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RESUMO

SILVA, B. T.Influéncia dos anticorpos maternos na resposta imune induzida
pela vacinacdo em bezerros Holandeses.[Influence of maternal antibodies in
vaccine immune response in Holstein calves]. 2015. 139 f. Dissertagéo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2015.

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a transferéncia de imunidade passiva e a
sua influéncia na resposta vacinal para as viroses envolvidas na Doenca
Respiratoria Bovina (DRB). Os dados obtidos nesta pesquisa estdo apresentados
em dois capitulos. Capitulo 1 - Objetivou-se avaliar a dinAmica de anticorpos (Acs)
especificos para as viroses respiratorias e subpopulacdes de linfécitos em bezerros
do nascimento aos 240 dias (d) de vida. Para tanto, acompanhou-se a transferéncia
de imunidade passiva de Acs especificos para as viroses respiratorias em 19
bezerros, destes cinco foram selecionados para acompanhamento da dinamica de
Acs neutralizantes e subpopula¢bes de linfocitos dos 14 aos 240d. O colostro
fornecido era proveniente de vacas doadoras vacinadas. A andlise da qualidade
individual do colostro revelou indice Brix 221%, observando-se forte correlacdo
desses valores com proteina total (r= 0,942 e P= 0,001). Apds 48 horas da ingestéao
do colostro, p6de-se observar soroconversdo dos 19 animais (100%) para 0s
agentes virais envolvidos na DBR. As medianas (Log,) 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 declinio gradual dos titulos de Acs (Log,) para BVDV
(12,8-3,3), BoHV-1 (10,0-3,3) e BPIV-3 (10,0-2,0), embora o BVDV nao tenha
apresentado soronegatividade até os 240d. Manifestacdes clinicas de
broncopneumonia foram observadas em 4/5 (80%) bezerros dos 80 aos 135 d.
BRSV (11,3-2,0) apresentou perfil diferenciado na dindmica de anticorpos em
relacdo as demais viroses. Nao foram detectadas diferencas estatisticas entre os
momentos para as viroses apesar das variacdes 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 nao respeitou modelo de regressdo para calculos de meia-vida e
soronegatividade. Valores absolutos e relativos das populagdes de linfécitos néo

revelaram diferencas estatisticas entre os momentos (P>0,05). Contudo, a dindmica



das subpopulacdes de linfocitos revelou aumento de células B CD21" até 150d;
aumento nos valores relativos das subpopulagdes CD4*, CD8" e CD3'CD4 CD§
principalmente aos 74-90d. Assim, poOde-se determinar uma janela de
susceptibilidade a partir dos 74d especialmente ao BRSV e BoHV-1, momento que
precede o aumento dos titulos de Acs apOs exposicdo natural. Capitulo 2 —
Objetivou-se avaliar a influéncia dos Acs maternos na resposta imune para DRB
induzida pela vacinacdo. Foram selecionados 23 bezerros recém-nascidos,
distribuidos 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 ndo vacinado — CG1, CG2 e CG3. Os bezerros foram
vacinados com a mesma vacina comercial empregada para vacinacao das doadoras
de colostro. Observou-se: (1) a vacina com BVDV inativado ndo promoveu aumento
dos titulos de Acs para nenhum dos grupos avaliados; (2) G1 ndo demonstrou
soroconversdo para nenhuma das viroses, enquanto controle CG1 exibiu
decréscimo dos titulos para BVDV, BoHV-1 e BPIV-3; (3) o BRSV apresentou baixa
soroconversao no G2, enquanto o controle demonstrou altos titulos dos 44-120d; (4)
ndo foi possivel distinguir entre quais tempos ocorreram diferencas entre titulos
(P>0,0167); (5) linfécitos B (CD21") aumentaram do TO-T2 para G1, diminuiram para
G2, e aumentaram no G3; (6) linfécitos T CD3" diminuiram ao longo do tempo para
todos os grupos, exceto CG3; (7) apesar de oscilacbes, linfocitos T CD4*, CD8" e
WC1" se mantiveram praticamente constantes até 240d, exibindo maiores
propor¢des nos grupos vacinados; (8) a expressdo do marcador CD25 foi mantida
pelo grupo G1 até o T2, mas apresentou aumento no G2 e G3; (9) manifestacbes de
broncopneumonias foram identificadas nos bezerros do grupo controle (4/5 - 80%) e
podem ter exercido influéncia nas diferencas encontradas para as células entre os
grupos. Em geral, a vacinacdo dos bezerros aos 90 (G2) e 180d (G3) manteve ou
estimulou a producdo de Acs para o BoHV-1, BRSV e BPIV-3, e a ativacdo das
células T expressas pelo marcador CD25" pode ter sido responsavel pela protecéo
dos bezerros frente a DRB. Assim, com base nos resultados, concluiu-se que a
intensidade da imunidade dos bezerros induzida pela vacinacdo aumentou de
acordo com o desenvolvimento etario e diminuicdo dos titulos de Acs maternos. A
conclusdo geral desta dissertagcdo aponta para a necessidade precoce de
imunizagcdo dos bezerros, especialmente pela susceptibilidade observada para

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



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

44 dias, apesar dos indicios 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: Vacinacéo. Virus da Diarreia Viral Bovina. Herpesvirus Bovino tipo
1. Virus Sincicial Bovino. Virus da Parainfluenza Bovina tipo 3.



ABSTRACT

SILVA, B. T.Influence of maternal antibodies in vaccine immune response in
Holstein calves. [Influéncia dos anticorpos maternos na resposta imune induzida
pela vacinacdo em bezerros Holandeses]. 2015. 139 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séao
Paulo, S&o 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 221%, 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 CD§8



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 TO 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 INTRODUCAO

A susceptibilidade do recém-nascido bovino esta 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 auséncia de memdria imunolégica
(BARRINGTON; PARRISH, 2001).Além disso, as alteracbes hormonais maternas
ocorridas na gestacdo podem modular a resposta imune para Th2, em
concomitancia com a supresséo da resposta Thl (WEGMANN et al., 1993).Soma-se
a estes fatores a imunossupressao 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 diminuicdo da atividade funcional dos fagécitos (NOVO et. al.,
2015).

O bezerro recém-nascido apresenta predominio da subpopulacao de linfécitos
TCRyd" (25%), em relacdo ao CD8" (10%) e CD4" (20%). Linfécitos B representam
apenas 4% dos linfécitos circulantes ao nascimento. Com o desenvolvimento do
bezerro, observa-se diminuicdo da populacdo de células TCRyd" e aumento dos
linfécitos B. Proporcdes de células semelhantes ao bovino adulto sdo 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 a imaturidade dos mecanismos de protecdo do nascimento a puberdade
(CORTESE, 2009). Assim, a adocdo de medidas para amplificar a imunidade e
diminuir a susceptibilidade as doencas sdo fundamentais para garantir a sobrevida
destes animais.

A primeira medida para prover assisténcia imunologica aos bezerros € a
administracdo do colostro devido aos elevados teores deimunoglobulinas, além de
células, citocinas e outros componentes sollveis, que podem ser absorvidos pela
mucosa intestinal até 24 horas pods-nascimento - p.n. (BARRINGTON; PARRISH,
2001). A concentracao de anticorpos maternos decresce com o avancar da idade até
atingir quantidades insuficientes para protegé-los, em contrapartida, ACs residuais

podem bloquear a resposta imune ativa induzida pela vacinacdo (ELLIS et al.,
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2001).ACs maternos séo detectados na circulagdo 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
vacinacdo em bezerros € um grande desafio para o estabelecimento de protocolos
de vacinacdo. Pode ser agravado por todas os fatores especificos do sistema de
criacao responsaveis pelas variagcdes na concentragdo de ACs do colostro e na taxa
absortiva dessas substancias pelo recém-nascido. Aguardar a completa
metabolizacdo dos ACs maternos para iniciar os protocolos de vacinacédo pode ser
tardio dependendo da precocidade de exposi¢cao do hospedeiro (CHASE; HURLEY;
REBER, 2008).

Este cenario 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 més de vida ao desmame (VIRTALA et al., 1996).A
DRB possui caracter multifatorial, com inUmeras associa¢cdes entre agentes virais e
bacterianos, hospedeiro e condicbes ambientais (ACKERMANN; DERSCHEID;
ROTH, 2010). Dentre os agentes virais, destacam-se o Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV), Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1), Virus Sincicial Bovino (BRSV) e Virus
da Parainfluenza Bovina tipo 3 (BPIV-3) (HAGGLUND et al., 2007). Estes virus
causam danos ao trato respiratorio superior ecomprometem a reposta imune do
hospedeiro, favorecendo as infeccbes por patdégenos secundarios e
consequentemente a manifestacdo aguda da doenca (ACKERMANN; DERSCHEID;
ROTH, 2010).

As limitacBes apresentadas a respeito da vacinacdo precoce dos bezerros
para a DRB é agravada em nosso pais, pois o uso de vacinas vivas para o BVDV
nao € permitido no territorio brasileiro (FLORES et al., 2005). Este fato impossibilitou
a comercializagédo das vacinas intranasais, compostas por cepas de BVDV vivas e
atenuadas, que estimulariam resposta imune de mucosas sem influéncia dos
anticorpos maternos (ENDSLEY et al., 2003; RIDPATH et al., 2003). O cenario
brasileiro impossibilita o uso das informacfes geradas em outros paises devido as
diferentes imunogenicidades induzidas pelas vacinas contendo o BVDV inativado ou
vivo e atenuado.

Diante do exposto, a hipétese desta pesquisa é que a imaturidade do sistema
imunoldgico de bezerros jovens e a presenca de anticorpos maternos circulantes

interfere na resposta imune humoral e celular induzida pela vacinacdo. Assim, o
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objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a transferéncia de imunidade passiva e a
sua influéncia na resposta vacinal para as viroses envolvidas na DRB.Os objetivos
especificos deste estudo foram: a) avaliar a dinamica das subpopulacbes de
linfcitos e anticorpos especificos para as viroses respiratorias, do nascimento aos
oito meses de idade; b) avaliar a influéncia dos anticorpos maternos na resposta

imune vacinal para as viroses respiratorias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RESPOSTA IMUNE A VIRUS

As respostas imunitarias a virus podem ser divididas naquelas que previnem
a infeccdo (humoral) e aquelas que ajudam na recuperacdo (humoral e celular)
(BABIUK; VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK; TIKOO, 1996), sendo essa
resposta especialmente modulada por interferons. Os antigenos virais possuem um
padrdao molecular denominado PAMP (Pathogen-associated molecular pattern), que
sdo reconhecidos pelas células do hospedeiro, especialmente as células
apresentadoras de antigenos (Antigen-presentingcell - APC). Receptores do tipo Toll
(Toll Like Receptors- TLR) 3, TLR7, TLR8 e TLR9 reconhecem RNA de dupla fita,
resultando na sinalizacdo intracelular mediadas pelas proteinas RIG-1 e MDA5 que
desencadeiam a ativacdo do gene que codifica o interferon gama (IFN-y) (TIZARD,
2008)

Células dendriticas plasmocitdides, reconhecem os antigenos por meio de
seus receptores PRRs (Pattern recognition receptor). Uma vez identificadas, as
particulas virais sao fagocitadas e conjugadas ao Complexo de Histocompatibilidade
Principal (Major Histocompatibility Complex - MHC) do tipo Il nos fagolisossomos. Na
superficie celular sdo entdo reconhecidos pelos linfécitos T auxiliares.
Simultaneamente, estas células sintetizam grandes quantidades de IFN-a que ativa
a citotoxicidade mediada pelas células NK, além de direcionar algumas respostas de
linfécitos T y/d. Assim, essa APC participa na ativacao de linfécitos T virgens (naive),
proliferacdo de linfécitos T de memodria e linfécitos T antigeno-especificos
(HAERYFAR, 2005).

As células NKtambém participam da resposta imune inata, e s&o
responsaveis pela citotoxicidade em células infectadas por virus. Estas células sdo
estimuladas pelo interferon produzido no inicio da infec¢do viral. NK também
sintetizam IFN-y, que por agéo direta podem reduzir a gravidade das infeccdes virais
bem antes do desenvolvimento do aparecimento da citotoxicidade especifica dos
linfécitos 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 particulas virais sdo conjugadas
aosMHC tipo I. As células hospedeirassao entdo reconhecidas como estranhas, e
sao destruidas por citotoxicidade mediada pelos linfécitos T. Em caso de virus nao
citopéticos, a infeccdo em macréfagos pode ser persistente, assim essas células
precisam ser ativadas pelo IFN-y para que os agentes virais sejam destruidos
(YEWDELL; HAERYFAR, 2005).

Os capsideos virais e as proteinas do envelope também sdo antigénicos, e
por isso grande parte das respostas imunolégicas antivirais é dirigida contra esses
componentes. O contato com o antigeno e as citocinas produzidas pelos linfécitos T
auxiliares, estimulam os linfocitos B a se multiplicarem de forma rapida e abundante.
As células resultantes dessa proliferacdo podem ter dois destinos: a grande maioria
se diferencia em plasmdécitos, e uma minoria se diferencia em células de memoria.
Os anticorpos podem impedir a invasao celular bloqueando a adsor¢édo dos virions
as células-alvo, estimulando a fagocitose dos virus, desencadeando a virélise
mediada pelo sistema complemento ou causando o agrupamento dos virus, o que
reduz o niumero de unidades infecciosas disponiveis para a invasdo celular. Além
disso, os anticorpos podem destruir antigenos virais expressos pelas células
infectadas(BATISTA; HARWOOD, 2009).

A ligacdo com os anticorpos ndo destréi os virus, jA que o rompimento dos
complexos virus-anticorpo pode liberar virions infecciosos. As imunoglobulinas que
neutralizam os virus sédo as imunoglobulinas G (IgG) e a IgM,presentes no soro, e a
IgA encontrada nas secrec¢des. A IgE talvez também apresente um papel protetor, ja
gue humanos deficientes quanto a sintese desta molécula sdo acometidos por
graves infeccdes respiratorias (TIZARD, 2008).

