 após a queda dos títulos de anticorpos maternos abaixo de log2 5,5 (45,25) 

corroborando com os dados descritos pelos retro-referidos autores. Os bezerros 4 e 5 

apresentaram pico precoce para títulos ACs para BRSV aos 74 dias de vida, 

fenômeno que pode ser associado com a infecção natural e doença branda devido as 

elevadas concentrações séricas de Igs específicas. 
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Para BPIV-3 observou-se queda gradual dos 14 aos 74 dias de vida, obtendo-

se o primeiro pico de produção de ACs aos 90 dias, em seguida os valores foram 

constantes ou decrescentes, observando-se um segundo pico aos 210 dias para os 

bezerros 3 a 5. Apenas o bezerro 1 apresentou título inferior a log2 5,5 (WINDEYER et 

al., 2015) a partir dos 74 dias de vida, entretanto os demais animais também 

apresentaram picos de produção ACs compatíveis com infecção natural. O segundo 

pico de produção de ACs aos 210 dias pode sinalizar para a fraca resposta com o 

contato primário com o vírus ao redor 74d de vida, provavelmente pela supressão da 

resposta imune ativa pelos anticorpos maternos. 

O perfil de anticorpos e detecção de DRB nos bezerros 1, 2, 3 e 5 desta 

pesquisa entre 3-5 meses de idade, período que coincide com os picos de BRSV e 

BoHV-1, pode ser um indício que os títulos de anticorpos observados nesta pesquisa 

foram protetores até os três meses de idade. 

O tempo para soronegatividade dos bezerros encontrados nesta pesquisa para 

o BVDV, BoHV-1 e BPIV-3 foram equivalentes a 367,01±68,7, 239,67±66,88 e 

303,36±60,15d, diferentes dos períodos de 117,7±37,7, 65,1±37,8 e 183,8±100,0; 

185,6±59,8, 122,9±46,6 e 190,6±58,3d; e 5,5±1,7, 3,8±1,6 e 4,9±1,66 meses 

apresentados por Kirkpatrick et al. (2001), Kirkpatrick et al. (2008) e Chamorro et al. 

(2014), respectivamente. Os bezerros deste estudo apresentaram maior persistência 

dos anticorpos maternos que os relatados na literatura internacional. Esses dados 

podem ser justificados pela elevada concentração de anticorpos observada nas 

primeiras 48 horas de vida, que já eram superiores aos encontrados nos retro-

referidos trabalhos. Este fato comprova que a duração dos anticorpos maternos é 

diretamente proporcional ao nível sorológico de anticorpos específicos ingeridos e 

absorvidos a partir de colostro (MUNOZ-ZANZI et al., 2002; KIRKPATRICK et al., 

2008), sendo que quanto maior o nível, maior a duração na circulação sanguínea 

(MUNOZ-ZANZI et al., 2002). 

Diante do exposto, podemos sustentar a hipótese de que a proteção passiva 

adquirida após a mamada do colostro protegeu os bezerros da doença clínica até os 

74-90d de vida, especialmente para BRSV e BPIV-3. A partir dos 4 meses de vida os 

bezerros começaram a desenvolver imunidade ativa por exposição natural para 

BoHV-1. 
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6.3 POPULAÇÕES E SUBPOPULAÇÕES DE LINFÓCITOS 

 

 

Os resultados apresentados pelas populações e subpopulações de linfócitos 

não revelaram diferenças entre os momentos avaliados. Apesar disso, foi observada 

um importante aumento nos valores relativos das subpopulações CD4+, CD8+ e 

CD3+CD4-CD8- principalmente aos 74-90d, período que antecede o início da queda 

dos anticorpos maternos específicos. Esse resultado não é reforçado pelos demais 

estudos, que encontraram constante queda dos valores de população T e suas 

subpopulações (AYOUB; YANG, 1996; KULBERG et al., 2004). Wilson et al. (1996) 

demonstrou aumento aos 60 d somente para as populações gamma-delta e 

citotóxicos. Kampen et al. em estudo realizado 10 anos mais tarde (2006), detectou a 

mesma elevação das subpopulações T no período de 6-8 semanas de idade. 

De acordo com Murphy, Travers e Walport (2010), as respostas imunes 

mediadas por células ocorrem principalmente pela liberação de citocinas, 

classificadas tradicionalmente em Th1, Th2 ou Th17, que irão direcionar as vias para 

proliferação de linfócitos e citotoxicidade direta. Na maioria dos casos, o pico de 

atividade destas respostas celulares ocorre em 7-10 dias pós-infecção, momento em 

que a detecção de anticorpos ainda não é significativa, mas há estimulação de 

linfócitos T auxiliares CD4+ e CD8+, para atividade citotóxica (TIZARD, 2008). 

A subpopulação CD4+ exibiu valores bem inferiores aos encontrados por Ayoub 

e Yang (1996), mas semelhante aos de Kampen et al. (2006). Essas células exibiram 

ainda uma importante queda de seus valores dos 90-120d. Após este período foi 

marcado pela elevação de anticorpos específicos ao BRSV e BoHV-1 em todos os 

bezerros. 

O linfócito T CD8+, por sua vez, exibiram ligeiro aumento aos 74d em todos os 

bezerros. Contudo aos, 150 d, houve pico de valores de CD8+ verificado nos bezerros 

4 e 5. Vale relembrar que aos 74d foi verificado um aumento de títulos ACs para 

BRSV e BoHV-1 nos referidos bezerros, fenômeno que pode reforçar a hipótese de 

infecção natural por este agente. As células auxiliares são responsáveis pela 

modulação da resposta imune específica por meio da liberação de citocinas com 

padrões distintos de resposta celular (Th1) ou humoral (Th2). Já as células CD8+ se 

ligam às moléculas do MHC de classe I em células anormais ou infectadas por vírus 

(TIZARD, 2008). Nos estudos de Wilson et al. (1996) e Kampen et al. (2006), 
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subpopulações CD8+ se mantiveram estáveis ao longo do período estudado. Em 

ambas as subpopulações CD4+ e CD8+, houve um ligeiro aumento aos 180d e 

novamente aos 240d, momento este que pode sugerir a transição da imunidade 

materna para um efetivo amadurecimento imunológico dos bezerros (CORTESE, 

2009).  

As células gamma-delta representam a maior população de linfócitos na 

circulação periférica de ruminantes, e possui características relacionadas ao 

reconhecimento do antígeno, além de possuir ações efetoras semelhantes aos 

linfócitos citotóxicos. Pollock e Welsh (2002) sugerem que a elevação das proporções 

de células T gamma-delta no sangue de bezerros pode estar envolvida na 

intensificação da resposta Th1, demonstrando a importância da ativação da RI 

específica dos bezerros na fase inicial de suas vidas. O marcador de células gamma-

delta utilizado neste estudo foi o WC1+. Contudo, ao analisar os valores encontrados, 

observou-se que os valores estavam muito abaixo dos estabelecidos por Wilson et al. 

(1996) e Kampen et al. (2006). Dessa forma, optou-se por analisar a devida 

população subtraindo-se as subpopulações citotóxicas e auxiliares do valor da 

população T. O período de suceptibilidade que correspondeu aos aumentos de 

anticorpos específicos e células TCD4+ e CD8+ (74-90), novamente foi demonstrado, 

agora pela subpopulação gamma-delta. Houve leve aumento nos valores (%) dessa 

subpopulação até os 240d, o que contraria os achados de Wilson et al (1996). 

Kampen et al. (2006) demonstrou uma constância na proporção de células gamma-

delta até a 29ª semana de idade. 

As proporções de CD25+ se mantiveram elevadas até o período de 74d, 

momento em que começou exibir queda na sua ativação. Houve ligeiro aumento 

dessa expressão aos 150d, período correspondente ao aumento dos anticorpos 

específicos aos vírus avaliados, o que pode sugerir o período inicial da resposta 

imune ativa dos bezerros. Reber et al. (2008) não encontrou porcentagens de 

linfócitos expressando CD25+ acima de 14% em seus bezerros avaliados até os 30 

dias de idade. Ayoub e Yang (1996) encontraram valores medianos de 4-6x106 

células/mL até os seis meses de idade. A partir desse momento, os valores passaram 

a variar de 6-16x106 células/mL. Esses dados diferem dos nossos achados, visto que 

a proporção até os seis meses de idade variou de 5-20 x106 células/mL, mas a partir 

dos 180d variou de 11-14 x106 células/mL, semelhante ao estudo em questão. Talvez 

o estabelecimento das infecções respiratórias encontradas até os 120d tenha 
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exercido influência na ativação dos linfócitos dos bezerros no período inicial. Contudo, 

não foi possível avaliar a ativação específica dos linfócitos neste estudo, pois houve 

marcação apenas da população T total.  

Embora não tenha sido avaliada neste estudo, é possível encontrar na 

literatura estudos que demonstraram a dinâmica da imunidade celular local. A 

pesquisa de Batista et al. (2012), avaliou períodos de maior susceptibilidade no 

sistema imune inato de bezerros por meio de lavados bronco-alveolares. Os 

macrófagos alveolares foram identificados pela expressão do marcador CD14 e foram 

submetidos à avaliação funcional por meio de fagocitose (Staphylococcus aureus 

coradas com iodeto de propídio e Escherichia coli). Os animais demonstraram uma 

marcada redução da capacidade de fagocitose entre a terceira e quinta semanas de 

vida. Este momento ainda é caracterizado pela imunidade colostral, o que é 

extremamente importante para prevenção de doenças. Após a sexta semana de vida, 

com o declínio da imunidade colostral, houve um aumento da fagocitose, porém não 

em sua capacidade máxima. Assim, o referido estudo demonstrou que este período 

pode corresponder a janela de susceptibilidade do animal as infecções, o que 

corrobora com nossos achados. 