A duracdo da memoéria imunoldgica aos virus é altamente varidvel. Assim,
anticorpos dirigidos contra os virus podem persistir por muitos anos na auséncia
desses patdgenos. Por outro lado, devido aos perigos oriundos da citotoxicidade
persistente, os linfécitos T citotdoxicos morrem logo apods a eliminagdo do virus. Os
linfécitos T de memdria podem, no entanto, sobreviver por muitos anos (TIZARD,
2008).
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2.2 VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV)

O BVDV pertence a familia Flaviviridae, do género Pestivirus e foi originalmente
descrito por dois grupos de pesquisa ha América do Norte em 1946 (CHILDS, 1946;
OLAFSON; MACCALLUM, FOX, 1946). Possuem particulas virais esféricas, um
capsideo de simetria icosaédrica e um envelope de composicéo lipidica. O genoma
viral € composto por moléculas de RNA fita simples, ndo segmentado, de polaridade
positiva e organizado em uma longa “open reading frame” (janela de leitura - ORF).
Esta é traduzida em uma Unica poliproteina que sofre clivagem, originando entre 10
a 12 polipeptidios estruturais e ndo estruturais (BAKER, 1995, GOENS 2002).

Segundo Donis (1995), as proteinas ndo-estruturais do genoma do BVDV (NP,
P7, NS2/3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) estdo envolvidas no processo de replicacéao
viral. As proteinas estruturais C, E™, Ele E2 exercem funcbes importantes no
revestimento protetor do RNA viral e permitem a entrada e saida das particulas virais
das células infectadas do hospedeiro. Dentre estas, a glicoproteina E2 &
responsavel pela adsorcdo do virus a receptores especificos nas células. Seus
epitopos possuem uma regido de hipervariabilidade ou Hot Spot responsaveis pela
alta frequéncia de mutacbes e recombinacdes genéticas (BAKER 1995, DONIS
1995, LINDENBACH et al., 2007).

Existemdois grupos antigénicos distintos de BVDVs a partir de isolados de campo,
BVDV-1 e BVDV-2 (DONIS, 1995, RIDPATH, 2010). Um grupo atipico nhomeado
como ‘HoBi*-likevirus ou BVDV-3 (LIU et al., 2009) também vém sendo relatado e
estd associado a doenca clinica em bovinos (DECARO et al., 2011; WEBER et al.,
2014a).Com base no efeito de replicacdo em cultivos celulares, BVDV também é
classificado em dois biotipos: citopatico (cytopathic - CP) e n&o-citopatico (non
cytopathic - NCP) (GILLESPIE; BAKER; McENTEE, 1960). O virus CP provoca
extensos danos nas células do cultivo entre 48 a 72 horas, enquanto os isolados
NPC causam pouca ou nenhuma mudanga na morfologia celular. Além disso, 0s
bidtipos NPC constituem a maioria dos isolados de campo e estdo associados as
infeccdes naturais, enfermidades entéricas, reprodutivas, congénitas.

No Brasil, existem diversas pesquisas que demonstraram a disseminagao do
BVDV entre os estados brasileiros desde o seu primeiro relato em 1968 (CORREA et

al., 1968).Weber et al. (2014c) relataram que a infecgdo em bovinos é endémica 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 localizagéo e o tipo de
exploracdo, e o impacto de outras espécies animais na epidemiologia do BVDV no
Brasil ainda € desconhecido. No estado de Sao Paulo, estima-se que a prevaléncia
para o BVDV varia entre 35 e 86,4% (LANGONI et al., 1995; ALEXANDRINO et al.,
2011).

A diversidade genética observada é refletida na presenca dos genétipos BVDV-1,
BVDV- 2 e BVDV-3'Hobi’ — like. Bianchi et al. (2011) e Weber et al. (2014b)
encontraram semelhantes distribuicbes do BVDV-1 e BVDV-2 no Brasil, com
frequéncias que variaram de 40-57% e 42-45%, respectivamente. Em relagéo ao
BVDV-3 pouco se sabe. E importante ressaltar que os genotipos brasileiros do
BVDV-2 sdo geneticamente distintos dos norte-americanos, europeus, asiaticos e
australianos, que frequentemente sao utilizados como cepas de vacinais e de
referéncia para testes de soroneutralizagao (WEBER et al., 2014c).

O BVDV pode ser transmitido pelas vias horizontal e vertical. A infeccdo pelo
BVDV NCP em fémeas prenhas imunossuprimidas no inicio da gestacao, por volta
de 40 a 142 dias, sofrem infeccdo fetal em 100% dos casos e originam bezerros
imunotolerantes e persistentemente infectados - Pl (Figura 1). Além disso, a infec¢ao
fetal pode promover malformacfes congénitas multiplas no sistema nervoso central,
morte fetal, abortamento em qualquer periodo da gestacdo, mumificacao, retardo no
crescimento fetal, nascimento de bezerros fracos e debilitados (LINDBERG, 2003).

O PI é a principal fonte de infeccdo no rebanho (FLORES, 2012) porque nao
apresentam ACsou doenca clinica ao nascimento.Estes animais podem desenvolver
a Doenca das Mucosas quando infectados pelo bi6tipo CP, geralmente fatal ao redor
de seis a 18 meses de idade (LINDBERG, 2003). Além disso, foi observada maior
incidéncia (48%) de doencas respiratérias dentre os bezerros Pl (LONERAGAN et
al., 2005; RIDPATH, 2010), sendo que no Brasil a prevaléncia de animais Pl 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 Pl apresentaram viremia continua em niveis médios a altos durante 150
dias de avaliacdo pos-desmame. Durante este periodo, o virus foi continuamente
excretado em secrecdes, observando-se maiores titulos nas secre¢fes nasais e
oculares. Nesta pesquisa também verificaram que a excre¢do viral por Pl introduzido

em grupo de 10 animaismantidos sob manejo intensivo proporcionou uma rapida
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transmissdo a todos os contactantes (30 dias). Sob condicbes extensivas, a
transmissao foi mais lenta (100 dias), mas atingiu grande parcela dos animais
(37/48).

As infeccdes pos-natais por BVDV em bovinos imunocompetentes sao
denominadas transitorias, e a gravidade das manifestacfes clinicas depende da
estirpe viral infectante. A maioria das infecgBes transitGrias em bovinos
soronegativos ao BVDV parece cursar na forma inaparente a branda (AMES, 2005),
devido a rapida producdo de ACs neutralizantes. Adoenca branda € manifestada
por hipertermia, leucopenia, e diminuicdo da producao de leite(MOERMAN, 1994).

InfecgBes sintomaticas sdo mais comumente observadas em bezerros que foram
privados de colostro; bovinos com baixas concentracdes de ACs maternos; ou em
animaisinfectadospor uma estirpe de BVDV heterélogo. As manifestacdes clinicas
nestes animais incluem hipertermia, letargia, leucopenia, secre¢do ocular e nasal,
Ulceras e erosdes orais, encurtamento das papilas bucais, diarreia e diminuicdo da
producao de leite. Estirpes de BVDV mais virulentas podem também causar erosées
epiteliais nos espacos interdigitais, bandas coronarias, tetos ou vulva (EVERMANN;
BARRINGTON, 2005), além dos quadros severos da Sindrome Hemorragica
(RIDPATH et al., 2000; LIEBER-TENORIO; RIDPATH; NEILL, 2003).
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Figura 1 — Esquema de infecgdo fetal pelo Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) e formagao de
bezerros persistentemente infectados (Pl) e com Doenca das mucosas. — S&o Paulo —
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Animais transitoriamente ou Pl pelo BVDV apresentam imunodepressao e
susceptibilidade a DRB e outras doencas, pois suprime o numero e a funcédo de
varios componentes do sistema imuneinato e adaptativo (CHASE; ELMOWALID;
YOUSIF, 2004).

Neutrofilos infectados por BVDV apresentaram comprometimento de suas
atividades microbicida, quimiotatica, e citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpos (POTGIETER, 1995). Monécitos podem sofrer apoptose,
que impacta na reducdo de 30-70% do numero dessas células (LAMBOT et al.,
1997; ARCHAMBAULT et al., 2003; GLEW et al.,, 2003). Macrofagos infectados
apresentaram reduzida capacidade de fagocitar bactérias patogénicas e fungos;
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contudo, a inibicdo funcional significativa foi induzida apenas pelas estirpes
virulentas de BVDV (CHASE; ELMOWALID; YOUSIF, 2004).

A apresentacao de antigenos pelas APCs infectadas encontra-se reduzida devido
a diminuicdo na expressao dos receptores Fc e C3, e pela regulacdo negativa das
principais moléculas do Complexo de Histocompatibilidade Il e proteinas B7
(WELSH; ADAIR; FOSTER, 1995; ADBLER et al.,, 1997; ARCHAMBAULT et al.,
2003; CHASE; ELMOWALID; YOUSIF, 2004). Estes eventos serdo refletidos na
resposta imune adaptativa.

O BVDV ¢ linfotrépico e causa deplecao linfocitaria nos 6rgéos linfoides, assim
animais infectados apresentam leucopenia por linfopenia (BRODERSEN; KELLING,
1999; ARCHAMBAULT et al., 2003). Das subpopulacdes de linfocitos T, a reducao
mais drastica é observada nas células T citotoxicas CD8", seguidas pelas células T
auxiliares CD4", e uma pequena redugéo das células T y/d circulantes (ELLIS et al.,
1988). Isolados virulentos de BVDV podem causar reducdes na expressao das
moléculas de MHCI das células infectadas, afetando assim a funcédo citotéxica das
células CD8", contudo, essa reducdo parece ser estirpe-dependente (CHASE;
ELMOWALID; YOUSIF, 2004). Além de deplecao linfocitaria, alteracbes funcionais
de células T CD4" s&o pronunciadas, e a infecgdo pelo biétipo NCP pode resultar em
predominio de resposta Th2. Assim, pode-se observar reduzida resposta mediada
por células e niveis de imunidade humoral exacerbada (COLLEN; MORRISON,
2000; WALDVOGEL et al, 2000; COLLEN et al, 2002).

A resposta imune humoral a infec¢cdo por BVDV depende, em grande parte, na
quantidade de anticorpos neutralizantes séricos e na relagdo antigénica da estirpe
infectante com aquela que o hospedeiro foi exposto, embora a imunidade cruzada
possa ser conferida por meio de vacinacdo com estirpes heterélogas (FULTON;
BURGE, 2000; FULTON et al., 2003). Em animais imunocompetentes, ha formacéo
de anticorpos entre duas a trés semanas apdés a infeccdo. Estes anticorpos
circulantes sdo capazes de neutralizar o virus e impedir que alcance os érgdos-alvo
e ao feto (BROWNLIE, 2002). Em contrapartida, fetos PI incorporam erroneamente
proteinas viras como sendo proprias do organismo, e entdo o sistema imune do
hospedeiro ndo forma anticorpos contra BVDV (FLORES et al., 2005).

Além dos status imune do hospedeiro, o bibtipo infectante e sua variacédo
genotipica podem determinar a viruléncia e antigenicidade da estirpe, resultando em

doenca severa. Os virus do genotipo BVDV-1 séo responsaveis por infeccbes de
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carater brando a moderado, além disso abrangem a maioria das cepas vacinais e
das estirpes de referéncia usadas nos testes de soroneutralizagdo. Em
contrapartida, BVDV-2 tem sido associado com surtos de BVD aguda e doenca
hemorragica no Canada, em 1993 e 1994, entretanto, € valido ressaltar que esse
grupo antigénico também contempla isolados de baixa ou moderada viruléncia
(PELLERIN et al., 1994; CARMAN et al., 1998; CORAPI et al., 1990; FLORES et al.
2005). O BVDV-3 ou ‘Hobi-like esta ainda sobre o ambito da investigacao
epidemioldgica e patolégica, mas parece estar relacionado a doenca reprodutiva
branda (BAUERMANN et al., 2013).

2.3 HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1 (BoHV-1)

O Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é pertencente a familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae, e género Varicellovirus. A particula viral tem entre 70
a 110 nm de diametro e é constituida por um capsideo icosaédrico, envelope
glicoproteico e genoma DNA linear de fita dupla (FENNER, 1987).

O envelope viral € composto por dez glicoproteinas, denominadas gB, gC, gD,
gE, gl, gH, gL, gG, gK e gM(SCHWYZER; ACKERMANN, 1996). As glicoproteinas
gB, gC, e gD possuem grande potencial imunogénico, devido a sua localizacéo e
funcdo bioldgica, e estdo envolvidas na adsorgdo e fusé@o celular (gB, gC e gD) e
penetracdo (gB e gD) do BoHV-1 em ceélulas hospedeiras (LI et al., 1995;
METTENLEITER, 2002).

O BoHV-1 exibe capacidade de permanecer em laténcia nos ganglios
nervosos do hospedeiro (ACKERMANN et al.,1982, STRAUB, 1991). Em situagdes
de suceptibilidade, a proteina timidina kinase (constituinte do BoHV-1) participa do
processo de reativagdo do virus em estado de laténcia (SCHWYZER; ACKERMANN,
1996).

No Brasil, o primeiro relato da infec¢cdo por BoHV-1 foi registrado por Galvéao,
Dolia e Alice (1962) na Bahia, sendo o virus isolado pela primeira vez por Alice em
1977 nesse Estado (ALICE, 1978). Okuda et al. (2006), apresentou dados do
Laboratério de Viroses de Bovideos do Instituto Bioldgico obtidos no periodo 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 soroneutralizacdo. Desde entdo, varios estudos
sorologicos revelaram uma prevaléncia variavel de animais portadores de anticorpos
entre 6,86% e 86,8% na pecuaria de corte e leite, respectivamente (SANTOS SILVA
et al., 2015).