Embora sem diferenças estatísticas, houve um aumento na proporção de 

linfócitos B CD21+ até ao longo do tempo, com maior predomínio até os 90d. O estudo 

de Kampen et al. (2006), encontrou um aumento constante para valores relativos de 

células B até os seis meses de idade. Os desafios antigênicos da presente pesquisa 

podem ter refletido nessa resposta imune encontrada. Aos 180d houve novamente um 

aumento marcado dessas proporções, o que reforça a hipótese da transição para a 

resposta imune ativa também observada nas outras populações linfocitárias. Um 

linfócito B apropriadamente estimulado irá dividir repetidas vezes e sua progênie irá 

se diferenciar ao longo de uma ou duas vias. Uma população aumenta sua taxa de 

síntese, secreta grande quantidade de imunoglobulinas e se diferencia em 

plasmócitos. Essas células são essenciais para a rápida produção de anticorpos e a 

proteção precoce (TIZARD, 2008). 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Com base nos dados obtidos pode-se concluir: 

a) Com exceção do BVDV, a imunidade passiva colostral demonstrou queda e 

soronegatividade antes dos oito meses de idade; 

b) Uma janela de susceptibilidade a partir dos74d pôde ser determinada 

especialmente ao BRSV e BPIV-3, em vista do comportamento dos anticorpos 

específicos e subpopulações de linfócitos quando associados as manifestações 

clínicas encontradas; 

c)  As oscilações observadas no perfil linfocitário dos bezerros acompanharam as 

respostas observadas nos anticorpos específicos; 

d) As populações de linfócitos B apresentaram acréscimo em suas proporções ao 

final dos oito meses de idade, período determinante para início da resposta 

imune ativa dos bezerros. 
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CAPÍTULO 2 – INFLUÊNCIA DOS ANTICORPOS MATERNOS NA RESPOSTA 

IMUNE INDUZIDA PELA VACINAÇÃO EM BEZERROS HOLANDESES 
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8 INTRODUÇÃO 

 

 

A prática da vacinação de bezerras está vinculada à sua vulnerabilidade à 

Doença Respiratória Bovina (DRB), dependentes dos títulos de anticorpos maternos 

adquiridos por imunidade passiva (WINDEYER et al., 2015). Assim, a DRB pode ser 

precoce e atingir 7,7% a 9,5% das bezerras entre a segunda semana  e o terceiro 

mês de vida, resultando no tratamento de 21,9% (630/2874) desses animais 

(WINDEYER et al., 2013). 

A interface entre a imunidade passiva e ativa nos bezerros representa o 

principal fator de risco para as broncopneumonias, pois a queda dos títulos de 

anticorpos maternos tornam permissiva a infecção e proliferação das viroses 

respiratórias que comprometem o sistema imune do hospedeiro e culmina em 

infecções causadas porMycoplasma spp., Histophilus somni, Pasteurella multocida e 

Mannheimia haemolytica (ACKERMANN; DERSCHEID; ROTH, 2010).  

Os anticorpos maternos remanescentes, apesar de não protegerem, exercem 

efeito supressor no desenvolvimento da imunidade humoral induzida pela vacinação. 

Os títulos de anticorpos para as viroses respiratórias não aumentam na presença de 

elevadas  concentrações séricas de anticorpos advindos do colostro (MENANTEAU-

HORTA et al., 1985; WEST et al., 1999; ELLIS et al., 2001; FULTON et al., 2004; 

PLATT et al., 2009; SLUIJS; KUHN; MAKOSCHEY, 2010). Modificações na 

composição das vacinas e vias de aplicação nasal e subcutânea (WOOLUMS et al., 

2013) não apresentaram resultados satisfatórios, pois não estimularam imunidade 

humoral ativa em bezerros recém-nascidos. 

Recentemente, pôde-se comprovar que os anticorpos maternos não exercem 

efeitos sobre a resposta imune celular. Exposições experimentais e vacinas contendo 

o vírus vivo para o BVDV e BRSV estimulas resposta imune mediada por células, 

observando-se respostas das células T citotóxicas CD8+ e gamma-delta WC1+ 

(RIDPATH et al., 2003; ENDSLEY et al., 2004; PLATT et al., 2009; SLUIJS; KUHN; 

MAKOSCHEY, 2010). 

Pesquisas nacionais considerando as condições de criação brasileira à respeito 

do efeito dos anticorpos maternos na indução da resposta imune em bezerros ainda 

não foram conduzidos. Neste contexto, ressalta-se que as cepas de BVDV inativadas 

permitidas nas vacinas comercializadas no Brasil, e a ausência de reações cruzadas 
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entre cepas nacionais e estrangeiras, alerta para o uso cauteloso dos estudos 

internacionais para o estabelecimento de protocolos de vacinação em nosso país.  

Diante do cenário apresentado, a hipótese deste estudo é que anticorpos 

maternos circulantes interferem na resposta imune pós-vacinal. Assim, o objetivo 

desta pesquisa foi avaliar a influência dos anticorpos maternos na resposta imune 

para as viroses respiratórias induzida pela vacinação. 

 

 

9 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

9.1 OBTENÇÃO DOS BEZERROS 

 

 

Foram selecionados 30 recém-nascidos machos da raça Holandesa oriundos 

de duas fazendas: Agência Paulista de Tecnologia dos Agronegócios (APTA) – 

unidade Gado de Leite (n=5) e Fazenda Colorado (n=25), localizadas 

respectivamente nas cidades de Nova Odessa e Araras, no interior do estado de São 

Paulo.  

Em ambas as propriedades, os partos foram acompanhados para assistência 

aos recém-nascidos e controle do manejo de colostro. A vitalidade dos bezerros foi 

avaliada por meio do escore APGAR (Quadro 4), como proposto por Rodrigues 

(2008). 

 

 

Quadro 4 - Escore para avaliação da viabilidade do bezerro recém-nascido pela escala de APGAR – 
São Paulo - 2015 

Critérios de avaliação 
Escore 

0 1 2 

Frequência cardíaca Ausente Bradicardia/Irregular Normal/Regular 

Esforço respiratório Ausente Irregular Regular 

Tônus muscular Flacidez Alguma flexão Flexão 

Irritabilidade reflexa Ausente Algum movimento Hiperatividade 

Coloração de mucosas Cianóticas Hipocoradas Normocoradas 

Fonte: (RODRIGUES, 2008). 
Legenda: Satisfatório - Soma > 7 

 

 



85 
 

 

A antissepsia do umbigo foi realizada logo após o nascimento, pela imersão 

completa do cordão umbilical em recipiente contendo tintura de iodo a 10% por pelo 

menos 1 minuto e meio, repetindo-se o processo após 12 horas. A seguir, repetiu-se o 

processo com tintura de iodo a 5% duas vezes ao dia até mumificação do cordão 

umbilical. 

 

 

9.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

  

Este estudo adotou como critério de inclusão a soronegatividade dos bezerros 

para as viroses respiratórias e PCR negativo para BVDV ao nascimento. Assim, as 

amostras de soro sanguíneo e sangue total foram obtidos antes da mamada de 

colostro e encaminhadas para processamento no Laboratório de Viroses de Bovídeos 

do Instituto Biológico. Neste estudo foram excluídos dois bezerros devido à 

soropositividade na soroneutralização para BVDV em consequência de infeção fetal. 

 

 

9.3 COLOSTRAGEM 

 

 

Os recém-nascidos receberam colostro obtido de doadoras de colostro 

imunizadas com vacina comercial17, contendo estirpes de BVDV do tipo 1 (5960) e 

tipo 2 (53637) inativadas; BoHV-1 (Cooper) e BPIV-3 (RLB 103) vivos/termosensíveis; 

BRSV (375) vivo/atenuado, além de Leptospira canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, 

L. icterohaemorrhagiae e L. pomona inativadas, associadas a Quil A, colesterol, e 

Amphigen como adjuvantes. A triagem do colostro foi realizada após a primeira 

ordenha das doadoras com o auxílio de colostrômetro (IgG≥5.000 mg/dL). O colostro 

foi identificado e congelado a -20°C em alíquotas de 2 litros. 

Os bezerros receberam quatro litros de “pool” de colostro por meio de 

mamadeira e/ou sondagem esofágica, dividido em duas amamentações de dois litros 

cada, administrada nas primeiras doze horas pós-nascimento (p.n.). 

                                                           
17

Cattle Master Gold FP5 + L5®, Zoetis , São Paulo-SP, Brasil. 
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9.4ISOLAMENTO E MANUTENÇÃO 

 

 

Os animais foram mantidos na fazenda de origem até os 15 dias de vida, e 

posteriormente foram transferidos para a Clínica de Bovinos e Pequenos Ruminantes 

(CBPR) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da Universidade 

de São Paulo (USP). 

Na fazenda de origem os animais permaneceram em instalação compartilhada 

(10x5m) e coberta, com no máximo seis animais. O local da instalação era 

previamente lavado com água e sabão neutro. Após seco, o local era desinfetado com 

o uso de cal virgem. A cama utilizada era composta por feno proveniente da fazenda. 

Havia boa ventilação no local e o uso era exclusivo para criação dos animais do 

experimento, sendo permitida a entrada somente de pessoas autorizadas. 

Na CBPR, os bezerros foram criados dois a dois em baias compartilhadas de 

aproximadamente 5x5m. O regime de desinfecção foi modificado neste momento. As 

baias eram lavadas com água, sabão neutro e hipoclorito de sódio. Após enxague, 

era realizada desinfecção por meio de vassoura de fogo em paredes, chão,  

comedouro e bebedouros. Somente após este processo os animais eram inseridos no 

local. A cama das baias era composta por maravalha, sendo reposta pelos 

funcionários da CBPR cerca de duas vezes ao dia para remoção dos dejetos. O 

processo de lavagem e desinfecção era repetido a cada 30 dias. 

Os bezerros foram alimentados com 6L de sucedâneo lácteo18 por dia, ração 

peletizada19, sal mineral e água “ad libitum” até o desmame. 

Aos dois meses de idade iniciou-se o desmame gradual dos bezerros, com 

duração de sete dias consecutivos. No momento do desmame, os bezerros estavam 

ingerindo 1.000 gramas de ração ao dia observando-se aumento gradual do consumo 

até o fornecimento máximo de três Kg ao dia. Após o desmame, os animais foram 

mochados, tão logo que passasse o estresse pós-desmame, mas que também não 

prejudicasse as avaliações subsequentes. 

Durante a criação dos bezerros, quatro morreram devido a DRB (n=2) e 

clostridiose (n=2). 

                                                           
18

Sprayfo Violeta®, Sloten do Brasil Ltd, Santos - SP, Brasil 
19

Agromix®, Jaboticabal-SP, Brasil 
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9.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

 

Os bezerros recém-nascidos selecionados foram distribuídos aleatoriamente 

entre quatro grupos experimentais: G1 – vacinado aos 14d e booster aos 44d; G2 – 

vacinado aos 90d e booster aos 120d; G3 – vacinado aos 180d e booster aos 210d e 

grupo controle não vacinado (Quadro 5). Os bezerros foram vacinados com a mesma 

vacina comercial empregada para imunização das doadoras de colostro, sendo 

administrada duas doses de 5mL por via subcutânea na região da tábua do pescoço 

(Figura 9). O grupo controle foi constituído por animais não vacinados, do nascimento 

até os oito meses de idade. Os animais selecionados, com suas respectivas 

identificações, datas de nascimento e grupos experimentais estão discriminados no 

Quadro 6. 

 

 

Quadro 5- Protocolo de vacinação empregado para a imunização dos grupos 
experimentais – São Paulo - 2015 

Grupos Experimentais Grupo 1 (G1) Grupo 2 (G2) Grupo 3 (G3) 

1ª Dose da vacina 14 dias pós-nascimento (p.n.) 90 dias p.n 180 dias p.n. 
2ª Dose da vacina 44 dias p.n 120 dias p.n 210 dias p.n. 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
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Quadro 6– Apresentação dos grupos experimentais segundo a sua identificação, data de 
nascimento e procedência – São Paulo - 2015 

Grupos 
experimentais 

Identificação do experimento Data de nascimento Fazenda 

G1 

1 21/11/2014 

Colorado 

2 21/11/2014 

3 02/12/2014 

4 02/12/2014 

5 02/12/2014 

6 02/12/2014 

G2 

7 29/07/2013 

Colorado 
8 29/07/2013 

9 29/07/2013 

10 29/07/2013 

11 21/11/2014 

G3 

12 06/10/2014 

Colorado 13 06/10/2014 

14 06/10/2014 

15 16/06/2012 

APTA 

16 18/06/2012 

17 24/06/2012 

18 26/06/2012 

19 27/06/2012 

Controle 

20 14/03/2014 

Colorado 
21 14/03/2014 

22 14/03/2014 

23 06/10/2014 

24 06/10/2014 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: G1 - bezerros primo-vacinados aos 14 dias de vida; G2 - bezerros primo-vacinados 

aos 90 dias de vida; G3 - bezerros primo-vacinados aos 180 dias de vida; controle - 
bezerros não-vacinados. 
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Figura 9 – Vacinação de bezerros com vacina comercial 
polivalente– São Paulo - 2015 

 
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 

 

 

9.6 COLHEITA DE AMOSTRAS 

 

 

Amostras de sangue foram colhidas nos dias de primovacinação, antes do 

reforço, e 30 dias após reforço, conforme ilustrado no Quadro 7. Estas amostras 

foram obtidas em tubos contendo EDTA, com capacidade de 4mL, para realização do 

leucograma e avaliação das subpopulações de linfócitos sanguíneos; e em tubos sem 

anticoagulante para obtenção do soro sanguíneo para a soroneutralização. As 

avaliações sanguíneas do grupo controle foram pareadas com as colheitas dos 

bezerros pertencentes aos grupos G1 a G3. 

 

 

Quadro 7 - Momentos padronizados para colheitas das amostras de sangue e soro de 
bezerros dos grupos vacinados e controles - São Paulo – 2015. 

Gs 
Momentos das colheitas dos grupos experimentais e controles 

T0 T1 T2 

G1 e CG1 14 dias p.n. 44 dias p.n 74 dias p.n. 
G2 e CG2 90 dias p.n. 120 dias p.n. 150 dias p.n. 
G3 e CG3 180 dias p.n. 210 dias p.n. 240 dias p.n. 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: G1 - bezerros primo-vacinados aos 14 dias de vida; G2 - bezerros primo-

vacinados aos 90 dias de vida; G3 - bezerros primo-vacinados aos 180 dias de 
vida; controle - bezerros não-vacinados. 
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9.7 PROVAS LABORATORIAIS 
 

 

9.7.1 Soroneutralização 

 

 

A técnica de soroneutralização (SN) foi realizada de acordo com a OIE (2013). 

Para tanto, foram utilizadas placas de poliestireno de 96 cavidades, utilizando uma 

diluição constante do soro, na base logarítmica 2, a partir das diluições 1:4 (BVDV-

NADL), 1:2 (BoHV-1), 1:2 (BRSV) and 1:2 (BPIV-3), tendo como diluente o meio de 

cultivo celular MEM (Minimum Essential Medium) contendo 1 a 2% de antibióticos.  

Feita a diluição das amostras, foi adicionado à placa 50 μL da solução 

contendo TCID50/100µL (50% tissue culture infective doses) de BVDV, BRSV e BPIV-3. 

Em seguida, as placas foram incubadas por uma hora em estufa a 37°C com 5% de 

CO2. Para o BoHV-1, foi adicionado à placa 100 μL da solução contendo TCID50/100µL 

e as placas foram incubadas por 18-24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO2. Após 

este período, suspensão de células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) foram 

adicionadas em cada cavidade das placas. Novamente a placa foi incubada em estufa 

a 37°C com 5% de CO2 durante 4 a 5 dias.  

A infectividade foi indicada pelo “Efeito Citopático” (ECP) visível na 

monocamada celular em placas, em microscópio invertido. O título de anticorpos foi 

expresso como a maior diluição do soro que inibiu completamente a infectividade e 

conseqüentemente o ECP em ambas as cavidades de cada diluição. A potência do 

vírus foi observada na retrotitulação através do cálculo do título, de acordo com Reed 

e Muench (1938). Vale ressaltar que a soronegatividade dos bezerros foi considerada 

segundo estudo de Fulton et al (2004), adotando titulação de 1:4 para BVDV, BRSV e 

BPIV-3 e 1:10 para BoHV-1 como níveis indetectáveis na SN. 
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9.7.2Subpopulações de Linfócitos 

 

 

O número total de leucócitos foi mensurado através da contagem automática20e 

a contagem diferencial de linfócitos foi realizada pela avaliação dos esfregaços 

sanguíneos.  

As subpopulações dos linfócitos sanguíneos foram determinadas por citometria 

de fluxo, segundo painel de anticorpos monoclonais específicos para receptores de 

superfície celular (Quadro 2 – Capítulo 1). 

Foram transferidos 100μL de sangue total com EDTA, para tubos específicos. 

A lise dos eritrócitos foi realizada pela adição de 900μL de solução comercial 

seguindo-se a metodologia descrita pelo fabricante (Facslysing21). Foram realizadas 

marcações simples e duplas adicionando-se 100 μL de anticorpos monoclonais 

diluídos, incubadas por 30 minutos a 4°C, em seguida, as células foram lavadas três 

vezes com Phosphate Buffered Saline (PBS). Por fim, foram adicionados os 

anticorpos secundários fluorescentes, incubados por 30 minutos, em ambiente 

escuro, a 4°C.  

As leituras das amostras foram realizadas em citômetro de fluxo22 utilizando-se 

o software Cellquest, sendo adquiridos cinqüenta mil eventos no gate de linfócitos por 

amostra. A análise dos eventos adquiridos foi realizada em software específico23, e os 

resultados obtidos foram expressos como porcentagem (%) de células marcadas para 

cada receptores de superfície celular. A população gamma-delta foi estimada 

subtraindo-se as subpopulações T CD8+ e CD4+ do total de células T CD3+. 

O número absoluto de cada subpopulação de linfócito foi calculado 

multiplicando-se as porcentagens das subpopulações pelo número total de 

linfócitos/μL de sangue obtido a partir do leucograma. 

                                                           
20

 ABC Vet® - ABXTM 
21

 BD número catálogo349202 
22

FACSCalibur
TM

, BD Biosciences, San Jose, CA 
23

FlowJo®, versão 7.2.5, Becton Dickinson Immunocytometry System
®
, San Diego, CA 
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9.8 ESTATÍSTICA 

 

 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa estatístico SPSS 

19.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0. 

Armonk, NY: IBM Corp.). As análises foram consideradas significativas quando 

P≤0,05, com tendências P≤0,10. 

Primeiramente, todas as variáveis em todos os tempos foram testadas quanto a 

aderência a distribuição normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Com este teste, 

constatou-se que os títulos de anticorpos (log2) para as viroses respiratórias e as 

subpopulações de linfócitos não apresentaram distribuição normal, em contrapartida, 

os dados relativos e absolutos para os linfócitos totais apresentaram distribuição 

paramétrica. 

Os valores relativos e absolutos dos linfócitos totais estão apresentados em 

médias e desvios-padrão. Além disso, os dados relativos a este parâmetro foram 

submetidos à análise por ANOVA de medidas repetidas considerando os fatores 

grupo experimental e tempo. 

Os valores relativos e absolutos para as subpopulações de linfócitos estão 

apresentados em medianas, valores mínimos e máximos. As diferenças entre cada 

grupo vacinado com o seu respectivo controle foram detectadas pelo Teste U de 

Mann-Whitney. As diferenças entre os momentos de avaliação foram obtidas pelo 

teste de Friedman. A este último teste, quando apresentou pelo menos um tempo 

significativamente diferente, realizou-se comparações múltiplas por meio do teste de 

Wilcoxon (P≤0,0167). 

Os resultados dos títulos de anticorpos foram transformados em variáveis 

qualitativas pela presença e ausência de títulos de Acs neutralizantes. Desta forma, 

os testes com títulos de anticorpos neutralizantes abaixo e acima de 1:4 para BVDV, 

BRSV e BPIV-3 e 1:10 para BoHV-1 foram considerados negativos e positivos, 

respectivamente (FULTON et al., 2004). A comparação entre as frequências dos 

resultados entre os grupos vacinados e controle foi realizada pelo teste do Qui-

quadrado.  

Para a análise quantitativa, os títulos de anticorpos foram transformados em  

log2 para análise estatística e comparação das medianas entre os grupos vacinados e 

controles pelo teste U de Mann-Whitney. Posteriormente, foram calculado os valores 
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em log2 foram transformados em antilog (base 2) pela relação: GMT = 2
a

, onde “a” é a 

mediana do log do título de anticorpos. A avaliação dos títulos ao longo do tempo 

também foi realizada pelo teste de Friedman associado ao Wilcoxon com correção de 

Bonferroni (P≤0,0167).  
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10 RESULTADOS 

 

 

A pesquisa em questão avaliou a influência dos anticorpos advindos do 

colostro na resposta imune vacinal de bezerros Holandeses, por meio de avaliações 

da resposta imune humoral e celular. 