A transmissdo do BoHV-1 pode ocorrer por inalagdo de aerossois
contaminados ou por contato direto com secrec¢des nasais de animais infectados.
Ambas as formas de transmissao sao consideradas importantes na disseminacao do
virus em rebanhos criados em confinamento (VAN DONKERSGOED; BABIUK,
1991). A transmissdo indireta ocorre principalmente pela ingestdo de é&gua e
alimentos contaminados ou pelo uso vaginas artificiais contaminadas durante a
coleta de sémen (ENGELS; ACKERMANN, 1996). Outra forma de transmisséo é a
venérea, pela monta natural e/ou inseminacgao artificial (IA) devido o contato com o
sémen (PHILPOTT, 1993).

As manifestacdes clinicas apresentadas pelos animais infectados dependem
dos gendtipos 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.lestdo
relacionados com casos de abortamentos, conjuntivite, mas principalmente
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) (EDWARDS et al., 1990, SOUZA et al., 2002).
BoHV-1.2a e BoHV-1.2bestdo associados a uma grande variedade de
manifestacbes clinicas vinculadas ao sistema reprodutivo, mais comumente
vulvovaginite/balanopostite pustular infecciosa (IPV/IPB); entretanto, somente o
subtipo BoHV-1.2a causa abortamentos, principalmente em fémeas com idade
gestacional superior a seis meses (VAN OIRSCHOT, 1995).

As principais manifestagfes clinicas observadas em bezerros estao
vinculadas ao trato respiratorio devido a patogénese viral que inclui a mucosa
respiratéria como a principal via de propagacéo direta do BoHV-1(WINKLER et al.,
2000), além do nervo trigémio (HOMAN; EASTERDAY, 1980). Manifestacdes
clinicas também foram observadas nacavidade oral, esofagica e ruminal, bem como
em figado, rins, e baco (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).



40

Moeller et al. (2013) demonstraram quadro sistémicocausado pelo BoHV-1
em bezerros recém-nascidos por meio de exames histopatologicos. Cerca de 2,08%
(62/2980) dos bezerros avaliados entre 1-30 dias de idade apresentaram lesfes
compativeis com infeccéo pelo Herpesvirus Bovino tipo 1 no exame histopatoldgico.
A média e mediana da idade dos bezerros acometidos foi de 14 dias de idade. As
lesBes encontradas nos 6rgéos de acordo com o numero de animais afetados foram
glandula adrenal (54), figado (18), pulmdes (15), rim (8), intestino delgado (7),
intestino grosso (7), ramen/omaso (7), traquéia/laringe (3), abomaso (2), coracédo (1),
esobfago (1), timo (1), e linfonodo (1). As lesbes que se apresentaram sugestivas de
infeccdo por BoHV-1, foram confirmadas pela imunohistoquimica com anticorpo
policlonal especifico.

A forma respiratéria € caracterizada por aumento da temperatura corporal,
hiperemia das mucosas, rinite, dispnéia, corrimento nasal seroso, lesfes erosivas na
mucosa nasal e, ocasionalmente, pneumonia. A taxa de mortalidade é baixa mas
podem ocorrer complicacbes em decorréncia de infec¢cdes bacterianas secundarias
ou de outras infeccdes virais superpostas (KAHRS, 1977; WYLER et al., 1989).

Em fémeas, a forma genital manifesta-se clinicamente pelo aparecimento de
pequenas vesiculas de 1 a 2 mm de didmetro que evoluem para pustulas e erosdes
localizadas na vulva e vagina. O epitélio vulvar apresenta-se edemaciado,
hiperémico e com secrecdo que pode tornar-se mucopurulenta devido a
contaminagdo bacteriana secundaria. Em touros, lesdes similares sdo encontradas
no prepucio e pénis (GIBBS; RWEYEMANN, 1977; WYLER et al., 1989).

IBR e IPV ndo sdo as Unicas formas de manifestacdo clinica das infeccdes
pelo BoHV-1. Tanto em rebanhos de corte quanto de leite também podem ocorrer
quadros clinicos de conjuntivite, enterite, encefalite e distarbios reprodutivos. Estes
sdo caracterizados por mortalidade embrionaria precoce e/ou tardia, com repeticdes
de cios a intervalos regulares e/ou irregulares; mortalidade fetal com abortamento;
natimortos; mortalidade neonatal e infertilidade (KARHS, 1977; STRAUB, 1991).

As respostas imunes primarias ao BoHV-1 ocorrem em resposta 0s principais
epitopos presentes no capsideo (gB, gC e gD), que estimulam os linfocitos T
auxiliares CD4" (LEARY; SPLITTER, 1990B), enquanto gC e gD s&o potenciais
alvos para atividade citotoxica de CD8" (DENIS et al.; 1993).

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

mais importante na prevencéo de uma infeccdo do que na recuperacao, visto que a
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presenca do anticorpo ndo evita a disseminagdo do virus célula a célula, pois o
mesmo se dissemina via pontes intracelulares. Além disso, as respostas de
anticorpos se tornam detectaveis apenas quando a recuperacdo da infeccdo pelo
virus ja esta em curso. Por outro lado, em casos de reativacao viral ou reinfeccéao, os
anticorpos atuam neutralizando virus extracelulares e impedindo sua disseminagao
(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 imunodepressao no hospedeiro diminuindo
a expressao do MHC e apresentacdo de antigenos, além de promover morte das
células T citotdxicas. Estes mecanismos favorecem a proliferacdo viral e reativacéo
do virus em laténcia. Assim, os agentes bacterianos secundarios contribuem para o
estabelecimento da DRB (LEVINGS; ROTH, 2013).

2.4 VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL BOVINO (BRSV)

O virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) tem sido reconhecido como um
dos principais patdgenos responsaveis por uma sindrome respiratoria aguda em
bezerros desde a década de 70 (PACCAUD; JACQUIER, 1970; WELLEMANS;
LEUNEN; LUCHSINGER, 1970).

BRSV € um virus envelopado de RNA, ndo segmentado, de cadeia negativa,
que pertence a familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género
Pnuemovirus. O tamanho varia de 35 a 150 nm de diametro, mas pode alcancar uma
forma filamentosa com um diametro entre 60 e 100 nm (VALARCHER; TAYLOR,
2007). A particula viral do BRSV é um invélucro lipidico que contém trés
glicoproteinas de superficie (glicoproteina [G], proteina de fusdo [F] e uma pequena
proteina hidrofobica [SH]). O envelope engloba um nucleocapsideo helicoidal
compostopor nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina polimerase dependente
de RNA viral (L). Além dessas proteinas, ha uma matriz protéica composta por trés

formas (M, M2.1 e M2.2) e duas proteinas ndo estruturais NS1 e NS2. Estas
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proteinas ndo estruturais sdo importantes na resisténcia aos interferons a e B
(VALARCHER; TAYLOR, 2007)

O virus bovino possui similaridades com o virus humano, Virus Sincicial
Respiratorio (RSV). O virus humano € a causa mais importante de doenca pulmonar
infecciosa em criangas 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, o0 BRSV foi detectado pela primeira vez a partir de tecidos de
pulm&o de bezerros abatidos no Rio Grande do Sul (GONCALVES et al., 1993).
Desde entdo, pesquisa de soroprevaléncia (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 S&o
Paulo. Neste estudo, as elevadas prevaléncias de BRSV foram associadas a
presenca do BoHV-1 e BVDV, o que dificultaram a determinacéo dos fatores de risco
envolvidos na sua disseminacao.

A maneira mais comum de transmissdo do BRSV ¢é direta, e ocorre pelo
contato entre infectado e contactantes. A transmissao ocorre principalmente devido
as particulas virais presentes nas descargas nasais. As manifestacdes
clinicasgeralmente sdo observadas em bezerros com idade inferior a seis meses.
Em regides ndo endémicas, bovinos adultos podem ser infectados, mas geralmente
a doenca € menos grave do que nos animais mais jovens (TAYLOR et al., 2005;
HAGGLUND et al., 2006). A infeccéo € caracterizada por febre, anorexia, depresséo,
tosse, aumento da frequéncia respiratdria, € na maioria dos casos graves, dispnéia e
sibilos. LesGes macro e microscopicas revelam grandes areas de consolidacéo
pulmonar,enfisema, bronquiolite e pneumonia intersticial. Na infeccao pelo BRSV, a
extensdo do dano pulmonar ndo esta relativamente correlacionada com a duragéo
relativamente curta da infeccéo viral, 3-4 dias, ou limitada distribuicdo do virus no
organismo (GERSHWIN et al., 2008).

A interagdo inicial do BRSV com as células do sistema imune inato
desencadeiam o processo da doenca e estimulam o inicio da resposta imune
adaptativa. As células dendriticas representam o ponto critico para a modulacéo da
resposta imune ao BRSV predominantemente Th2, cuja capacidade para producao

de IL-12 néo é suficiente para iniciar a proliferacao de células Thl (GERSHW!INet al.,
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2008). Estudos com RSV em humanos demonstraram que a interagdo entre o virus
e as ceélulas dendriticas pulmonares resultou na reducdoda capacidade em produzir
citocinas anti-virais que estimulam uma resposta de células T (BUENO et al.,
2008).Assim, a remocao de células hospedeiro infectadas por BRSVé fraca e
transitria ao contrario da maioria das viroses(GADDUM et al., 1996; WOOLUMS et
al, 2004). Alguns estudos com RSV humano demostraram que a resposta de células
T citotoxica podeser bloqueada pela producdo de citocinas Th2 (BUENO et al.,
2008), e que este fato também se aplicaao BRSV (GERSHWIN et al., 2008).

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

BPIV-3 foi isolado pela primeira vez, nos Estados Unidos, a partir de secrecao
nasal de bezerros com o quadro denominado “febre do transporte” (ANDREWES,;
BANG; BURNET, 1955). O virus € membro da familia Paramyxoviridae, subfamilia
Paramyxovirinae, género Respirovirus (FAUQUET et al., 2005).

Como outros Paramixovirus, BPIV-3 consiste em uma particula viral
filamentosa de 150-200 nm, com nucleocapsideo do tipo “espinha de peixe”,
rodeado por um envelope lipidico com fragmentos de glicoproteinas especificas do
virus. O nucleocapsideo é composto pelo genoma, um RNA de cadeia simples, de
polaridade negativa, e € firmemente revestido com a proteina da nucleocapsideo
(NP). O nucleocapsideo também contém duas outras proteinas que se apresentam
em aglomerados, a fosfoproteina (P) e a proteina “grande” (L) (HAMAGUCHI et al.,
1983). A proteina NP, em conjunto com as proteinas P e L, sdo sempre encontradas
em um complexo e compreendem a RNA-polimerase viral, que é essencial para a
transcricdo de RNA mensageiro (RNAm) viral e replicagdo do RNA gendmico. A
matriz ndo glicolisada, ou proteina M, é a mais abundante proteina viral presente nas
células infectadas (TAKIMOTO; PORTNER, 2004).

No momento, trés genotiposA, B e C foram descritospara o BPIV-3 de acordo
com andlises 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 diferencas significativas nas

caracteristicas antigénicas entre os genotipos do BPIV-3, e que, portanto, a
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presenca de somente o genétipo BPIV-3A em vacinas comerciais, deve ser
reconsiderado, pois ndo se sabe se h& protecéo cruzada entre os genotipos.

O primeiro isolamento do BPIV-3 no Brasil ocorreu em Sao Paulo, em 25
amostras de pulmdo de bovinos com lesbes pneumobnicas coletadas em
abatedouros. Destas amostras foram isoladas quatro cepas do virus, que eram
antigenicamente semelhantes ao Virus da Parainfluenza Humana (CANDEIAS;
SUGAY; RIBEIRO, 1971).Sponchiado (2014) demonstrou uma prevaléncia para o
BPIV-3 de cerca de 80,4% em rebanhos do Estado do Parana. Esta prevaléncia foi
proxima aos resultados de 84,1% obtidos no estado de S&o Paulo
(CANDEIAS;RIBEIRO, 1970) e dos 82% obtidos na espécie ovina na microrregiao
de Botucatu-SP (GONCALVES et al., 2011). Este estudo determinou ainda a partir
das amostras estudadas, prevaléncia para associacfes virais de BPIV-3 e BRSV
(37,1%) e entre BVDV, BPIV-3 e BRSV (19,5%).

A transmissdo do BPIV-3 ocorre pelo contato direto dos animais néo
infectados com secrecdes nasais, oculares e aerossois de bovinos infectados.A
infeccdo peloBPIV-3 se caracteriza por uma variedade de manifestacdes clinicas
inerentes a DRB. Além disso, o comum envolvimento de mdultiplos patégenos na
DRB dificulta a apresentacdo de manifestacdes especificas a infeccdo somente por
BPIV-3 (ELLIS, 2010).

Alguns dos animais infectados apresentam dispnéia, tosse, descarga nasal
serosa ou mucopurulenta, lacrimejamento, conjuntivite, inapeténcia e temperatura
elevada, sinais tipicos da febre do transporte. Em desafios experimentais, bezerros
manifestam a doenca compicos febris (4-5 e 7-10 dias pés-infeccdo),
lacrimejamento, descarga nasal serosa abundante, depressdo, dispnéia e tosse.
Muitos animais exibem manifestacdes clinicas brandas, recuperando-se em poucos
dias. Entretanto, a infeccdo 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 0s
anticorpos em secrecdes nasais se apresentaram em baixas concentracbes ou
foram indetectaveis de 6 a 8 semanas poés infeccdo. Com a reexposi¢ao ao virus, a
resposta imune humoral permitiu deteccéo de titulos elevados de anticorpos em soro
e mucosa nhasal, sendo gue 0s anticorpos da mucosa perduraram por um periodo de

5 meses, enquanto as concentragcdes no soro permaneceram elevadas por longo
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periodo (FRANK; MARSHALL, 1971). Bezerros com altas concentracdes de
anticorpos em mucosas e baixas concentragcbes de anticorpos seéricos foram
protegidosda doenca clinica ap0s o0 desafio experimental, em contrapartida,
elevadasconcentracdes de anticorpos no soro e baixasem mucosas nao garante
protecdo (GATES et al., 1970). Dessa forma, concluiu-se que as concentragdes de
anticorpos nas mucosas estdo mais associadas com a prevencao e reducéo da
doenca ou prevencdo da infec¢cdo, enquanto os anticorpos séricos desempenham
um papel na reducédo da gravidade da doenca quando manifestada (GATES et al.,
1970; FRANK; MARSHALL, 1971).Um estudo (TOTH; FRANK, 1988) relata ainda o
reconhecimento de proteinas, com pesos moleculares consistente com HN, F, e NP,
por anticorpos presentes no soro de bezerros apds exposicdo experimental por
aerossol de BPIV-3.A reposta imune celular ao BPIV-3 ainda é pouco conhecida nos
bovinos (KAPIL; BARBARA, 1997).