 

 

10.1RESPOSTA HUMORAL INDUZIDA PELA VACINAÇÃO 

 

 

As frequências de animais soropositivos e soronegativos para as viroses de 

acordo com o protocolo de vacinação empregado estão dispostas na tabela 5. 

De acordo com as frequências, pudemos observar para o BVDV que houve 

soropositividade de 100% dos animais dos grupos G1 e G2 no T0, fato esse que foi 

mantido após estímulo vacinal em T1 e T2. Assim, pode-se verificar que os resultados 

foram constantes (NA) e não apresentaram diferenças significativas pelo teste do Qui-

quadrado. Os bezerros do CG3 (100%) mantiveram-se soropositivos do T0 ao T2, 

enquanto os bezerros do G3 apresentava baixa frequência de soropositivos no T0 

(2/8– 25%), T1 (4/8 – 50%) e T2 (5/8 - 75%), observando-se diferenças entre os 

grupos (P=0,01) no T0, tendência em T1 (P=0,06) e em T2 (P=0,12).  

Para o BoHV-1, observou-se 100% de bezerros soropositivos no G1 e CG1 do 

T0 ao T2, não sendo possível observar diferenças entre as frequências em relação 

aos grupos. O CG2 e G2 também apresentaram frequências de animais soropositivos 

semelhantes, observando-se pequenas variações ao longo do estudo no qual a 

maioria dos animais permaneceram soropositivos do T0 ao T2. Os bezerros 

pertencentes ao G3 eram em sua maioria soronegativos em T0 (6/8- 75%) e T1 (7/8- 

87,5%), enquanto 100% (5/5) eram soronegativos em CG3. Não foi possível observar 

diferenças entre esses grupos para os tempos T0 (P=0,22) e T1 (P=0,41).Entretanto, 

diferenças foram obtidas após a segunda dose da vacina, observando-se que apenas 

1/8 (12,5%) animal permaneceu soronegativo no G3 e todos mantiveram-se 

soronegativos em CG3, assim foi possível detectar diferenças estatísticas entre os 

grupos (P=0,01).  

O comportamento dos bezerros para o BRSV também foi semelhante entre 
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CG1 e G1 no T0 (P=0,62), T1 (0,89) e T2 (0,62), sendo que a maioria dos animais 

eram soropositivos ao longo do estudo. Apesar deste fato, é válido ressaltar que 2/6 

(33,33%) bezerros do G1 e 1/5 (20%) bezerro do CG1 já eram soronegativos no início 

do estudo aos 14 dias de vida. O grupo CG2 e G2 apresentaram 2/5 (40%) e 4/5 

(80%) bezerro soronegativos no início do experimento (T0) (P=0,2). Este perfil 

apresentou pequenas variações ao longo do estudo não sendo possível detectar 

diferenças entre os grupos em T1 (P=0,11) e T2 (P=0,2). Para o grupo G3 e CG3, foi 

possível verificar diferença significativa apenas em T2 (P=0,05), visto que o grupo 

vacinado apresentou 100% (8/8) dos animais soropositivos e o grupo controle apenas 

60% (3/5). 

As frequências de animais soropositivos para o BPIV-3 foi de 100% em G1 e 

CG1 em T0, portanto, não exibiram diferenças entre si (NA). Diferenças para o CG2 e 

G2 foram detectadas no T0, no qual 3/5 (60%) dos bezerros eram soronegativos no 

T0, enquanto no controle CG2 todos os animais eram soropositivos (P=0,04). Nos 

momentos subsequentes (T1= 0,29 e T2= 0,11), as taxas de animais soropositivos 

tornaram-se semelhantes, pois alguns bezerros do G2 responderam à vacinação. Ao 

início do experimento os bezerros do CG3 (100%) eram soropositivos para BPIV-3 e 

no G3 havia 5/8 (62,5%) soropositivos. Os bezerros do grupo vacinado G3 

responderam ao protocolo vacinal observando-se diferenças entre as frequências de 

soropositivos em T1 (P=0,06) e T2 (P=0,07). 

Os títulos de anticorpos (log2) ou antilog (base 2) obtidos do T0 ao T2 para os 

grupos vacinados e não vacinados estão apresentados na tabela 6 e figura 10. 

Os títulos foram decrescentes para todas as viroses do T0 ao T2 em G1 e 

CG1, sendo assim não foi possível detectar diferenças entre os bezerros vacinados e 

controle (P≥0,05). 

No CG2 e G2 foi possível observar títulos constantes para o BVDV em ambos 

os grupos no T0 (P=0,16), T1 (P=0,17) e T2 (P=0,21). Os títulos para o BRSV 

também foram constantes ao longo do estudo em ambos os grupos experimentais 

(P≥0,05). Apesar da ausência de diferenças estatísticas pôde-se verificar aumento 

dos títulos de anticorpos para o BoHV-1 e BPIV-3 no grupo de animais vacinados ao 

longo do estudo.  

O grupo G3 foi o que mais apresentou variação ao longo do tempo, sendo 

possível verificar aumento dos títulos de anticorpos de anticorpos para todas as 

viroses após o protocolo de vacinação, sendo possível detectar diferenças entre os 
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grupos G3 e CG3 para BoHV-1 em T2 (P=0,01), BRSV em T0 (P=0,04) e T2 (P=0,01) 

e BPIV-3 em T2 (P=0,05). 

Os títulos individuais obtidos para cada virose pode ser visualizado nas tabelas 

7 a 10. 

A comparação entre os tempos T0, T1 e T2, revelou algumas diferenças 

estatísticas, porém não foi possível encontrar diferenças na comparação múltiplas 

entre os momentos no teste de Wilcoxon com correção de Bonferroni (P>0,0167). 

Para o BVDV, a diferença entre os tempos foi observada para o grupo G1 (P=0,01), 

CG1 (P=0,01) e CG3 (P=0,05). Para BoHV-1, a diferença encontrada foi em G1 

(P=0,01), CG2 (P=0,05) e G3 (P=0,01). O BRSV não exibiu diferenças entre seus 

momentos avaliados (P>0,05). Contudo, o BPIV-3 apresentou significâncias em G1 

(P=0,01), CG1 (P=0,01), CG2 (P=0,05) e CG3 (P=0,05).  
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Tabela 5 – Frequência de bezerros Holandeses soropositivos para as viroses respiratórias em grupos 
vacinados e controle – São Paulo – 2015. 

Vírus T R 

Grupos experimentais 

G1 CG1 
P 

G2 CG2 
P 

G3 CG3 
P 

N % N % N % N % N % N % 

BVDV 

T0 
+ 6 100 5 100 

NA 
5 100 5 100 

NA 
2 25 5 100 

0,01 
- 0 0 0 0 0 0 0 0 6 75 0 0 

T1 
+ 6 100 5 100 

NA 
5 100 5 100 

NA 
4 50 5 100 

0,06 
- 0 0 0 0 0 0 0 0 4 50 0 0 

T2 
+ 6 100 5 100 

NA 
5 100 5 100 

NA 
5 62,5 5 100 

0,12 
- 0 0 0 0 0 0 0 0 3 37,5 0 0 

BoHV-1 

T0 
+ 6 100 5 100 

NA 
4 80 4 80 

0,29 
2 25 0 0 

0,22 
- 0 0 0 0 1 20 1 20 6 75 5 100 

T1 
+ 6 100 5 100 

NA 
3 60 5 100 

0,49 
1 12,5 0 0 

0,41 
- 0 0 0 0 2 40 0 0 7 87,5 5 100 

T2 
+ 6 100 5 100 

NA 
4 80 5 100 

0,29 
7 87,5 0 0 

0,01 
- 0 0 0 0 1 20 0 0 1 12,5 5 100 

BRSV 

T0 
+ 4 66,7 4 80 

0,62 
1 20 3 60 

0,2 
6 75 2 40 

0,21 
- 2 33,3 1 20 4 80 2 40 2 25 3 60 

T1 
+ 5 83,3 4 80 

0,89 
0 0 2 40 

0,11 
5 62,5 3 60 

0,93 
- 1 16,7 1 20 5 100 3 60 3 37,5 2 40 

T2 
+ 4 66,7 4 80 

0,62 
1 20 2 40 

0,2 
8 100 3 60 

0,05 
- 2 33,3 1 20 4 80 3 60 0 0 2 40 

BPIV-3 

T0 
+ 6 100 5 100 

NA 
2 40 5 100 

0,04 
5 62,5 5 100 

0,12 
- 0 0 0 0 3 60 0 0 3 37,5 0 0 

T1 
+ 6 100 5 100 

NA 
4 80 5 100 

0,29 
4 50 5 100 

0,06 
- 0 0 0 0 1 20 0 0 4 50 0 0 

T2 
+ 6 100 5 100 

NA 
3 60 5 100 

0,11 
7 87,5 2 40 

0,07 
- 0 0 0 0 2 40 0 0 1 12,5 3 60 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 

Legenda: T - tempos; R - resultados; NA - Resultados constantes; CG - controle não vacinado; G1 - T0 – 

14, T1 - 44, T2 – 74 dias de vida; G2 - T0 – 90, T1 - 120, T2 – 150 dias de vida; G3 - T0 – 180, 

T1 - 210, T2 – 240 dias de vida. Diferenças significativas ao longo do tempo quando P≤0,05 no 

teste do Qui-quadrado. 
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Tabela 6 – Títulos de anticorpos específicos para as viroses respiratórias em bezerros Holandeses 
vacinados e controle – São Paulo – 2015. 