Resposta linfoproliferativa virus-especifica e inibicdo da migracdo de
leucécitos foram demonstrados em células de bovinos infectados com BPIV-3
(MORENO-LOPEZ, 1977; JOHNSON; MOREIN, 1977). Extrapolando-se resultados
do virus Sendai (mPI;V) como modelo de resposta imune celular para o BPIV-3,
pode-se observar que a deplecéo de células T CD4" inibe a producédo de anticorpos,
mas apenas no “pool’marginal, novamente sugerindo um papel critico das células T
citotoxicas na recuperacao da infeccdo (HOU et al., 1992). Em humanos, acredita-se
que as células T citotoxicas CD8" possam ser especificas para proteinas internasdo
hPIV3, conferindo uma protecdo mais fraca e menos duradoura que a resposta por
anticorpos contra as glicoproteinas. Assim, 0s anticorpos presentes na secrecao e
células T citotoxicas, provavelmente conferem uma protecdo incompleta e pouco
duradoura contra reinfec¢do, enquanto anticorpos neutralizantes do soro promovem

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

2.6 DESENVOLVIMENTO DA RESPOSTA IMUNE DO RECEM-NASCIDO

O desenvolvimento do sistema imune do feto bovino ocorre durante o periodo
gestacional e,portanto particularidades inerentes a esse periodo podem influenciar

seu desenvolvimento imunoldgico (TIZARD, 2008).
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O sistema imune materno ao interagir com o feto produz citocinas vinculadas
a resposta imunoldgica do tipo Thl, responséveis por inflamagcdo e necrose das
células do trofoblastos que originardo a placenta. Dessa forma, a intensificacdo da
resposta Th2 ocorre para a supressdo da Thl (WEGMANN et al., 1993). Alguns
autores acreditam que estas citocinas podem ser transferidas da mé&e ao feto
durante a gestacdo e suprimir a resposta Thl dos recém-nascidos tornando-os
susceptiveis aos agentes virais e demais patdégenos intracelulares (CHASE;
HURLEY; REBER, 2008).

As células participantes dos mecanismos de imunidade inata e especifica séo
originadas de uma mesma célula tronco hematopoiética e pluripotente.A formacéo
inicia-se com o0 desenvolvimento do timo aos 41 dias de gestacdo, seguido dos
linfécitos sanguineos (45 dias), medula 6ssea e baco (56 dias), IgM positivo (59
dias), linfonodos (60 dias), sistema complemento (90 dias), granuldcitos (110 dias),
IgG sérica (135 dias), tonsilas (155 dias) e placas de Peyer (175 dias) (TIZARD,
2008).

As células B surgem apds a formacdo e desenvolvimento do baco e
linfonodos, e a capacidade de produzir anticorpos aumenta com a maturagdo dos
orgdos do sistema imune. Os linfocitos sanguineospossuem capacidade em
responder aos patdgenos aos 75 a 80 dias da gestacédo (TIZARD, 2008).

As células fagocitérias, tais como neutréfilos e macréfagos, garantem minima
protecdo no inicio da vida fetal, pois permanecem por muito tempo na medula 6ssea
para proliferacaoe diferenciacdo, sendo liberadas para a circulacdo sanguinea apés
130 dias de gestacdo (BARRINGTON; PARISH, 2001). Esse sistema € capaz de
realizar a opsonizacao e fagocitose semelhante ao sistema imune do adulto, apesar
de o nivel sanguineo das células estarem em baixa quantidade no feto (TIZARD,
2008).

O ambiente feto-placentario dos ruminante & estéril e impermeavel aos
microrganismos, sendo assim 0s recém-nascidos apresentam sistema inume virgem.
Em contrapartida, a placenta do tipo sineptéliocorial impede a passagem de
anticorpos durante a gestacdo (BARRINGTON; PARISH, 2001, CORTESE, 2009). O
amadurecimento do sistema imune inicia-se ap0s nascimento com a sua exposi¢cao
aos microrganismos ambientais, sendo inicialmente lenta e de baixa
intensidade(CORTESE, 2009).
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Os elevados niveis 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, diminuicdo da atividade funcional
das células NK, menor propor¢cdo de células dendriticas, e diminuicdo da atividade
fagocitica dos macrofagos e neutréfilos (BARRINGTON; PARRISH, 2001).

O bezerro recém-nascido apresenta predominio da subpopulacédo de linfécitos
TCRyd" (25%), em relacdo ao CD8" (10%) e CD4" (20%). Linfécitos B representam
apenas 4% dos linfécitos circulantes ao nascimento. Com o desenvolvimento do
bezerro, observa-se diminuicdo da populacdo de células TCRyd" e aumento dos
linfécitos B. Proporcdes de células semelhantes ao bovino adulto sdo atingidas
apenas na puberdade (KAMPEN et al., 2006).

Diante do cenario exposto, pode-se afirmar que a assisténcia imunoldgica é

essencial para garantir a sobrevida dos bezerros.

2.7 IMUNIZACAO BEZERROS

A primeira e principal forma para prevenir as doencas em bezerros € o
fornecimento do colostro rico em componentes biolégicos ativos, tais como fatores
imunolégicos, 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
colostrometro (MECHOR; GROHN; VAN SAUN, 1991) e/ou refratrbmetro Brix
(QUIGLEY et al., 2013). E recomendado teores de Igs acima de 50 g/L (GODDEN,
2008) ou indice Brix superior a 21% (QUIGLEY et al., 2013). Gomes et al. (2010)
verificou concentracdes de Igs presentes no colostro de vacas da raca 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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Concentragfes séricas inferiores a 1000 mg/dL de IgG em recém-nascidos
caracterizam a falha na transferéncia 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 minimo 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 apdés o nascimento pelo
fornecimento minimo de trés 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 administracdo do colostro pode ser realizada por meio de amamentacao
natural, mamadeira ou sonda esofagica (BESSER; GAY; PRITCHETT, 1991,
ELIZONDO-SALAZAR; JONES; HEINRICHS, 2011). Contudo, a amamentacao
natural apresenta desvantagem em relacdo 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 esofagica (10,8%)
(BESSER et al., 1991; ELIONDO-SALAZAR et al., 2011).

Mundialmente estudos tém demonstrado a transferéncia de imunidade
passiva para 0s agentes virais envolvidos na DRB, entretanto as concentracfes de
anticorpos maternos especificos para as viroses respiratdrias diminui ao longo do
tempo tornando as bezerras susceptiveis a 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 vacinacdo precoce dos bezerros deveria ser
considerada no sistema de criagao.

A problematica se encontra no momento ideal para o fornecimento de
imunidade ativa aos bezerros que ainda possuem titulos de anticorpos
remanescentes, pois esses anticorpos podem reagir aos antigenos vacinais e serem
blogueados (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 vacinacao precoce promoveu um decréscimo
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mais lento nos niveis de anticorpos maternos circulantes (MUNOZ-ZANZI et al.,
2002; FULTON et al., 2004).

Outro ambito da pesquisa internacional aborda o estimulo dos linfocitos e
consequentemente da resposta Thl, apesar do aparente déficit da imunidade
humoral (LEMAIRE et al., 2000; ENDSLEY et al, 2003; SLUIJS; KUHN;
MAKOSCHEY, 2010).

Em territério brasileiro, as limitacbes apresentadas a respeito da vacinacao
precoce dos bezerros para a DRB € agravada visto que o uso de vacinas vivas para
o BVDV néo é permitido (FLORES et al.,, 2005).A comercializacdo das vacinas
intranasais, compostas por cepas de BVDV vivas e atenuadas, poderiam estimular
resposta imune de mucosas sem influéncia dos anticorpos maternos (ENDSLEY et
al., 2003; RIDPATH et al., 2003). O cenario brasileiro impossibilita 0o uso das
informacdes geradas em outros paises devido as diferentes imunogenicidades
induzidas pelas vacinas contendo o BVDV inativado ou vivo e atenuado.

Vale ressaltar que a literatura nacional utiliza em seus protocolos de
vacinacao as estirpes virais vivas, visto que antigenos vacinais inativados produzem
uma resposta imune de baixa intensidade e curta duracdo (KELLING, 2004). Nesse
cenario, o Brasil apresenta vacinas comerciais contendo somente antigenos vacinais
inativados, devido a protocolos de biosseguranca estabelecidos pelo Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Esse fato pode contribuir para respostas
imunes diferenciadas quando comparadas aos estudos internacionais.

As lacunas apresentadas referentes a imaturidade imune, duracéo e efeito de
blogueio dos anticorpos maternos na resposta vacinal, associadas a escassez de

pesquisas brasileiras motivou o desenvolvimento deste estudo.
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CAPITULO 1 - IMUNIDADE PASSIVA COLOSTRAL PARA AS VIROSES
ENVOLVIDAS NA DOENCA RESPIRATORIA BOVINA
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3 INTRODUCAO

Bezerros neonatos apresentam-se agamaglobulinémicos, imaturos e
imunossuprimidos ao nascimento. Em seguida, observa-se estimulacdo do sistema
imune ocorre por microrganismos ambientais, resultando em resposta primaria
inicialmente lenta e de baixa intensidade (CORTESE, 2009), essa resposta aumenta
gradualmente até alcancar status semelhante aos bovinos adulto na puberdade
(KAMPEN et al., 2006). Durante este periodo de desenvolvimento, a administracao
de colostro pode ser fundamental para a transferéncia passiva de componentes
imunes que possuem acgdo direta aos patdgenos, e também participam da ativacao
dos linfécitos incialmente virgem (NOVO, 2015).

O manejo do colostro contempla a avaliacdo da sua qualidade pela
mensuragao dos teores de IgG (=5.000 mg/dL), que deve ser fornecido nas primeiras
horas de vida, periodo maximo 18-24 horas pds-nascimento, garantindo um volume
minimo equivalente a 8-10% peso vivo do bezerro (GODDEN, 2008). Com este
protocolo, pretende-se que as concentracfes séricas de proteina 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 duragdo estao diretamente
proporcionais as concentracdes de anticorpos especificos ingeridos e absorvidos a
partir de colostro (MUNOZ-ZANZI et al., 2002; KIRKPATRICK et al., 2008).

A transferéncia de anticorpos especificos para as viroses respiratérias
depende de contato prévio das vacas por exposi¢do natural, vacinacdo ou ambos.
Dentre estas opcfes, a exposicdo natural resulta em maiores concentracdes de
anticorpos especificos no colostro (GATTI et al.,, 2010). Os titulos 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 as viroses inicia-se quando concentracfes de ACs sao
inferiores a log, 4 para BVDV (RIDPATH; BOLIN, 1995), log, 5 para BoHV-1
(POSPISIL et al., 1996), log, 5,5 para BRSV e log, 5,5 para BPIV-3 (WINDEYER et
al., 2015). A partir destes momentos, 0s anticorpos maternos sao insuficientes para
proteger os recém-nascidos mas desempenham importante papel supressor na
resposta imune ativa induzida pela vacinacdo ou exposi¢cao natural (ELLIS et al,
2001).
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Kirkpatrick et al. (2001), demonstraram que 0 tempo para 0S 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 0 BRSV e 4,9+1,66 meses para o BPIV-3).

A completa metabolizacdo dos ACs maternos possibilita a inducdo da
resposta imune pela vacinagdo (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 més de vida, resultando no tratamento de 21,9% (630/2874) desses animais
(WINDEYER et al., 2013).

Diante do cenério apresentado, a imunizacdo de bezerros para a profilaxia da
DRB tém sido um desafio em ambito internacional. Em relagdo ao Brasil, existem
apenas pesquisas abordando a transferéncia passiva de ACs para BoHV-1 em
estudos transversais ou longitudinais limitados a um curto periodo de avaliacao.

A hipétese 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 dindmica de anticorpos especificos para as viroses respiratérias e

subpopulacdes de linfocitos em bezerros do nascimento aos oito meses de idade.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS BEZERROS

Foram acompanhados os nascimentos de 25 bezerros recém-nascidos
machos da raga Holandesa oriundos de fazenda comercial, localizada em Araras,
Sédo Paulo (Figura 2). Os partos foram acompanhados para assisténcia aos recém-
nascidos e controle do manejo de colostro. Inicialmente os animais foram secos, em
seguida, realizou-se a avaliagcdo clinica e estabelecimento do escore APGAR

(Quadro 1), como proposto por Rodrigues (2008).
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A antissepsia do umbigo foi realizada logo apds o nascimento, pela imersédo
completa do cordao umbilical em recipiente contendo tintura de iodo a 10% por pelo
menos 1 minuto e meio, repetindo-se o processo apos 12 horas. A partir do segundo
dia, foi realizada antissepsia com tintura de iodo a 5% duas vezes ao dia até

mumificagcdo do cord&do umbilical.

Quadro 1 - Escore para avaliacdo da viabilidade do bezerro recém-nascido pela escala de APGAR
— S&o Paulo - 2015

o o Escore
Critérios de avaliacdo 0 1 >
Frequéncia cardiaca Ausente Bradicardia/lrregular Normal/Regular
Esforgo respiratério Ausente Irregular Regular
Tonus muscular Flacidez Alguma flexao Flexao
Irritabilidade reflexa Ausente Algum movimento Hiperatividade
Coloragéo de mucosas Ciandticas Hipocoradas Normocoradas

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

Figura 2— Assisténcia aos recém-nascidos e colostragem dos bezerros
imediatamente apds nascimento, Sao Paulo — Sao Paulo — 2015.