Gs 

BVDV 

Tempos 

T0 T1 T2 

Me (log2) Antilog Me P Me (log2) Antilog Me P Me (log2) Antilog Me P 

G1 12,3 5011,9 
0,44 

10,3 1258,9 
0,71 

8,8 446,7 
0,46 

CG1 12,3 5011,9 10,3 1258,0 10,3 1258,0 

G2 7,3 158,5 
0,16 

7,3 158,0 
0,17 

6,8 112,0 
0,21 

CG2 8,3 316,2 8,3 316,2 8,3 316,2 

G3 7,3 158,5 
0,13 

6,3 79,4 
0,03 

5,3 39,8 
0,5 

CG3 5,3 39,8 5,3 40,0 5,3 39,8 

BoHV-1 

G1 6,5 89,1 
0,08 

5,0 31,6 
0,12 

6,0 63,1 
0,92 

CG1 8,0 251,0 7,0 125,9 6,0 63,1 

G2 4,5 22,4 
0,11 

4,0 15,8 
0,16 

4,0 15,8 
0,31 

CG2 6,0 63,1 5,0 31,6 5,0 31,6 

G3 7,5 181,0 
0,24 

10,0 1024,0 
0,43 

10,0 1024,0 
0,01 

CG3 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

BRSV 

G1 3,5 11,2 
1 

4,0 15,8 
0,93 

3,5 11,2 
0,26 

CG1 3,0 8,0 4,5 22,4 4,5 22,4 

G2 5,0 31,8 
0,26 

4,0 15,8 
0,14 

8,5 362,0 
0,19 

CG2 5,0 31,6 3,0 7,9 4,0 15,8 

G3 3,0 7,9 
0,04 

0,0 0,0 
0,65 

3,0 7,9 
0,01 

CG3 4,0 15,8 3,5 11,2 3,0 7,9 

BPIV-3 

G1 8,0 251,2 
0,55 

7,5 177,8 
0,64 

5,5 44,7 
0,71 

CG1 10,0 1000,0 7,0 126,0 5,0 32,0 

G2 4,5 22,4 
0,02 

4,0 15,8 
0,06 

5,0 31,6 
0,31 

CG2 6,0 63,0 5,0 32,0 5,0 31,6 

G3 5,0 31,6 
0,33 

4,5 22,4 
0,23 

10,0 1024,0 
0,05 

CG3 3,0 8,0 4,0 16,0 4,5 22,6 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 

Legenda: Gs - grupos experimentais; Me - mediana; CG - controle não vacinado; G1 - T0 – 14, T1 - 44, 

T2 – 74 dias de vida; G2: -T0 – 90, T1 - 120, T2 – 150 dias de vida; G3 - T0 – 180, T1 - 210, 

T2 – 240 dias de vida. Diferenças significativas ao longo do tempo quando P≤0,05 no teste U 

de Mann-Whitney. 
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Figura 10 - Títulos de anticorpos específicos para as viroses respiratórias em bezerros Holandeses 
vacinados e controle – São Paulo – 2015. 

 
(A) 

 
(B) 

 
(C) 

 
(D) 
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: *Diferenças estatísticas (P≤0,05); † Tendências estatÍsticas (P≤0,10); (A) BVDV; (B) BoHV-1; 

(C) BRSV e (D) BPIV-3. 
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Tabela 7 – Títulos de anticorpos neutralizantes individuais 
(log2) para BVDV em bezerros Holandeses 
vacinados e controle– São Paulo – 2015. 

Gs Id. T0 T1 T2 Gs Id. T0 T1 T2 

G1 

01 10,3 9,3 7,3 

CG1 

20 12,8 10,3 10,3 

02 12,3 10,3 9,3 21 12,8 9,3 8,3 

03 12,3 11,3 9,3 22 11,3 7,3 7,3 

04 12,3 10,3 8,3 23 11,3 11,3 10,3 

05 12,3 12,3 11,3 
24 12,3 11,3 11,3 

06 11,3 9,3 7,3 

G2 

07 5,3 6,3 5,3 

CG2 

20 10,3 10,3 10,3 

08 7,3 9,3 8,3 21 8,3 9,3 10,3 

09 4,3 3,3 3,3 22 7,3 7,3 6,3 

10 8,3 8,3 7,3 23 8,3 8,3 6,3 

11 7,3 7,3 6,8 24 6,3 8,3 8,3 

G3 

12 6,3 6,3 5,3 

CG3 

20 7,3 8,3 7,3 

13 4,3 6,3 0,0 21 8,3 6,3 6,3 

14 0,0 0,0 5,3 
22 5,3 5,3 3,3 

15 0,0 4,3 8,3 

16 0,0 0,0 10,3 
23 6,3 6,3 5,3 

17 0,0 5,3 0,0 

18 0,0 0,0 0,0 
24 7,3 5,3 4,3 

19 0,0 0,0 3,3 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 

Legenda: Gs - Grupos experimentais; Id. - Identificação. 
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Tabela 8– Títulos de anticorpos neutralizantes individuais 
(log2) para BoHV-1 em bezerros Holandeses 
vacinados e controle– São Paulo – 2015. 

Gs Id. T0 T1 T2 Gs Id. T0 T1 T2 

G1 

01 7,0 5,0 6,0 

CG1 

20 10,0 7,0 5,0 

02 7,0 5,0 5,0 21 9,0 7,0 6,0 

03 6,0 5,0 6,0 22 6,5 4,0 4,0 

04 6,0 5,0 6,0 23 8,0 8,0 8,0 

05 9,0 7,0 8,0 
24 8,0 9,0 8,0 

06 6,0 5,0 5,0 

G2 

07 6,0 4,0 4,0 

CG2 

20 5,0 4,0 5,0 

08 4,0 0,0 0,0 21 6,0 5,0 6,0 

09 5,0 4,0 4,0 22 4,0 0,0 4,0 

10 4,0 0,0 4,0 23 7,0 6,0 4,0 

11 0,0 4,2 10,5 24 7,0 6,0 6,0 

G3 

12 0,0 0,0 0,0 

CG3 

20 0,0 0,0 0,0 

13 0,0 0,0 7,0 21 0,0 0,0 0,0 

14 0,0 0,0 6,0 
22 0,0 0,0 0,0 

15 5,0 10,0 10,0 

16 10,0 0,0 10,0 
23 0,0 0,0 0,0 

17 0,0 0,0 10,0 

18 0,0 0,0 10,0 
24 0,0 0,0 0,0 

19 0,0 0,0 7,0 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 

Legenda: Gs - Grupos experimentais; Id. - Identificação. 
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Tabela 9– Títulos de anticorpos neutralizantes individuais 
(log2) para BRSV em bezerros Holandeses 
vacinados e controle– São Paulo – 2015. 

Gs Id. T0 T1 T2 Gs Id. T0 T1 T2 

G1 

01 4,0 4,0 3,0 

CG1 

20 3,0 3,0 4,0 

02 0,0 0,0 0,0 21 4,0 0,0 0,0 

03 0,0 4,0 4,0 22 0,0 3,0 3,0 

04 3,0 3,0 0,0 23 3,0 7,0 8,0 

05 3,0 5,0 4,0 
24 3,0 6,0 5,0 

06 4,0 4,0 3,0 

G2 

07 0,0 0,0 0,0 

CG2 

20 4,0 0,0 4,0 

08 0,0 0,0 0,0 21 0,0 0,0 3,0 

09 0,0 0,0 0,0 22 3,0 4,0 3,0 

10 0,0 0,0 0,0 23 4,0 3,0 0,0 

11 3,0 0,0 3,0 24 0,0 0,0 0,0 

G3 

12 7,0 5,0 4,0 

CG3 

20 0,0 3,0 4,0 

13 5,0 4,0 4,0 21 0,0 0,0 0,0 

14 3,0 4,0 4,0 
22 0,0 0,0 0,0 

15 5,0 10,0 10,0 

16 10,0 3,0 10,0 
23 7,0 6,0 4,0 

17 3,0 0,0 10,0 

18 0,0 0,0 10,0 
24 3,0 3,0 3,0 

19 0,0 0,0 7,0 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 

Legenda: Gs - Grupos experimentais; Id. - Identificação. 
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Tabela 10 – Títulos de anticorpos neutralizantes individuais 
(log2) para BPIV-3 em bezerros Holandeses 
vacinados e controle– São Paulo – 2015. 

Gs Id. T0 T1 T2 Gs Id. T0 T1 T2 

G1 

01 8,0 6,0 3,0 

CG1 

20 7,0 5,0 3,0 

02 10,0 7,0 6,0 21 8,0 6,0 3,0 

03 8,0 8,0 5,0 22 10,0 7,0 5,0 

04 7,0 8,0 6,0 23 10,0 9,0 8,3 

05 10,0 10,0 9,0 
24 10,0 9,0 8,0 

06 8,0 7,0 5,0 

G2 

07 0,0 5,0 4,0 

CG2 

20 6,0 6,0 5,0 

08 0,0 3,0 0,0 21 6,0 5,0 5,0 

09 5,0 5,0 5,0 22 4,0 4,0 4,0 

10 0,0 0,0 0,0 23 7,0 5,0 5,0 

11 4,0 3,0 5,0 24 6,0 6,0 4,0 

G3 

12 5,0 5,0 3,0 

CG3 

20 4,0 5,0 4,0 

13 4,0 4,0 4,0 21 4,0 4,0 0,0 

14 0,0 0,0 0,0 
22 3,0 6,0 5,0 

15 5,0 10,0 10,0 

16 10,0 3,0 10,0 
23 3,0 3,0 0,0 

17 3,0 0,0 10,0 

18 0,0 0,0 10,0 
24 3,0 3,0 0,0 

19 0,0 0,0 7,0 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 

Legenda: Gs - Grupos experimentais; Id. - Identificação. 

 

 

10.2 LINFÓCITOS E SUAS SUBPOPULAÇÕES 

 

 

Os valores médios relativos e absolutos de linfócitos totais (Lf) e valores 

medianos subpopulações de linfócitos de acordo com o protocolo vacinal empregado 

estão apresentados na Tabela 11 e Figuras 11 e 12. 

Linfócitos totais aumentaram de 14 para 74 dias de vida em CG1 e G1, porém 

não foram observadas diferenças entre os tempos e grupos experimentais. Linfócitos 

totais no grupo controle e vacinado aos 90 dias apresentaram perfil diferenciado, 

observando-se diminuição em CG2 e aumento no G2 de 90 a 150 dias de vida, sendo 

possível observar diferenças entre momentos para os valores absolutos (P= 0,01) e 

grupos (P=0,05). Estas diferenças puderam ser confirmadas entre os tempos para 

valores relativos (P=0,03), mas não entre grupos (P=0,04). Para G3 e CG3, houve 
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diminuição da população de linfócitos totais do T0 ao T2, porém não foi possível 

detectar diferenças entre momentos e grupos experimentais. 

Linfócitos B (CD21+) aumentaram do T0 ao T2 nos grupos CG1 e G1, sendo 

possível detectar diferenças em valores absolutos e relativos para os momentos no 

G1 (P=0,03; P=0,04). O CG2 e G2 apresentou leve diminuição do CD21+ (%) porém 

sem a detecção de diferenças estatísticas. G3 exibiu aumento de células B (%), 

enquanto o grupo CG3 manteve valores estáveis. Diferenças estatísticas entre os 

tempos foram identificadas nos valores absolutos dos grupos G1 (P=0,03) e G3 

(P=0,03), porém sem distinção entre quais momentos (P≤0,0167). O valores relativos 

demonstraram uma tendência(P=0,09) a diferenças entre tempos para o G2. 