(a) (b)

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

Legenda: (a) Assisténcia ao recém-nascido imediatamente apds o parto; (b)
Fornecimento de colostro ao recém-nascido com auxilio de
mamadeira.
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4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Como critério de incluséo, os bezerros deveriam ser livres da infeccédo pelo
BVDV, BoHV-1, BRSV e BPIV-3 ao nascimento. Assim, amostras de soro sanguineo
e sangue total foram obtidas antes da mamada do colostro para realizacdo da
soroneutralizacdo (SN) para todas as viroses e reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-PCR) apenas para o BVDV. Estas amostras foram congeladas a
temperatura de-80°C e encaminhadas para processamento no Laboratério de
Viroses de Bovideos do Instituto Bioldgico. Seguindo estes critérios 2/25 bezerros

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

4.2.1 Soroneutralizacéo

A técnica de soroneutralizacdo (SN) foi realizada de acordo com a OIE
(2013). Para tanto, foram utilizadas placas de poliestireno de 96 cavidades,
utilizando uma diluicdo constante do soro, na base logaritmica 2, a partir das
diluicdes 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 antibioticos.

Feita a diluicdo das amostras, foi adicionado a placa 50 pyL da solucdo
contendo TCIDsg/100u. (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
CO,. Para o BoHV-1, foi adicionado a placa 100 uL da solug&o contendo TCIDso/100u0
e as placas foram incubadas por 18-24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO..
Apos este periodo, suspensao 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 CO, durante 4 a 5 dias.

A infectividade foi indicada pelo “Efeito Citopatico” (ECP) visivel na
monocamada celular em placas, em microscopio invertido. O titulo de anticorpos foi
expresso como a maior diluicdo do soro que inibiu completamente a infectividade e

consequentemente o ECP em ambas as cavidades de cada diluicdo. A poténcia do
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virus foi observada na retrotitulacdo através do calculo do titulo, de acordo com
Reed e Muench (1938).

4.2.2 Reacgdo em cadeia da Polimerase em Tempo Real

Amostras de sangue total foram homogeneizadas por inversdo 10 vezes, em
seguida os tubos foram centrifugados a 1.200 rpm por 15 minutos a 22° C
(temperatura ambiente). Apos a centrifugacdo, o plasma foi descartado e a camada
de leucadcitos removida e reservada para a realizacdo do RT-PCR.

A extracdo do &cido nucléico foi feita empregando-se solucdo comercial
(Trizol LS® Reagent)!. A transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR) convencional foi realizada de acordo com as instrugées do
manual do fabricante do kit comercial?.

Os primers utilizados na reacao detectaram regiées comuns para BVDV 1 e 2,
baseados em uma sequéncia de 290 nucleotideos, localizados na regido 5" néo
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 pocos em gel
de agarose a 1,5% em tampdo TBE 1X a voltagem de 100V por uma hora. Os
amplicons foram evidenciados apo6s coloracdo com gel red diluido (1:150) em
nuclease free water®, e a visualizacdo foi feita utilizando o transluminador sob luz
ultravioleta (320nm). Os fragmentos de DNA foram comparados com o padréo de
pares de base apresentando incrementos de 100 pb (DNA ladder de 100 pb )*. As
amostras foram consideradas positivas quando a amostra testada apresentou uma

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

! Invitrogen®, Sao Paulo-SP, Brasil.

% Access Quick™ RT-PCR System, Promega, S&o Paulo-SP, Brasil.
3Promega®, S&o Paulo-SP, Brasil.

4Invitrogen®, S&o Paulo-SP, Brasil.
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4.3 COLOSTRAGEM

O colostro utilizado nesta pesquisa foi obtido de vacas imunizadas com vacina
comercial®, contendo estirpes de BVDV do tipo 1 (5960) e tipo 2 (53637) inativadas;
BoHV-1 (Cooper) e BPIV-3 (RLB 103) vivos/termosensiveis; 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 ap0s a primeira
ordenha das doadoras com o auxilio de colostrémetro (IgG=5.000 mg/dL). O colostro
foi identificado e congelado a -20°C em aliquotas de 2 litros.

Os bezerros receberam quatro litros de “pool” de colostro por meio de
mamadeira e/ou sondagem esofagica, dividido em duas amamentacdes de dois litros

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

4.41SOLAMENTO E MANUTENCAO

Os animais foram mantidos na fazenda de origem até os 15 dias de vida, e
posteriormente foram transferidos para a Clinica de Bovinos e Pequenos
Ruminantes (CBPR) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de S&o Paulo (USP).

Na fazenda de origem o0s animais permaneceram em instalacao
compartilhada(10x5m) e coberta, com no maximo seis animais. O local da instalacéo
era previamente lavado com agua e sabdo neutro. Apds seco, o local era
desinfetado com o uso de cal virgem. A cama utilizada era composta por feno
proveniente da fazenda. Havia boa ventilagdo no local e 0 uso era exclusivo para
criacao 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 desinfeccéo foi modificado neste momento. As

baias eram lavadas com agua, sabao neutro e hipoclorito de sddio. Apds enxague,

>Cattle Master Gold FP5 + L5®, Zoetis , S40 Paulo-SP, Brasil.
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era realizada desinfeccdo por meio de vassoura de fogo em paredes, chao,
comedouro e bebedouros. Somente apos este processo 0s animais eram inseridos
no local. A cama das baias era composta por maravalha, sendo reposta pelos
funcionarios da CBPR cerca de duas vezes ao dia para remocdo dos dejetos. O
processo de lavagem e desinfecgéo era repetido a cada 30 dias.

Mesmo diante de todoesse cuidado, o fluxo de pessoas e animais na area
comum era muito maior. Além disso, os funcionarios utilizavam a mesma vestimenta,
sem prévia desinfeccéo, para a limpeza de todas as demais baias da CBPR.

Os bezerros foram alimentados com 6L de sucedaneo lacteo® por dia, racdo
peletizada’, sal mineral e agua “ad libitum” até o desmame.

Aos dois meses de idade iniciou-se o desmame gradual dos bezerros, com
duracédo de sete dias consecutivos. No momento do desmame, 0s bezerros estavam
ingerindo 1.000 gramas de ragdo ao dia observando-se aumento gradual do
consumo até o fornecimento maximo de trés Kg ao dia. Apés o desmame, 0s
animais foram mochados, tdo logo que passasse 0 estresse pos-desmame, mas que
também nao prejudicasse as avaliacdes subsequentes.

Durante a criacdo dos bezerros, quatro morreram devido a DRB (n=2) e
clostridiose (n=2).

4.5 COLHEITA DE AMOSTRAS

Aliquotas do “pool” de colostro fornecido aos bezerros foram colhidas em
tubos de poliestireno (50mL) para a determinacdo do indice Brix (%) e proteina total
(g/dL).

Amostras de soro foram obtidas de 19 bezerros antes e apés a mamada do
colostro (2° dia p.n.) para avaliagdo dos titulos de anticorpos ap0s a colostragem. A
partir deste momento, cinco animais foram selecionados aleatoriamente e
acompanhados até oito meses de idade, sendo realizadas colheitas de sangue total
€ SOro sanguineo nos seguintes momentos apods a avaliacédo da colostragem: 14, 44,
74,90, 120, 150, 180, 210 e 240 dias de vida.

°Sprayfo Violeta®, Sloten do Brasil Ltd, Santos - SP, Brasil
’Agromix®, Jaboticabal-SP, Brasil
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A partir dos 14 dias foram colhidas amostras de sangue dos bezerros por
meio de punc¢éo da veia jugular, utilizando sistema a vacuo, em tubos siliconizados
contendo EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) para realizagdo do leucograma
e avaliacdo das subpopulacbes de linfécitos sanguineos; e em tubos sem
anticoagulante para obtencdo do soro sanguineo para analises de

soroneutralizagao.

4.6 PROVAS LABORATORIAIS

4.6.1Colostro

Para determinacdo do indice Brix foi utilizado refratdmetro Optico Brix com
escala entre 0 a 32%?°. A qualidade do colostro foi determinada utilizando-se o ponto
de corte minimo equivalente a 21% (QUIGLEY et al., 2013).

Para determinacdo da proteina total do colostro, foi empregada a técnica de
obtencdo do soro pela ultracentrifugacdo. Para tal, realizou-se a centrifugacédo das
amostras a 48.000xg por vinte minutos em ultra-centrifuga®. Assim, a fracéo liquida
do colostro foi extraida e acondicionada em microtubos (1mL) para andlise
bioguimica. Em seguida, a mensuracao da proteina total (g/dL) foi realizada por um
analisador bioquimico automatico®, utilizando-se kit comercial'!, segundo a
metodologia descrita pelo fabricante.

Posteriormente, os dados de proteina total obtidos em g/dL foram
transformados em porcentagem (%), levando em consideragéo que foram utilizados

500puL para dosagem da amostra.

8 SperScientific®, Scottsdale, AZ - Modelo 300001
’Beckman® - Modelo J2-21

19 Randox®, RX Daytona
! Randox®, ntimero do catalogo TP 4001
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4.6.2 Bezerros

Os bezerros foram avaliados diariamente pelo exame do estado geral,
funcBes vitais (frequéncia respiratoria e cardiaca, temperatura corpérea), grau de
hidratacdo, mucosas aparentes, caracteristicas das fezes e acompanhamento de
cicatrizacdo umbilical, segundo os procedimentos descritos por Dirksen et al. (1993).

A titulagdo de anticorpos especificos para o BVDV, BoHV-1, BRSV e BPIV-3
foi realizada por meio da técnica de soroneutralizacdo conforme procedimentos ja
descritos no topico 4.2.

O numero total de leucocitos foi mensurado através da contagem
automatica’?e a contagem diferencial de linfécitos foi realizada pela avaliacdo dos
esfregagos sanguineos.

As subpopulagdes dos linfécitos sanguineos foram determinadas por
citometria de fluxo, segundo painel de anticorpos monoclonais especificos para
receptores de superficie celular (Quadro 2).

Foram transferidos 100uL de sangue total com EDTA, para tubos especificos.
A lise dos eritrécitos foi realizada pela adicdo de 900uL de solugao comercial
seguindo-se a metodologia descrita pelo fabricante (Facslysing'®). Foram realizadas
marcacfes simples e duplas adicionando-se 100 pL de anticorpos monoclonais
diluidos, incubadas por 30 minutos a 4°C, em seguida, as células foram lavadas trés
vezes com Phosphate Buffered Saline (PBS'). Por fim, foram adicionados os
anticorpos secundarios fluorescentes, incubados por 30 minutos, em ambiente
escuro, a 4°C.

As leituras das amostras foram realizadas em citdmetro de fluxo™ utilizando-
se o software Cellquest, sendo adquiridos cingienta mil eventos no gate de linfocitos
por amostra. A andlise dos eventos adquiridos foi realizada em software especifico®,
conforme metodologia detalhada nas figuras 3 a 5. Os resultados obtidos foram

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

2 ABC Vet® - ABXTM

'3 BD ntimero catalogo349202

' pBS uso 1 PBS 10X: 9 de agua destilada ; PBS 10X: 26, 79g de Na,HPO,7H,0, 4,14g de NaH,PO,H,0, 83g de
NaCl e 1000mL de Agua destilida

SEACSCalibur™, BD Biosciences, San Jose, CA

®FlowJo®, versdo 7.2.5, Becton Dickinson Immunocytometry System®, San Diego, CA
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superficie celular. A populagdo gamma-delta foi estimada subtraindo-se as
subpopulacdes T CD8" e CD4" do total de células T CD3".

O numero absoluto de cada subpopulacdo de linfocito foi calculado
multiplicando-se as porcentagens das subpopulacdes pelo nuamero total de

linfécitos/uL de sangue obtido a partir do leucograma.
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Quadro 2— Especificacdes e diluicbes de anticorpos monoclonais primarios e secundarios
selecionados para a marcagdo das subpopula¢gbes de linfocitos - Sdo Paulo —

2015 .
Anticorpos
Monoclonais | Isotipo | Especificidade Clone Dil Referéncia | Ac 2° Dil
Priméarios
. C o PERCP
g/lo?/l:rfg 2’3'3 IgG1 ngﬁcc'tg T MM1A 1:400 | BOV2009 - 1:10
) 340272
Mouse anti- Linfécito T . FITC - .
bovine CD4 IgG2a aBTCR. IL-Al1 1:200 | BOV2010 M31501 15
Mouse anti- Linfécito T . FITC - .
bovine CDS8 IgM aBTCR. BAQ111A 1:200 | BOV2097 M31501 1:100
Mouse anti- P
) Linfocito Tyd . FITC - .
bownﬁl\NCl- IgM TCR B7A1 1:200 | BOV2050 M31501 1:1000
e
lgG1 Linfécito B GB25A 1:400 | BOV2031 - 1:100
lymphocytes 340272
CD21
Receptor alta
Mouse anti- afinidade . PE - .
bovine CD25 IgG2a Interleucina 2 CACT108A | 1:400 | BOV2073 M32204 1:200
(IL-2)

Fonte: (SILVA, B. T., 2015).
Legenda: Dil - diluicdo



Figura 3- Etapas inicialmente executadas para analise dos eventos no

software Flowjo, obtidos nos ensaios de citometria de fluxo. As
fluorescéncias FL1 (c), FL2 (d) e FL3 (e), foram determinadas e
calibradas a partir dos anticorpos WC1*, CD25" e CD3",
respectivamente. - Sdo Paulo - 2015
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Fonte: (SILVA, B. T., 2015).
Legenda: (a) tubo branco ndo marcado; (b) selecdo da populacéo de

linfdcitos; (c) histograma demonstrando a subpopulacédo
WC1'(FL1), (d) expressdo do marcador ativacdo de T
(CD25%) (FL2) e (e) histograma demonstrando a populacio
CD3"(FL3).
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Figura 4 - Ensaio de avalia¢do linfécitos CD3'CD4" e CD3"CD8" (FL1),
determinadas a partir da fluorescéncia de CD3" (FL3) por
WC1" (FL1) - S&o Paulo - 2015
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Fonte: (SILVA, B. T., 2015).