Linfócitos T CD3+ observou-se diminuição dos valores medianos relativos e 

absolutos ao longo do tempo nos grupos CG1 e G1, CG2 e G2 e G3, exceto CG3 que 

mantiveram valores constantes. Apesar destas variações, foram detectadas apenas 

tendências para diferenças no tempo para G2 (P=0,09) e G3 (P=0,09), porém não foi 

possível detectar entre quais tempos essa tendência ocorreu pelo teste de Wilcoxon 

com correção de Bonferroni (P≤0,0167). Houve diferenças entre os tempos dos 

valores relativos de G1 (P=0,04), e tendência entre os tempos de G3 (P=0,08). Em 

relação aos grupos experimentais observaram-se diferenças nos valores absolutos e 

tendência a diferença nos valores relativos de CD3+ entre CG2 (2,4 x 103/µL - 62,7%) 

e G2 (7,2 103/µL - 70,2%) no T0 (P=0,05; P=0,09). Foram observados ainda 

diferenças nas porcentagens de CD3+  para os grupos CG3 e G3 no T0 (P=0,01) e T1 

(P=0,01),com maiores valores no grupo vacinado. 

A subpopulação de células T CD3+CD4+ apresentaram pequenas variações ao 

longo do tempo, exceto para CG1 (P=0,04) e G3 (P=0,03), que expressaram 

diminuiçãosignificativa das proporções durante o tempo. A mesma diferença em G3 

(P=0,01) foi detecada para os valores relativos. Em relação aos grupos pôde-se 

detectar diferenças entre CG1 e G1 no T0 (P= 0,02) e tendências entre CG2 e G2 no 

T0 (0,07), T1 (0,07) e T2 (0,07), sendo observados maiores valores no grupo 

vacinado G2 em relação ao CG2. Os valores relativos expressaram apenas diferença 

entre CG3 (18,8%) e G3 (30%) no T0 (P=0,03). 

A população citotóxica CD3+CD8+ também apresentou comportamento estável 

ao longo do estudo, exceto para a diferença entre os tempos identificada no grupo 

CG1 (P=0,04), observando-se aumento dos valores. Os valores relativos 

demonstraram apenas diferença entre os tempos no CG3 (P=0,04). Em relação aos 
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grupos foi detectada diferença entre CG1 e G1 no T0 (P=0,03) e tendência (%) para 

CG3 e G3 no T0 (P=0,09). 

Linfócitos WC1+ absolutos também foram constantes ao longo do estudo, 

exceto para o grupo CG1 (P=0,01), no qual foi observada diminuição dos valores. 

Contudo, os valores relativos demonstraram diferenças no tempo em CG1 (P=0,02), 

CG2 (P=0,01) e CG3 (P=0,04). Novamente o baixo valor de P estimado pela correção 

de Bonferroni não permitiu identificar entre quais tempos ocorreram às diferenças. Os 

linfócitos WC1+ apresentaram ainda diferenças entre os grupos CG1 e G1 no T1 

(P=0,02), CG2 e G2 no T1 (P=0,02) , e os valores relativos entre CG3 e G3 no T0 

(P=0,02). Tendência ainda foi observada no T1 (P=0,09) para os grupos CG3 e G3. O 

grupo vacinado sempre exibiu maiores valores relativos que seus respectivos 

controles. 

O marcador de ativação CD25+ apresentou maiores valores absolutos nos 

bezerros mais jovens do CG1 e G1, além disso, os valores desse marcador foram 

maiores nos grupos de bezerros vacinados G1, G2 e G3 em relação aos seus 

controles. Assim, foi possível verificar diferença estatística em G3 (P=0,03) entre os 

tempos dos valores absolutos, e uma tendência (%) a diferença entre os tempos para 

o G2 (P=0,09). Houve ainda diferença estatística nos valores absolutos entre os 

grupos CG1 e G1 no T1(P=0,03) e CG2 e G2 no T2 (P=0,02), observando-se maior 

expressão de CD25+ nos bezerros vacinados em relação aos controles. Houve 

apenas tendência a diferenças nos valores relativos de CD25+ entre os grupos CG2 e 

G2 no T2 (P=0,06).  
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Tabela 11 - Valores absolutos (células x 10
3
/μL) e relativos dos linfócitos totais, linfócitos B (CD21

+
), linfócitos T (CD3

+
) e 

suas subpopulações e marcador de ativação CD25
+
 em bezerros Holandeses submetidos à diferentes 

protocolos de vacinação – São Paulo – 2015. 

Pop. T 

Grupos Experimentais 

G1 CG1 G2 CG2 G3 CG3 

% 10
3
/µL % 10

3
/µL % 10

3
/µL % 10

3
/µL % 10

3
/µL % 10

3
/µL 

Linf 

T0 54 4 53 6,2 51
B
 9,4

Aa
 84

A
 4,8

B
 68,9 6,7 69 6,7 

T1 60 4,3 59 3,92 53
B
 5

Aab
 63,4

A
 4,1

B
 64 4,5 59 5,15 

T2 73 4,5 74 4,66 57 5,1
Ab

 55 4,11
B
 43 6,9 58 5,9 

Anova (P) 10
3
/µL 0,19 0,01 0,27 

Anova (P) (%) 0,45 0,03 0,82 

CD21
+
 

T0 8,1 0,3
B
 9,8 0,5

A
 19,5 2,1 28,3 0,9 23,6 1,3 28,5 1 

T1 16,0 0,8 19,3 0,6 22,0 1 25,6 1,2 22,4 1 28,7 1 

T2 18,4 0,9 22,3 1 17,9
B
 0,9 21,8

A
 0,8 28,6 1,2 26,7 1 

Friedman (P) 10
3
/µL 0,03 0,25 0,25 0,45 0,03 0,82 

Friedman (P) % 0,03 0,04 0,25 0,25 0,2 0,82 

CD3
+
 

T0 81,7 3,3 75,2 4,4 70,2 7,2
A
 62,7 2,4

B
 64

A
 4,3 46,1

B
 2,2 

T1 72,8 3,3 67 2,4 66 3 61,5 2,1 62,3
A
 2,9 51,6

B
 2 

T2 68,1 2,6 68,4 3,3 68,3 3,4 52,2 1,8 55,1 2,7 53,3 2,4 

Friedman (P) 10
3
/µL 0,60 0,16 0,09 0,16 0,09 0,82 

Friedman (P) % 0,04 0,55 0,25 0,2 0,08 0,82 

CD4
+
 

T0 19 0,7
B
 23,9 1,9

A
 16,5 1,3 9,0 0,3 30

A
 1,9 18,8

B
 1 

T1 21,7 0,9 18,8 0,8 22,8 1,2 6,4 0,4 25,9 1 17,7 0,8 

T2 11,9 0,6 26,5 1,1 21,7 1,1 12,6 0,5 22,6 1,2 22,1 0,8 

Friedman (P) 10
3
/µL 0,22 0,04 0,45 0,82 0,03 0,55 

Friedman (P) % 0,11 0,45 0,82 0,45 0,01 0,45 

CD8
+
 

T0 8,7 0,3
B
 10 0,7

A
 7,6 1 8,9 0,4 7 0,3 7,9 0,3 

T1 7,6 0,3 9,5 0,3 7 0,4 9,3 0,4 9,8 0,5 6,2 0,2 

T2 6,3 0,3 13,9 0,7 7,2 0,4 9 0,3 9 0,4 7,2 0,3 

Friedman (P) 10
3
/µL 0,85 0,04 0,25 0,82 0,5 0,88 

Friedman (P) % 0,85 0,44 0,82 0,55 0,3 0,04 

WC1
+
 

T0 23,5 1,2 20,5 1,2 19,6 1,3 16,5 0,8 28,4
A
 2,1 10,3

B
 0,6 

T1 24,9
A
 1,1

A
 10,6

B
 0,5

A
 23,1

A
 1,2

A
 7,1

B
 0,3

B
 21,7 0,7 13,8 0,5 

T2 25,4 0,9 16,8 0,8 20,9 1 9 0,5 17,4 0,8 18,4 0,6 

Friedman (P) 10
3
/µL 1 0,01 0,82 0,02 0,22 0,82 

Friedman (P) % 0,85 0,02 0,25 0,02 0,2 0,04 

CD25
+
 

T0 50,5 1,9 37,2 2 31,9 3,2 33,8 1,4 29,2 1,6 34,3 1,4 

T1 50,4 2,3
B
 38,8 1,3

A
 42,5 1,6 37,7 1,5 32,1 1,4 28,1 1,1 

T2 49,4 2,1 47,1 1,8 48,1 2,5
A
 16,1 0,5

B
 30,9 1,6 27,8 1,1 

Friedman (P) 10
3
/µL 0,85 0,25 0,25 0,45 0,03 0,82 

Friedman (P) % 0,61 0,8 0,09 0,82 0,88 0,45 

Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: letras minúsculas na mesma coluna demonstram diferenças entre os tempos T0, T1 e T2; letras maiúsculas na 

mesma linha demonstram diferença entre os grupos quando P≤0,05. CG - controle não vacinado; G1 - T0 – 14, 
T1 - 44, T2 – 74 dias de vida; G2 - T0 – 90, T1 - 120, T2 – 150 dias de vida; G3 - T0 – 180, T1 - 210, T2 – 240 
dias de vida; T - tempos. 
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Figura 11 – Valores absolutos (células x 10
3
/μL) e relativos dos linfócitos totais, linfócitos B (CD21

+
), 

linfócitos T (CD3
+
) e suas subpopulações e marcador de ativação CD25

+
 em bezerros 

Holandeses submetidos à diferentes protocolos de vacinação – São Paulo – 2015. 

(A) 

(B) 

 
(C) 
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda:  CG: controle não vacinado; G1: T0 – 14, T1 - 44, T2 – 74 dias de vida; G2: T0 – 90, T1 - 

120, T2 – 150 dias de vida; G3: T0 – 180, T1 - 210, T2 – 240 dias de vida.*Diferenças 
estatísticas (P≤0,05); † Tendências estatpisticas (P≤0,10). 
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Figura 12– Valores absolutos (células x 10
3
/μL) e relativos dos linfócitos totais, linfócitos B (CD21

+
), 

linfócitos T (CD3
+
) e suas  subpopulações  e marcador de ativação CD25

+
 em bezerros 

Holandeses submetidos à diferentes protocolos de vacinação – São Paulo – 2015. 