Legenda: (a) histograma demonstrando a populacdo CD3"(FL3); (b) a
subpopulag¢do T gamma delta’(FL1); (c) plotagem das células
expressando os marcadores CD3'CD4" e CD3'CD8" (d) no
guadrante duplo positivo.

Figura 5 - Ensaio de avaliagdo da populacdo B CD21" (FL3) - S&o

Paulo - 2015
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Fonte: (SILVA, B. T., 2015).
Legenda: (a) selegdo da populagdo de linfocitos; (b) histograma
demonstrando a populagdo CD21"(FL3)
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4.7 ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico SPSS
19.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0.
Armonk, NY: IBM Corp.). As andlises foram consideradas significativas quando
P<0,05, com tendéncias P<0,10.

Os dados obtidos no teste Brix e valores de proteina total foram submetidos
ao teste de correlacdo de Pearson. Os resultados das analises estatisticas foram
interpretados segundo a classificagdo proposta por Dancey e Reidy (2005), sendo
que essa dependéncia estatistica linear podera 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 hipotese da normalidade foi testada para as demais variaveis pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. As subpopulacdes de linfécitos apresentaram distribuicdo nao
paramétrica, assim essas variaveis estdo apresentadas em medianas, valores
minimos e maximos.

Os titulos de anticorpos foram convertidos para log, e mantiveram distribuicao
ndo-paramétrica, assim foram calculadas as medianas dos titulos em log,,sendo
posteriormente transformadas em antilog (base 2) pela relagdo = 2% onde “a” é a
mediana dos titulos de anticorpos em logs..

A analise dos dados no tempo foi realizada pelo teste de Friedman associado
ao Wilcoxon com correcéo de Bonferroni (P<0,005).

A meia-vida dos anticorpos foi calculada por meio da regresséo linear
simples. A partir deste dado, estimou-se o tempo necessario para 0s bezerros
tornarem-se soronegativos, considerando-se titulacdo de 1:4 para BVDV, BRSV e
BPIV-3 e 1:10 para BoHV-1 como niveis indetectaveis na SN (FULTON et al., 2004).

5 RESULTADOS

O presente estudo avaliou a transferéncia passiva de imunidade humoral e
celular, bem como a tempo de duracdo e meia vida de anticorpos para o BVDV,

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



vida.

5.1 ANALISES DO COLOSTRO

Os dados referentes as analises de indice Brix e proteinas 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
mensuracao de proteinas totais, péde-se observar amplitude de variacdo de 6,9 a
12,6%, com média de 9,6+1,6%. Com base nesses resultados, foi possivel verificar

forte correlacédo entre a avaliacdo do indice Brix e proteina 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 proteina total
mensurados em “pool” de colostro fornecido a
19 bezerros Holandeses — Sdo Paulo -2015.

Identificacdo bezerros | Brix (%) | Proteina 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).




Figura 6 —Correlagdo linear de Pearson entre porcentagens do indice Brix e
proteinas totais presentes no colostro — Sdo Paulo — 2015.

CorrelagaoBrix X Proteina total

34% -
32% -
30% -
28% -
26% -

indice Brix (%)

24% -

22% -

20% T T T T T T 1
6 7 8 9 10 11 12 13

Proteina total (%)

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 fisico geral. Péde-se observar que 4/5 (80%) bezerros acompanhados
apés a colostragem apresentaram manifestacdes clinicas compativeis
broncopneumonia dos 80 aos 135 dias de vida. Foram identificadas as seguintes
manifestacfes clinicas: secrecbes nasal e ocular, dispneia, crepitacdo fina a
auscultacao, tosse, e desidratacdo leve a moderada. Nao houve casos recidivantes,
porém, estas manifestagfes foram importantes no direcionamento da terapéutica,

levando em consideracao os agentes etiolégicos mais frequentes.

5.2.2Imunidade humoral

Apbs 48 horas da ingestao do colostro, pbde-se observar soroconversao dos
19 animais para os agentes virais envolvidos na DBR. Valores medianos dos titulos
de anticorpos especificos para as viroses, e sua amplitude de variacéo, detectados

com 48 horas de vida estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores medianos e amplitude de variagdo para os titulos
de anticorpos especificos para as viroses respiratérias
em bezerros Holandeses as 48 horas de vida — Séo

Paulo -2015.
Viroses Mediana (log,) Antilog Amplitude de variacéo (log,)
BVDV 12,3 5042,8 6,3-12,8
BoHV-1 9,0 512 6,0-10,5
BRSV 50 32 3,0-8,0
BPIV-3 8,5 362 5,0-10,0

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

Valores medianos (logz) e antilog (base 2) de anticorpos detectados dos 14

aos 240 dias estao dispostos na Tabela 2 e figura 7.
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Foi possivel observar declinio gradual dos titulos 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 néo tenha apresentado soronegatividade até os 240 dias de avaliacdo. Nao
foram detectadas diferencas estatisticas entre 0s momentos para as viroses apesar
das variagOes detectadas (P>0,05).

Os titulos de anticorpos para o BRSV (11,3-2,0) apresentaram perfil
diferenciado em relacéo as demais viroses considerando os valores medianos (log,),
obtendo-se aumento dos 14d aos 74d para os bezerros 4 e 5, e queda dos titulos
para os demais dos 14 aos 44d.

A andlise individual dos bezerros esclarece as variacdes obtidas para logs.
Observou-se queda nos titulos de anticorpos aos 120 dias de vida, aumento no
momentos subsequente (150 dias) e novamente diminuicdo aos 180 dias poés-
nascimento. Variacdes individuais semelhantes também foram observadas na
maioria dos bezerros para o BoHV-1. Para BPIV-3 a queda dos titulos foi observada
precocemente aos 74d e novamente aos 180d, sempre acompanhada de aumento

no periodo subsequente (Figura 7).

Tabela 2— Valores medianos (log,) e antilog de anticorpos especificos para as viroses
respiratorias dos 14 aos 240 dias de vida — Sdo Paulo -2015.

T BVDV BoHV-1 BRSV BPIV-3

Me (log,) Antilog Me (log,) Antilog Me (log,) Antilog Me (log,) Antilog
14d 12,3 5042,8 8,0 256,0 3,0 8,0 10,0 1024,0
44d 10,3 1260,7 7,0 128,0 3,0 8,0 7,0 128,0
74d 10,3 1260,7 6,0 64,0 4,0 16,0 50 32,0
90d 8,3 315,2 6,0 64,0 3,0 8,0 6,0 64,0
120d 8,3 315,2 50 32,0 0,0 0,0 50 32,0
150d 8,3 315,2 50 32,0 3,0 8,0 50 32,0
180d 7.3 157,6 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 8,0
210d 6,3 78,8 0,0 0,0 3,0 8,0 4,0 16,0
240d 53 39,4 0,0 0,0 3,0 8,0 0,0 0,0

Fonte: (SILVA, B. T., 2015).
Legenda: Me - Mediana.



Figura 7 — Comportamento individual dos titulos de anticorpos especificos para as viroses
respiratérias em bezerros Holandeses dos 14 aos 240d de vida — Sdo Paulo -

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

Legenda: Titulos de anticorpos para BVDV (a); BoHV-1 (b); BRSV (c) e BPIV-3 (d). Os titulos
de anticorpos sado exibidos como dois pontos de dados separados, distribuidos
uniformemente no eixo horizontal e, portanto, representam as oscila¢des dos titulos

individuais ao longo do tempo.
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A meia-vida dos anticorpos especificos para as viroses respiratorias e 0

tempo estimado para soronegatividade estdo 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 — Sdo Paulo -2015.

Viroses Meia-vida (dias) + Desvio-padrdo Tempo para soronegativo + Desvio-padréo

BVDV 36,2+6,1
BoHV-1 50,7+18,0
BRSV ND

BPIV-3 46,8+21,1

367,01+68,7

239,67+66,88
ND

303,36+60,15

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

Legenda: ND - Dados nado ajustados ao modelo exponencial simples, de acordo com andlise de

regressédo a 5%
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5.2.3Subpopulagdes de linfécitos e ativacdo celular (CD25%)

Os valores relativos e absolutos de das populacdes B e T, assim como as
subpopulacdes T, e expressdo do marcador CD25" estdo ilustrados na tabela 4 e
figura 8.

Observou-se aumento da proporc¢éo (%) e valores absolutos de células CD21"
ao longo do tempo. A observacéo dos valores individuais obtidos para os bezerros
revelaram diminuicdo das proporgdes 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 estaveis. Observando os valores
individuais dos bezerros pode-se detectar queda aos 44 dias e retorno aos valores
anteriores no momento subsequente aos 74 dias de vida. As variacdes individuais
para as células T CD3+ foram semelhantes aquelas observadas para as células
auxiliares CD3"CD4" e citotoxicas CD3"CD8", CD3"CD4CD8 e CD3"WC1".

A partir dos 74 dias de vida observou-se queda acentuada da populacdo de
auxiliares CD3"CD4", obtendo-se valores minimos entre 90 a 120 dias de vida e
aumento gradual nos momentos subsequentes. Variacbes a partir deste periodo
também foram detectadas para as células CD3*CD4 CD8 e CD3*WCL1", entretanto,
observou-se pico maximo para essas populacfes 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 expressdo do marcador CD25" demonstrou importante aumento até os 74d.
Houve uma marcada queda de células ativadas na circulacdo até atingir valores
minimos aos 150d, observando-se aumento nos momentos subsequentes.

Apesar das variacoes apreentadas, nao foram observadas diferencas
estatisticas entre 0s momentos para os valores absolutos e relativos para nenhuma

das populacdes avaliadas (P>0,05).
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Tabela 4 - Medianas dos valores absolutos (103/uL) e relativos (%) das populagBes e subpopulacdes
de linfécitos e marcador de ativagéo (CD25") em bezerros Holandeses dos 14 aos 240 dias
de vida — S&o Paulo — 2015.

Populagdes e Tempos
Sgg‘i?ﬁf%'g‘iggs 14d | 44d | 74d | 90d | 120d | 150d | 180d | 210d | 240d
B CD2L’ % 44 | 87 | 18,7 | 202 | 185 | 144 | 17.8 21 17,1
10%uL | 05 | 06 | 1 | 09 | 12 0,8 1 1 1
— % 46,6 | 47,7 | 52,9 | 46,5 | 387 | 315 | 335 | 299 | 314
10%uL | 44 | 2.4 | 33 | 24 | 21 1.8 2,2 2 2.4
T auxiliar CD4" % 148 | 13,4 | 21,7 | 71 | 36 66 | 131 | 93 | 145
10%uL | 19 | 08 | 11 | 03 | 04 0,5 1 0,8 0,8
T citotéxico % 54 | 68 | 11,6 | 63 | 58 4,7 4,9 3,6 43
cps* 10%uL | 07 | 0,3 | 0,7 | 04 | 04 0,3 0,3 0,2 0,3
T CD3'CD4 % 413 | 29,9 | 23,8 | 44,1 | 40,8 | 27.1 21 323 | 285
CD8 10l | 2 | 1,2 | 13 | 1,9 | 14 0,7 0,8 11 1
T Gama-delta % 133 ] 6,6 | 11,7 | 116 | 44 4,7 6,1 78 | 105
wct* 10%uL | 12 | 05 | 0,8 | 08 | 03 0,5 0,6 0,5 0,6
Marcador % 238 | 24,7 | 31,8 | 26,7 | 20,9 | 7.1 | 206 | 211 | 145
CD25"* 10l | 2 | 1,3 | 1.8 | 1.4 | 15 0,5 1.4 11 11

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



Figura 8 — Valores relativos (%) deas populacdes e subpopulagdes de linfécitos e marcador
de ativagdo (CD25") em bezerros Holandeses dos 14 aos 240 dias de vida — S&o

Paulo — 2015.
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Fonte: (SILVA, B. T., 2015).

Legenda: (a) Linfécitos B expressando marcador CD21"; (b) linfocitos T (CD3"); Subpopulacées
CD4" (c), CD8" (d), CD3'CD4'CD8" (e), WC1" (f); marcador de ativacdo de células T
(CD25%) (g). Os valores de linfécitos sdo exibidos como dois pontos de dados
separados, distribuidos uniformemente no eixo horizontal e, portanto, representam as

oscila¢des dos valores individuais ao longo do tempo.
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6 DISCUSSAO

Esta pesquisa avaliou a dindmica dos anticorpos especificos para as viroses
respiratérias e as subpopulagfes de linfocitos no sangue de bezerros Holandeses do
nascimento aos oito meses de idade. A avaliacdo permitiu identificar os momentos de
maior susceptibilidade a DRB, precedida pela queda dos titulos de anticorpos

maternos, que culminou no desenvolvimento da imunidade ativa pds-infeccdo natural.

6.1 ANALISES DO COLOSTRO

A analise do colostro, previamente selecionado pelo colostrémetro, foi realizada
para comprovar a sua qualidade em relacdo a concentracdo de anticorpos, adotando-
se como parametros o indice Brix (%) e concentragdo de proteina total (g/dL).

As amostras de colostro (100%) apresentaram indice Brix acima de 21%.
Quigley e colaboradores indicaram o uso do refratbmetro Brix para estimar a
concentracdo de imunoglobulinas presentes no colostro devido a sua alta correlacéo
com os teores de IgG determinados determinada pelo teste de imunodifuséo 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 mensuracdo especifica das imunoglobulinas presentes no colostro nao foi
realizada neste estudo devido a necessidade de importar reagentes e padronizar a
reacdo. De acordo com Larsson (1992), as Igs presentes no colostro representam
cerca de 70-80% dos teores de proteina total, assim foi determinada a concentracdo
dessa substancia no sobrenadante obtido apos ultracentrifugacéo.

A separagdo do soro lacteo com a renina ou acidificacdo nédo foi adotada
porque esses métodos eliminariam a caseina, substancia que compdem a fracdo
proteica do leite. A lacto-albumina ndo se coagula pela renina, acidos ou calor.