 
(A) 

 
(B) 

 
(C) 

 
(D) 
Fonte: (SILVA, B. T., 2015). 
Legenda: CG: controle não vacinado; G1: T0 – 14, T1 - 44, T2 – 74 dias de vida; G2: T0 – 90, T1 - 

120, T2 – 150 dias de vida; G3: T0 – 180, T1 - 210, T2 – 240 dias de vida. *Diferenças 
estatísticas (P≤0,05); †Tendências estatísticas (P≤0,10). 
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11 DISCUSSÃO 

 

 

Esta pesquisa avaliou diferentes protocolos de vacinação para DRB em 

bezerros Holandeses com 14, 90 e 180 dias de vida. 

 

 

11.1 RESPOSTA HUMORAL INDUZIDA PELA VACINAÇÃO 

 

 

Esta pesquisa detectou a presença anticorpos maternos para BVDV, BoHV-1 

e BPIV-3 nos bezerros vacinados aos 14 (G1) e 90 dias (G2) de vida. Em 

contrapartida, alguns bezerros não apresentaram ACs para BRSV nestas faixas 

etárias.  

Aos 180 dias (G3) os títulos de anticorpos eram nulos ou baixos para as 

viroses respiratórias, sendo esses compatíveis com a duração dos anticorpos 

colostrais previamente relatados (KIRKPATRICK et al., 2001; FULTON et al., 2004; 

KIRKPATRICK et al., 2008; CHAMORRO et al., 2014). 

A janela imunológica instaurada foi precoce para o BRSV, entretanto para as 

demais viroses este fenômeno ocorreu para a maioria dos bezerros entre 3 (G2) e 6 

meses de idade (G3). O período de vulnerabilidade para a DRB depende da 

qualidade da imunidade passiva transferida, assim estudos tem demonstrado que a 

DRB pode ser precoce e atingir 7,7% a 9,5% das bezerras de leite entre a segunda 

semana ao terceiro mês de vida, resultando no tratamento de 21,9% (630/2874) 

desses animais (WINDEYER et al., 2013).  

Devido à precocidade da DRB, a vacinação precoce poderia ser empregada 

como estratégia nos programas de profilaxia das viroses respiratórias. Entretanto, o 

bloqueio da resposta imune ativa pelos anticorpos maternos representa um desafio. 

Os bezerros vacinados aos 14 dias de vida mantiveram o mesmo perfil do 

grupo controle não vacinado ao longo do estudo. Em geral, observou-se diminuição 

nos títulos de anticorpos de ambos os grupos para as viroses respiratórias, exceto 

para o BRSV. Estes achados nos permite afirmar que a vacinação precoce não 

induziu a produção de anticorpos por imunidade ativa, e que a diminuição dos títulos 
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é decorrente da meia vida das imunoglobulinas equivalente 23, 21 e 30 dias, 

respectivamente para BVDV, BoHV-1 e BPIV-3 (FULTON et al., 2004). 

Resultados semelhantes aos encontrados nesta pesquisa para a vacinação 

de bezerros recém-nascidos foram relatados para o BVDV e BoHV-1 por 

Menanteau-Horta et al. (1985), mesmo que tenha usado vacina contendo o vírus 

vivo e modificado.  Windeyer et al. (2015) em estudo retrospectivo em rebanho 

leiteiro também não observaram aumento nos títulos de anticorpos em bezerras 

vacinadas na segunda ou quinta semana de vida. 

O efeito supressor dos anticorpos maternos sobre a imunidade humoral 

induzida pela vacinação encontrado nesta pesquisa também foi encontrado por 

Kaeberle, Sealock e Honeyman (1998). Estes autores testaram três vacinas 

comerciais inativadas e avaliaram os efeitos dos anticorpos maternos residuais na 

produção ativa de anticorpos. Assim,30 bezerros entre 28 a 69 dias foram 

distribuídos em três grupos imunizados com diferentes as diferentes vacinas 

contendo BVDV, BoHV, BRSV e BPIV-3 inativados, e booster 30 dias após. Os 

autores detectaram ACs remanescentes do colostro ao início do experimento para 

todas as viroses, porém observaram variações individuais entre os títulos. O 

aumento dos títulos de anticorpos pós-vacinal foi observado apenas para uma das 

três vacinas testadas (Vira Shield 5), especialmente após a dose de reforço. As 

diferentes respostas para as vacinas testadas no referido trabalho e nesta pesquisa 

pode ser decorrente das diferentes cepas e adjuvantes empregados. 

Ellis et al. (2001) verificaram se anticorpos maternos específicos para o 

BVDV-2 poderiam bloquear a resposta imune induzida por vacinas contendo cepas 

de BVDV-1. Bezerros leiteiros receberam colostro com altos títulos e foram 

vacinados entre 10 a 14 dias de vida com cepa NADL, em seguida, foram desafiados 

com o BVDV-2 (24515, isolada de bezerro com Doença das Mucosas) resultando em 

doença grave e eutanásia. Bezerros que não apresentavam ACs maternos e 

receberam apenas uma dose da vacina entre 10-14 dias de vida foram protegidos, 

assim como aqueles vacinados aos 4 meses de idade. O trabalho de Ellis et a. 

(2001) foi conduzido diferentemente do modelo experimental adotado nesta 

pesquisa, porém também enfatizou os efeitos negativos dos anticorpos maternos na 

resposta imune induzida pela vacinação.  

A vacinação aos 90 dias apresentou resposta variável de acordo com a virose 

e indivíduo, sendo possível observar títulos estáveis para BVDV e BoHV-1 em 
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ambos os grupos CG2 e G2, sendo importante ressaltar que um bezerro era 

soronegativo para o Herpesvírus no T0 observando-se a produção de anticorpos 

pós-vacinal (log2 = 10); para o BRSV a resposta vacinal aos 90 dias foi fraca, pois 

4/5 (80%) dos animais vacinados mantiveram-se soronegativos antes e após o 

reforço; para o BPIV-3 observou-se manutenção ou ligeiro aumento dos títulos ACs 

pós-vacinal, em contrapartida os títulos do CG2 foram gradualmente decrescentes.  

Os dados obtidos nesta pesquisa concordam parcialmente aqueles relatados 

por Menanteau-Horta et al. (1985), que encontraram aumento dos títulos de 

anticorpos para o BVDV pós-vacinação aos 84 e 196 dias de vida, em contrapartida 

os animais não responderam  ao BoHV-1 aos 84 dias. As diferentes respostas para 

o BVDV provavelmente é decorrente da composição das vacinas, pois a vacinal 

comercial empregada nesta pesquisa apresentava cepas de BVDV-1 e BVDV-2 

inativadas enquanto os referidos autores usaram vacina contendo cepas vivas de 

BVDV.  

As variações observadas para o BRSV nesta pesquisa, especialmente no 

grupo de bezerros vacinados aos 90 dias também foi relatada por Fulton et al. 

(2004). Estes autores vacinaram bezerros de corte, aos 60 e 95 dias de vida, com 

vacina comercial (Triangle 4) contendo cepas inativadas do BVDV1a, BVDV1b, 

BVDV2, BoHV-1 (Cooper), BPIV-3 e BRSV. Os bezerros vacinados responderam 

para todas as viroses, exceto para o BRSV. Além disso, os referidos autores 

relataram o efeito supressor dos anticorpos maternos em alguns bezerros do estudo. 

A meia vida e duração destes anticorpos foram maiores no grupo de bezerros 

vacinados. 

Windeyer et al. (2015) demonstrou associação entre DRB e títulos de 

anticorpos apenas para BRSV e BoHV-1, pois bezerras com maiores títulos tiveram 

menor probabilidade de apresentarem doença clínica mediante a exposição natural. 

Os autores não encontraram associação entre os títulos de ACs para BVDV e BPIV-

3, o que pressupõe a menor importância dessas viroses nos rebanhos estudados. 

Esta susceptibilidade ao BRSV pode ter associação com a grande amplitude de 

variação detectada no soro dos bezerros após a colostragem demonstrada no 

capítulo 1 desta pesquisa, associada a baixa resposta vacinal. 

A vacinação aos 180 dias induziu resposta em 5/8 bezerros para o BVDV 

(62,5%), entretanto os animais que ainda possuíam títulos de anticorpos maternos 

remanescentes não responderam ao protocolo instituído. O CG3 apresentou queda 
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dos títulos dos anticorpos maternos entre 180 a 240 dias de vida; para o BoHV-1 

observou-se resposta vacinal em 7/8 bezerros, exceto o bezerro que manteve o 

mesmo comportamento que os bezerros do CG3 que apresentaram-se 

soronegativos do T0 ao T2; para o BRSV pôde-se observar que 8/8 bezerros 

responderam à vacinação (100%), observando-se manutenção ou queda dos títulos 

no CG3; para o BPIV-3 pôde-se obter respostas 7/8 (87,5%) animais vacinados 

(G3), observando-se manutenção ou queda dos títulos no CG3. 

Resultados semelhantes para BVDV e BoHV-1 foram relatados em estudo 

recente de Baccili et al. (2015). O estudo avaliou a resposta vacinal em bezerros de 

seis meses de idade, utilizando a mesma vacina comercial empregada neste estudo. 

Os resultados demonstraram que após duas doses vacinais a resposta ao BVDV e 

BoHV-1 foram de 60 e 100%, respectivamente. Dados semelhantes aos obtidos 

nesta pesquisa para os bezerros com seis meses de idade. Em contrapartida, maior 

expressão do marcador de ativação celular foi verificada apenas para gamma-delta 

após a primovacinação. Os autores concluíram que as condições em que o estudo 

foi delineado não permitiu a avaliação da resposta imune mediada por células 

específicas aos antígenos vacinais. 

Alguns autores (Lima et al., 2009) avaliaram a eficácia de quatro vacinas, 

sendo que três delas eram comerciais e continham vírus inativado, e a outra era de 

estudo clínico contendo cepas atenuadas. Os títulos médios geométricos de 

anticorpos neutralizantes para BVDV-1 foram mais elevados no soro de animais que 

receberam a vacina experimental (GMT = 1612,7) em comparação com os outros 

grupos que receberam vacinas comerciais com cepas inativadas (GMT = 14,3-40,0). 