Os teores de proteina total sdo apresentados em porcentagem (%), assim
nossos dados foram convertidos de g/dL para % para facilitar a comparacdo com as
concentracdes registradas na literatura. A proporcdo média de proteina 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
proteina total por diferentes métodos. O estudo de Parrish e colaboradores avaliaram
a composicéo proteica do colostro subtraindo as percentagens de gordura e lactose
dos valores de cinzas dos sélidos totais. Em contrapartida, Elfstrand et al. (2002) e
Morril et al. (2012), utilizaram espectrofotometro infravermelho apds a retirada da
fracdo de gordura do colostro. Em vista disso, acredita-se que as diferentes técnicas
utilizadas podem ter influenciado de certa forma os valores de proteina total
encontrados no colostro.

O refratbmetro Brix apresentou forte correlacdo (94%) com os teores de
proteina total (g/dL) do colostro. A correlacdo encontrada neste estudo foi maior que a
observada por Quigley et al. (2013) entre o indice Brix e IgG (r=0,63). Este achado
pode ser justificado pelo principio do Brix que é a mensuracao de solidos totais.

O teor de imunoglobulinas do colostro é refletida nas concentracdes seéricas
dessas substancias nos bezerros examinados entre 24 a 48 horas de vida. O limiar de
IgG que corresponde a uma boa protecdo imunolégica € de 10 g/L (1000 mg/dL)
(QUIGLEY, 2002). A presente pesquisa ndo avaliou os teores de proteina total no
sangue dos bezerros, entretanto, os titulos de anticorpos especificos para as viroses

foram determinados apds a ingestdo do colostro.

6.2 ANTICORPOS SERICOS

A transferéncia de anticorpos para BVDV, BoHV-1, BRSV e BPIV-3 apéds
ingestdo 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
valido ressaltar que estes dados nao 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 auséncia 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 transferéncia de
anticorpos das vacas aos recém-nascidos pode ser nula ou baixa (GOMES et al.,
2013).

Os titulos de anticorpos obtidos apdés o manejo do colostro apresentaram
grande variabilidade entre os estudos. Este fato pode estar relacionado com a
variacdo antigénica das estirpes entre as propriedades examinadas (FULTON;
BURGE, 2000), perfil imunolégico das vacas ao final da gestacdo (MALLARD et al.,
1997), e estados de hiperimunizac&o, no qual o antigeno vacinal &€ capaz de reforcar a
mem©aria imunologica provocada pelo virus de campo (LEMAIRE et al., 1994).

E valido relembrar que a vacina utilizada nas doadoras de colostro da presente
pesquisa, era composta por antigenos vacinais inativados para o BVDV,
vivos/termosenssiveis para BoHV-1 e BPIV-3, e vivo/atenuado para BRSV. Assim,
esperava-se que a transferéncia de anticorpos por imunidade passiva fosse menor
para o BVDV devido a baixa imunogenicidade dos antigenos inativados que resultam
em respostas de baixa intensidade e curta duracao (KELLING, 2004).

Apesar dos fatores destacados a respeito da imunogenicidade das vacinas
para o BVDV pode-se encontrar elevados titulos de anticorpos especificos apds a
colostragem dos bezerros. O titulo 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 a respeito do BVDV pode se
justificado pela hiperimunizacdo dos animais devido a intensificacdo da vacinacéo e
exposicao natural ao BVDV detectada nesta pesquisa na triagem dos bezerros, pois
dois animais eram soropositivos para o BVDV antes da ingestéo do colostro.

Coria e McClurkin (1978) também encontraram bezerros soropositivos antes da
ingestao de colostro em rebanho de vacas soropositivas e ndo vacinadas. Schefers et
al. (2008) ressalta que o soro obtido antes da colostragem pode ser usado para a
deteccao precoce da BVDV em bezerras.

Os elevados titulos de anticorpos obtidos para o BoHV-1 (9) sdo 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 titulos 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 variagdo dos titulos encontrados nos soro dos 19 bezerros apds a
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colostragem néo esta de acordo com os dados apresentados Kimman et al. (1987),
que encontrou titulos de 1,8. A grande variabilidade dos titulos de anticorpos para
BRSV pode ser decorrente da concentracdo de imunoglobulinas especificas no
colostro, dependente do historico e capacidade de resposta materna para essa virose
em especifico.

Observou-se titulos 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 ultimo estudo avaliou esses valores em bezerros com uma semana de
idade.

Esta pesquisa demonstrou o declinio gradual dos titulos 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 periodos 23, 21 e 30 dias,
respectivamente para BVDV, BoHV-1 e BPIV-3 relatados por Fulton et al. (2004). Os
titulos de anticorpos para BRSV ndo obedeceram a linearidade do modelo de
regressao, e, portanto, ndo foram avaliados.

O titulo minimo protetor para BVDV proposto por Ridpath e Bolin (1995) é de
log, 4 (16). Nesta pesquisa, apenas o bezerro 3 exibiu titulo abaixo do citado aos
240dias de vida, além disso, o perfil de anticorpos apresentados pelos bezerros desta
pesquisa ndo sdo compativeis de infeccdo natural para esta virose.

Pospisil et al. (1996) citou que a protecdo para BoHV-1 estaria garantida com
titulos acima de log, 5 (32). Esta pesquisa descorda com o limiar referido, pois a
maioria dos animais desta pesquisa, exceto bezerros 1 e 3, apresentavam titulos
acima de log, 5 aos 120 dias de vida (5 a 6) e desenvolveram perfil de anticorpos
compativel com infec¢éo natural aos 150 dias de vida.

Windeyer et al. (2015) verificou em seu estudo que bezerros apresentando
titulos para BRSV e BPIV-3 inferiores a log, 5,5 (45,25) haviam sido tratados para
DRB. Nesta pesquisa péde-se observar infeccdo natural ao virus nos bezerros 1, 2 e
3 apds a queda dos titulos de anticorpos maternos abaixo de log, 5,5 (45,25)
corroborando com os dados descritos pelos retro-referidos autores. Os bezerros 4 e 5
apresentaram pico precoce para titulos ACs para BRSV aos 74 dias de vida,
fenbmeno que pode ser associado com a infec¢do natural e doenga branda devido as

elevadas concentracdes séricas de Igs especificas.
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Para BPIV-3 observou-se queda gradual dos 14 aos 74 dias de vida, obtendo-
se 0 primeiro pico de producdo de ACs aos 90 dias, em seguida os valores foram
constantes ou decrescentes, observando-se um segundo pico aos 210 dias para 0s
bezerros 3 a 5. Apenas o bezerro 1 apresentou titulo inferior a log, 5,5 (WINDEYER et
al., 2015) a partir dos 74 dias de vida, entretanto os demais animais também
apresentaram picos de producdo ACs compativeis com infec¢do natural. O segundo
pico de producdo de ACs aos 210 dias pode sinalizar para a fraca resposta com o
contato primario com o virus ao redor 74d de vida, provavelmente pela supressao da
resposta imune ativa pelos anticorpos maternos.

O perfil de anticorpos e deteccdo de DRB nos bezerros 1, 2, 3 e 5 desta
pesquisa entre 3-5 meses de idade, periodo que coincide com os picos de BRSV e
BoHV-1, pode ser um indicio que os titulos de anticorpos observados nesta pesquisa
foram protetores até os trés 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 periodos 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, 3,8t1,6 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 persisténcia
dos anticorpos maternos que os relatados na literatura internacional. Esses dados
podem ser justificados pela elevada concentracdo de anticorpos observada nas
primeiras 48 horas de vida, que ja eram superiores aos encontrados nos retro-
referidos trabalhos. Este fato comprova que a duracdo dos anticorpos maternos é
diretamente proporcional ao nivel sorolégico de anticorpos especificos ingeridos e
absorvidos a partir de colostro (MUNOZ-ZANZI et al., 2002; KIRKPATRICK et al.,
2008), sendo que quanto maior o nivel, maior a duracdo na circulacdo sanguinea
(MUNOZ-ZANZI et al., 2002).

Diante do exposto, podemos sustentar a hipétese de que a prote¢do passiva
adquirida apés a mamada do colostro protegeu os bezerros da doenca clinica até os
74-90d de vida, especialmente para BRSV e BPIV-3. A partir dos 4 meses de vida os
bezerros comecaram a desenvolver imunidade ativa por exposicdo natural para
BoHV-1.
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6.3 POPULACOES E SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS

Os resultados apresentados pelas populacdes e subpopulacdes de linfocitos
nao revelaram diferencas entre os momentos avaliados. Apesar disso, foi observada
um importante aumento nos valores relativos das subpopulagdes CD4", CD8" e
CD3"CD4°CD8 principalmente aos 74-90d, periodo que antecede o inicio da queda
dos anticorpos maternos especificos. Esse resultado ndo é reforcado pelos demais
estudos, que encontraram constante queda dos valores de populagdo T e suas
subpopulac¢des (AYOUB; YANG, 1996; KULBERG et al., 2004). Wilson et al. (1996)
demonstrou aumento aos 60 d somente para as populacdes gamma-delta e
citotoxicos. Kampen et al. em estudo realizado 10 anos mais tarde (2006), detectou a
mesma elevacao das subpopulac¢des T no periodo de 6-8 semanas de idade.

De acordo com Murphy, Travers e Walport (2010), as respostas imunes
mediadas por células ocorrem principalmente pela liberacdo de citocinas,
classificadas tradicionalmente em Thl, Th2 ou Th1l7, que irdo direcionar as vias para
proliferacdo de linfocitos e citotoxicidade direta. Na maioria dos casos, o pico de
atividade destas respostas celulares ocorre em 7-10 dias pés-infeccdo, momento em
que a deteccdo de anticorpos ainda ndo € significativa, mas ha estimulacdo de
linfocitos T auxiliares CD4" e CD8", para atividade citotdxica (TIZARD, 2008).

A subpopulagdo 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. Apés este periodo foi
marcado pela elevacdo de anticorpos especificos ao BRSV e BoHV-1 em todos os
bezerros.

O linfocito T CD8", por sua vez, exibiram ligeiro aumento aos 74d em todos o0s
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 titulos ACs para
BRSV e BoHV-1 nos referidos bezerros, fendmeno que pode reforcar a hipotese de
infeccdo natural por este agente. As células auxiliares sdo responsaveis pela
modulacdo da resposta imune especifica por meio da liberacdo de citocinas com
padrdes distintos de resposta celular (Th1l) ou humoral (Th2). J& as células CD8" se
ligam as moléculas do MHC de classe | em células anormais ou infectadas por virus
(TIZARD, 2008). Nos estudos de Wilson et al. (1996) e Kampen et al. (2006),
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subpopulagées CD8" se mantiveram estaveis ao longo do periodo estudado. Em
ambas as subpopulages CD4" e CD8", houve um ligeiro aumento aos 180d e
novamente aos 240d, momento este que pode sugerir a transicdo da imunidade
materna para um efetivo amadurecimento imunoldgico dos bezerros (CORTESE,
2009).

As células gamma-delta representam a maior populacdo de linfécitos na
circulacdo periférica de ruminantes, e possui caracteristicas relacionadas ao
reconhecimento do antigeno, além de possuir acfes efetoras semelhantes aos
linfécitos citotoxicos. Pollock e Welsh (2002) sugerem que a elevagdo das propor¢des
de células T gamma-delta no sangue de bezerros pode estar envolvida na
intensificacdo da resposta Thl, demonstrando a importancia da ativacdo da Rl
especifica 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
populacdo subtraindo-se as subpopulacBes citotoxicas e auxiliares do valor da
populacdo T. O periodo de suceptibilidade que correspondeu aos aumentos de
anticorpos especificos e células TCD4" e CD8" (74-90), novamente foi demonstrado,
agora pela subpopulacdo gamma-delta. Houve leve aumento nos valores (%) dessa
subpopulacdo até os 240d, o que contraria os achados de Wilson et al (1996).
Kampen et al. (2006) demonstrou uma constancia na propor¢cao de células gamma-
delta até a 292 semana de idade.

As proporgdes de CD25" se mantiveram elevadas até o periodo de 74d,
momento em que comecgou exibir queda na sua ativacdo. Houve ligeiro aumento
dessa expressdo aos 150d, periodo correspondente ao aumento dos anticorpos
especificos aos virus avaliados, o que pode sugerir o periodo inicial da resposta
imune ativa dos bezerros. Reber et al. (2008) ndo encontrou porcentagens de
linfécitos expressando CD25" acima de 14% em seus bezerros avaliados até os 30
dias de idade. Ayoub e Yang (1996) encontraram valores medianos de 4-6x10°
células/mL até os seis meses de idade. A partir desse momento, os valores passaram
a variar de 6-16x10° células/mL. Esses dados diferem dos nossos achados, visto que
a proporcao até os seis meses de idade variou de 5-20 x10° células/mL, mas a partir
dos 180d variou de 11-14 x10° células/mL, semelhante ao estudo em questdo. Talvez

o0 estabelecimento das infeccbes respiratorias encontradas até os 120d tenha
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exercido influéncia na ativagéo dos linfocitos dos bezerros no periodo inicial. Contudo,
ndo foi possivel avaliar a ativagdo especifica dos linfécitos neste estudo, pois houve
marcacao apenas da populacao T total.

Embora nédo tenha sido avaliada neste estudo, € possivel encontrar na
literatura estudos que demonstraram a dinamica da imunidade celular local. A
pesquisa de Batista et al. (2012), avaliou periodos de maior susceptibilidade no
sistema imune inato de bezerros por meio de lavados bronco-alveolares. Os
macrofagos alveolares foram identificados pela expressao do marcador CD14 e foram
submetidos a avaliacdo funcional por meio de fagocitose (Staphylococcus aureus
coradas com iodeto de propidio e Escherichia coli). Os animais demonstraram uma
marcada reducdo da capacidade de fagocitose entre a terceira e quinta semanas de
vida. Este momento ainda € caracterizado pela imunidade colostral, o que é
extremamente importante para prevencdo de doencas. Apos a sexta semana de vida,
com o declinio da imunidade colostral, houve um aumento da fagocitose, porém nédo
em sua capacidade maxima. Assim, o referido estudo demonstrou que este periodo
pode corresponder a janela de susceptibilidade do animal as infec¢des, o que
corrobora com nossos achados.