Resultados semelhantes foram verificados para os anticorpos específicos ao BVDV-

2. Assim, pode-se notar maior a intensidade da resposta imune humoral para a 

vacina que continha vírus atenuado. O estudo de Vogel et al. (2002) avaliou vacinas 

comerciais em bovinos de 10 a 24 meses de idade, contra os isolados de BVDV 

presentes no país, e verificaram baixa a moderada resposta de títulos de anticorpos 

e nenhuma proteção fetal. 

Os bezerros vacinados aos seis meses de idade desenvolveram imunidade 

humoral para as viroses respiratórias. A exposição primária ao antígeno vacinal 

estimula a produção de células B de memória e IgM, que deverão ser ativadas após 

segundo contato com o antígeno para proliferação e produção de IgG. A IgM possui 

maior potencial neutralizante que a IgM (TIZARD, 2008). 
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Alguns bezerros mostraram capacidade de responder às vacinas desde os 90 

dias de idade, desde que não apresentassem anticorpos maternos residuais, assim 

acredita-se na capacidade de resposta precoce dos bezerros estimulados por vacina 

ou exposição natural, fenômeno responsável por gerar maturidade imunológica e 

proteção aos microrganismos. O problema não está relacionado à imaturidade imune 

e sim o efeito de bloqueio dos anticorpos maternos. 

 A resposta vacinal para as viroses foi semelhante, assim o efeitos dos 

anticorpos maternos foi o mesmo para cepas inativadas do BVDV, 

vivos/termosenssíveis para BoHV-1 e BPIV-3, e vivo/atenuado para BRSV. 

Entretanto, a resposta vacinal na ausência dos anticorpos maternos aos 180 dias foi 

mais limitada quando o BVDV inativado foi utilizado para a imunização dos bezerros. 

Importantes revisões de literatura (KELLING, 2004; CHASE; ELMOWALID; YOUSIF, 

2004) ressaltam que antígenos vivos modificados induzem resposta de maior 

intensidade e duração.  

O padrão de resposta imune induzida por antígeno inativado é limitado devido 

à sua incapacidade em replicar-se nas células hospedeiras e estimular resposta 

imune mediada por células T citotóxicas (CD8+). Todavia, os imunógenos inativados 

podem induzir resposta humoral devido ao recrutamento de linfócitos B, que se 

diferenciam em células plasmáticas capazes de secretar anticorpos neutralizantes. A 

esse ponto, pesquisas discutem a inclusão de componentes que potencializam a 

resposta imune e que são inclusos nos adjuvantes. 

A vacina selecionada nesta pesquisa continha uma saponina conhecida como 

Quillaja Saponaria Molina (Quil A) associada com uma substância 

imunoestimulatória (Amphigen) e uma oleosa (Colesterol). Imunoestimulatórios são 

muito eficientes devido a capacidade de induzir os dois tipos de resposta imune, 

produzindo anticorpos específicos contra os antígenos (IgG1 e IgG2), bem como a 

resposta imune mediada por células T (Th1 e Th2). Além disso, o tipo de emulsão 

ajuda a estabilizar a concentração de componentes. Uma vez que não pode ser 

metabolizado, o antígeno mantém uma liberação lenta ao ser injetado e permanece 

no tecido por um longo período (DEUTSKENS et al., 2011). 

No Brasil são permitidas apenas estirpes vacinais inativadas para o BVDV 

devido questões de biossegurança defendidas pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento do Brasil (FLORES et al., 2005). Esse fato limita a 

comparação das pesquisas nacionais com os internacionais que em sua maioria 
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utilizam vírus vivo. Nesse contexto, Pituco e Del Fava (2003) questionam não só a 

eficiência das vacinas inativadas disponíveis no mercado, mas a grande 

variabilidade antigênica das cepas brasileiras em relação a aqueles presentes nas 

vacinas comerciais, visto que Vogel et al. (2002) demonstrou baixa resposta cruzada 

entre as diferentes cepas de BVDV. Ainda é válido ressaltar que pouco se sabe 

sobre a importância clínica das cepas de BVDV isoladas no nosso país devido às 

deficiências de registros à campo. 

Em geral, os anticorpos maternos bloquearam a resposta humoral induzida 

pela vacinação nos bezerros aos 14 dias de idade, em contrapartida respostas foram 

visualizadas para os animais vacinados aos 90 e 180 dias de vida. 

 

 

11.2 SUBPOPULAÇÕES DE LINFÓCITOS 

 

 

Esta pesquisa avaliou as populações e subpopulações dos linfócitos 

sanguíneos pela técnica de citometria de fluxo conforme estudos previamente 

demonstrados na literatura. 

A população de linfócitos T (CD3+) diminuiu com o avançar da idade, 

considerando-se as medianas obtidas nos grupos G1 (14-74d), G2 (90-150d) e G3 

(180-240d). A diminuição das proporções dos linfócitos T CD2+ de acordo com a 

idade já havia sido relatada por Wilson et al. (1996), Ayoub; Yang (1996) e Kulberg 

et al. (2004).  

Apesar de oscilações, os valores de linfócitos T auxiliares CD4+, citotóxicos 

CD8+ e WC1+ se mantiveram praticamente constantes até 240d. Kampen et al. 

(2006) também observaram proporções semelhantes para CD4+ e CD8+ em 

bezerros do nascimento aos 180 dias de vida, porém detectaram diminuição do 

WC1+ com o avançar da idade. Wilson et al. (1996) observou essa diminuição na 

população gamma-delta somente aos 120 dias, mas ainda assim os animais adultos 

apresentavam 17%. 

Os valores medianos relativos (%) de T (CD3+) nos grupos vacinados G1, G2 

e G3 foram sempre superiores àqueles obtidos para os grupos controles, embora a 

única diferença encontrada tenha sido entre G1 e CG1 no T0 e entre CG3 e G3 no 

T0 e T1. Linfócitos T auxiliares e gamma-delta também apresentaram diferenças e 
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tendências para maiores valores nos grupos vacinados, enquanto o citotóxico 

apresentou valores superiores em grupo controle CG3 em relação ao vacinado G3. 

O grupo controle do capítulo 2 desta dissertação é composto pelos mesmos 

bezerros apresentados no capítulo 1, assim sabe-se que a maioria destes animais 

4/5 desenvolveram DRB ao longo do estudo, especialmente entre 3 a 4 meses de 

idade. Desta forma, as diferenças encontradas para as células entre os grupos 

experimentais são decorrentes da ocorrência das broncopneumonias por exposição 

natural às viroses respiratórias.  

O aumento dos valores relativos e absolutos dos linfócitos B do T0 ao T2 foi 

decorrente do desenvolvimento etário dos bezerros (KAMPEN et al., 2006). Apesar 

disto, o G2 e CG2 ainda exibiram discreta queda no número de células B na faixa 

etária correspondente. 

As proporções de linfócitos B aumentaram com o avançar da idade, 

considerando-se as medianas obtidas nos grupos G1 (14-74d), G2 (90-150d) e G3 

(180-240d). Kampen et al. (2006) avaliaram valores relativos de CD21+ em bezerros 

até os seis meses de idade, e nas idades correspondentes ao grupos vacinados com 

14d, 90d, e 180d deste estudo, observaram valores ao redor de 22%, 28% e 30%, 

respectivamente. Em seu estudo, também identificou uma oscilação aos 74d, mas 

com aumento na porcentagem de células. Assim, podemos concluir que nossos 

resultados foram inferiores quando comparados ao referido trabalho. Este fato pode 

ser justificado pela demorada produção de anticorpos endógenos mesmo que o 

aumento gradual da população de células B tenha sido observado. 

O estímulo vacinal não promoveu o aumento de linfócitos B nos grupos 

vacinados G1, G2 e G3 em relação ao controle.  

A expressão do marcador CD25+ foi mantida pelo grupo vacinado G1 até o 

T2, enquanto seu controle obteve aumento das células ativadas, fato este que 

justifica a diferença encontrada entre os grupos no T1. No entanto, o G2 e G3 

promoveram aumento da expressão desse marcador após vacinações, e seus 

controles exibiram decréscimo. Embora o G1 tenha se mantido estável, todos os 

grupos vacinados exibiram maior expressão do marcador CD25+ que seus 

respectivos controles. A expressão desse marcador ocorre exclusivamente em 

linfócitos após reconhecimento antígeno-específico, pois possui alta afinidade com a 

cadeia alfa do receptor de IL-2 e indução da mitose de clones no processo de 

reconhecimento desses antígenos por linfócitos (QUADE; ROTH, 1999; ENDSLEY et 
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al., 2003). A maior expressão do CD25+ nos grupos vacinados pode sinalizar para 

resposta celular e proteção dos bezerros para as infecções naturais.  

Desafios de células mononucleares bovina com as viroses respiratórias in 

vitro tem demonstrado o aumento da expressão do marcador CD25+ pelas células T 

CD4+, CD8+ e WC1+ após exposição natural ou vacinação (RIDPATH et al., 2003; 

ENDSLEY et al., 2004; PLATT et al., 2008; PLATT et al., 2009; SLUIJS; KUHN; 

MAKOSCHEY). Apesar das maiores proporções de CD25+ obtidas para os grupos 

vacinados, o modelo adotado por este estudo não permite afirmar que a resposta foi 

exclusiva às cepas vacinais, assim pode ter sofrido influências da exposição natural 

aos patógenos.  
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12 CONCLUSÕES 

 

 

Com base nos resultados supracitados, conclui-se que: 

 

a) A intensidade da imunidade humoral dos bezerros induzida pela vacinação 

aumentou de acordo com o desenvolvimento etário; 

b) A vacinação dos bezerros aos três e seis meses de idade manteve ou 

estimulou a produção de anticorpos para o BoHV-1, BRSV e BPIV-3; 

c) A vacina inativada com BVDV não exerceu resposta imune humoral 

completamente efetiva após vacinação; 

d) A resposta imune mediada por células foi maior no grupo de animais 

vacinados pela maior proporção de linfócitos T auxiliares (CD4+) e gamma-

delta (WC1+); 

e) A vacinação promoveu a ativação de células T expressas pelo marcador 

CD25+, o que pode ter sido responsável pela proteção dos bezerros 

vacinados frente à DRB; 

f) A relação entre a imunidade colostral e vacinal apresentou perfil inversamente 

proporcional. 
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