Embora sem diferencas estatisticas, houve um aumento na proporcao de
linfocitos B CD21" até ao longo do tempo, com maior predominio 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 antigénicos da presente pesquisa
podem ter refletido nessa resposta imune encontrada. Aos 180d houve novamente um
aumento marcado dessas proporcdes, o que reforca a hipotese da transicdo para a
resposta imune ativa também observada nas outras popula¢des linfocitarias. Um
linfécito B apropriadamente estimulado ira dividir repetidas vezes e sua progénie ira
se diferenciar ao longo de uma ou duas vias. Uma populacdo aumenta sua taxa de
sintese, secreta grande quantidade de imunoglobulinas e se diferencia em
plasmacitos. Essas células sdo essenciais para a rapida producdo de anticorpos e a
protecdo precoce (TIZARD, 2008).
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7 CONCLUSOES

b)

d)

Com base nos dados obtidos pode-se concluir:

Com excecédo do BVDV, a imunidade passiva colostral demonstrou queda e
soronegatividade antes dos oito meses de idade;

Uma janela de susceptibilidade a partir dos74d pbéde ser determinada
especialmente ao BRSV e BPIV-3, em vista do comportamento dos anticorpos
especificos e subpopulacdes de linfocitos quando associados as manifestacfes
clinicas encontradas;

As oscilacdes observadas no perfil linfocitario dos bezerros acompanharam as
respostas observadas nos anticorpos especificos;

As populacdes de linfocitos B apresentaram acréscimo em suas propor¢des ao
final dos oito meses de idade, periodo determinante para inicio da resposta

imune ativa dos bezerros.
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CAPITULO 2 — INFLUENCIA DOS ANTICORPOS MATERNOS NA RESPOSTA
IMUNE INDUZIDA PELA VACINACAO EM BEZERROS HOLANDESES
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8 INTRODUCAO

A pratica da vacinacdo de bezerras esta vinculada a sua vulnerabilidade a
Doenca Respiratoria Bovina (DRB), dependentes dos titulos 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
més 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 titulos de
anticorpos maternos tornam permissiva a infeccdo e proliferacdo das viroses
respiratdrias que comprometem o sistema imune do hospedeiro e culmina em
infeccbes causadas porMycoplasma spp., Histophilus somni, Pasteurella multocida e
Mannheimia haemolytica (ACKERMANN; DERSCHEID; ROTH, 2010).

Os anticorpos maternos remanescentes, apesar de ndo protegerem, exercem
efeito supressor no desenvolvimento da imunidade humoral induzida pela vacinacéo.
Os titulos de anticorpos para as viroses respiratérias ndo aumentam na presenca de
elevadas concentracfes 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). Modificacdes na
composicdo das vacinas e vias de aplicacdo nasal e subcutanea (WOOLUMS et al.,
2013) ndo apresentaram resultados satisfatorios, pois ndo estimularam imunidade
humoral ativa em bezerros recém-nascidos.

Recentemente, pode-se comprovar que 0s anticorpos maternos nao exercem
efeitos sobre a resposta imune celular. Exposi¢cdes experimentais e vacinas contendo
0 virus vivo para o BVDV e BRSV estimulas resposta imune mediada por células,
observando-se respostas das células T citotoxicas 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 condi¢des de criacdo brasileira a respeito
do efeito dos anticorpos maternos na inducéo da resposta imune em bezerros ainda
nao foram conduzidos. Neste contexto, ressalta-se que as cepas de BVDV inativadas

permitidas nas vacinas comercializadas no Brasil, e a auséncia de reacfes cruzadas
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entre cepas nacionais e estrangeiras, alerta para o uso cauteloso dos estudos
internacionais para o estabelecimento de protocolos de vacina¢cdo em nosso pais.
Diante do cenario apresentado, a hipotese deste estudo € que anticorpos
maternos circulantes interferem na resposta imune pos-vacinal. Assim, o objetivo
desta pesquisa foi avaliar a influéncia dos anticorpos maternos na resposta imune

para as viroses respiratorias induzida pela vacinagéo.

9 MATERIAL E METODOS

9.1 OBTENCAO DOS BEZERROS

Foram selecionados 30 recém-nascidos machos da raca Holandesa oriundos
de duas fazendas: Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (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 Séo
Paulo.

Em ambas as propriedades, os partos foram acompanhados para assisténcia
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 avaliagdo da viabilidade do bezerro recém-nascido pela escala de APGAR —
Séo Paulo - 2015

o N Escore
Critérios de avaliacéo 0 1 5
Frequéncia cardiaca Ausente Bradicardia/lrregular Normal/Regular
Esforgo respiratério Ausente Irregular Regular
Tonus muscular Flacidez Alguma flexao Flexado
Irritabilidade reflexa Ausente Algum movimento Hiperatividade
Coloracéo de mucosas Ciandticas Hipocoradas Normocoradas

Fonte: (RODRIGUES, 2008).
Legenda: Satisfatorio - Soma > 7
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A antissepsia do umbigo foi realizada logo ap6s o nascimento, pela imerséo
completa do corddo umbilical em recipiente contendo tintura de iodo a 10% por pelo
menos 1 minuto e meio, repetindo-se o processo apos 12 horas. A seguir, repetiu-se o
processo com tintura de iodo a 5% duas vezes ao dia até mumificacdo do cordao

umbilical.

9.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Este estudo adotou como critério de inclusdo a soronegatividade dos bezerros
para as viroses respiratérias e PCR negativo para BVDV ao nascimento. Assim, as
amostras de soro sanguineo e sangue total foram obtidos antes da mamada de
colostro e encaminhadas para processamento no Laboratério de Viroses de Bovideos
do Instituto Biolégico. Neste estudo foram excluidos dois bezerros devido a

soropositividade na soroneutralizacdo para BVDV em consequéncia de infecéo fetal.

9.3 COLOSTRAGEM

Os recém-nascidos receberam colostro obtido de doadoras de colostro
imunizadas com vacina comercial'’, contendo estirpes de BVDV do tipo 1 (5960) e
tipo 2 (53637) inativadas; BoHV-1 (Cooper) e BPIV-3 (RLB 103) vivos/termosensiveis;
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 ap6s a primeira
ordenha das doadoras com o auxilio de colostrémetro (IgG=5.000 mg/dL). O colostro
foi identificado e congelado a -20°C em aliquotas de 2 litros.

Os bezerros receberam quatro litros de “pool” de colostro por meio de
mamadeira e/ou sondagem esofagica, dividido em duas amamentacdes de dois litros

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

YCattle Master Gold FP5 + L5®, Zoetis , Sdo Paulo-SP, Brasil.
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9.4ISOLAMENTO E MANUTENCAO

Os animais foram mantidos na fazenda de origem até os 15 dias de vida, e
posteriormente foram transferidos para a Clinica de Bovinos e Pequenos Ruminantes
(CBPR) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
de Sao Paulo (USP).

Na fazenda de origem o0s animais permaneceram em instalacdo compartilhada
(10x5m) e coberta, com no maximo seis animais. O local da instalacdo era
previamente lavado com agua e sabdo neutro. Apds seco, o local era desinfetado com
o uso de cal virgem. A cama utilizada era composta por feno proveniente da fazenda.
Havia boa ventilacdo no local e o uso era exclusivo para criagdo 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 desinfec¢édo foi modificado neste momento. As
baias eram lavadas com agua, sabdo neutro e hipoclorito de sodio. Apés enxague,
era realizada desinfeccdo por meio de vassoura de fogo em paredes, chéo,
comedouro e bebedouros. Somente apds este processo 0s animais eram inseridos no
local. A cama das baias era composta por maravalha, sendo reposta pelos
funcionarios da CBPR cerca de duas vezes ao dia para remocdo dos dejetos. O
processo de lavagem e desinfec¢do era repetido a cada 30 dias.

Os bezerros foram alimentados com 6L de sucedaneo lacteo® por dia, racéo
peletizada'®, sal mineral e agua “ad libitum” até o desmame.

Aos dois meses de idade iniciou-se o desmame gradual dos bezerros, com
duracdo de sete dias consecutivos. No momento do desmame, os bezerros estavam
ingerindo 1.000 gramas de racédo ao dia observando-se aumento gradual do consumo
até o fornecimento maximo de trés Kg ao dia. Apés o desmame, os animais foram
mochados, tdo logo que passasse 0 estresse pos-desmame, mas que também néo
prejudicasse as avaliagbes subsequentes.

Durante a criagcdo dos bezerros, quatro morreram devido a DRB (n=2) e
clostridiose (n=2).

*¥Sprayfo Violeta®, Sloten do Brasil Ltd, Santos - SP, Brasil
Agromix®, Jaboticabal-SP, Brasil
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9.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os bezerros recém-nascidos selecionados foram distribuidos 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 ndo vacinado (Quadro 5). Os bezerros foram vacinados com a mesma
vacina comercial empregada para imunizacdo das doadoras de colostro, sendo
administrada duas doses de 5mL por via subcutdnea na regido da tabua do pescoco
(Figura 9). O grupo controle foi constituido por animais ndo vacinados, do nascimento
até os oito meses de idade. Os animais selecionados, com suas respectivas
identificacbes, datas de nascimento e grupos experimentais estdo discriminados no
Quadro 6.

Quadro 5- Protocolo de vacinacdo empregado para a imunizacdo dos grupos
experimentais — Sdo Paulo - 2015

Grupos Experimentais Grupo 1 (G1) Grupo 2 (G2) | Grupo 3 (G3)
12 Dose da vacina 14 dias pos-nascimento (p.n.) | 90 dias p.n 180 dias p.n.
22 Dose da vacina 44 dias p.n 120 dias p.n | 210 dias p.n.

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



Quadro 6— Apresentacdo dos grupos experimentais segundo a sua identificacdo, data de
nascimento e procedéncia — Sdo Paulo - 2015

Gr.upos . Identificagcdo do experimento Data de nascimento Fazenda
experimentais
1 21/11/2014
2 21/11/2014
3 02/12/2014
Gl 4 02/12/2014 Colorado
5 02/12/2014
6 02/12/2014
7 29/07/2013
8 29/07/2013
G2 9 29/07/2013 Colorado
10 29/07/2013
11 21/11/2014
12 06/10/2014
13 06/10/2014 Colorado
14 06/10/2014
G3 15 16/06/2012
16 18/06/2012
17 24/06/2012 APTA
18 26/06/2012
19 27/06/2012
20 14/03/2014
21 14/03/2014
Controle 22 14/03/2014 Colorado
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 ndo-vacinados.
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Figura 9 — Vacinagéo de bezerros com vacina comercial
polivalente— S&o Paulo - 2015
i / 4

b

L AP
Fonte: (SILVA, B. T., 2015).

9.6 COLHEITA DE AMOSTRAS

Amostras de sangue foram colhidas nos dias de primovacinagdo, antes do
reforco, e 30 dias apds reforco, conforme ilustrado no Quadro 7. Estas amostras
foram obtidas em tubos contendo EDTA, com capacidade de 4mL, para realizagdo do
leucograma e avaliagdo das subpopulacdes de linfocitos sanguineos; e em tubos sem
anticoagulante para obtencdo do soro sanguineo para a soroneutralizagdo. As
avaliacbes sanguineas 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 - Sdo Paulo — 2015.

Gs Momentos das colheitas dos grupos experimentais e controles
TO Tl T2
GleCGl1 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.
G3e 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 ndo-vacinados.
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9.7 PROVAS LABORATORIAIS

9.7.1 Soroneutralizagao

A técnica de soroneutralizacdo (SN) foi realizada de acordo com a OIE (2013).
Para tanto, foram utilizadas placas de poliestireno de 96 cavidades, utilizando uma
diluicdo constante do soro, na base logaritmica 2, a partir das diluicdes 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 antibidticos.

Feita a diluicdo das amostras, foi adicionado a placa 50 pyL da solugao
contendo TCIDsp100u (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
CO,. Para o BoHV-1, foi adicionado a placa 100 pL da solu¢do contendo TCIDsg100uL
e as placas foram incubadas por 18-24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO,. ApGs
este periodo, suspensdo 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 CO; durante 4 a 5 dias.

A infectividade foi indicada pelo “Efeito Citopatico” (ECP) visivel na
monocamada celular em placas, em microscépio invertido. O titulo de anticorpos foi
expresso como a maior diluicdo do soro que inibiu completamente a infectividade e
consequentemente o ECP em ambas as cavidades de cada diluicdo. A poténcia do
virus foi observada na retrotitulacdo através do calculo do titulo, de acordo com Reed
e Muench (1938). Vale ressaltar que a soronegatividade dos bezerros foi considerada
segundo estudo de Fulton et al (2004), adotando titulacdo de 1:4 para BVDV, BRSV e

BPIV-3 e 1:10 para BoHV-1 como niveis indetectaveis na SN.
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9.7.2Subpopulac¢des de Linfdcitos

O ndmero total de leucécitos foi mensurado através da contagem automatica®e
a contagem diferencial de linfocitos foi realizada pela avaliagcdo dos esfregacos
sanguineos.

As subpopulacdes dos linfocitos sanguineos foram determinadas por citometria
de fluxo, segundo painel de anticorpos monoclonais especificos para receptores de
superficie celular (Quadro 2 — Capitulo 1).

Foram transferidos 100uL de sangue total com EDTA, para tubos especificos.
A lise dos eritrocitos foi realizada pela adicdo de 900uL de solugdo comercial
seguindo-se a metodologia descrita pelo fabricante (Facslysing?'). Foram realizadas
marcacOes simples e duplas adicionando-se 100 pyL de anticorpos monoclonais
diluidos, incubadas por 30 minutos a 4°C, em seguida, as células foram lavadas trés
vezes com Phosphate Buffered Saline (PBS). Por fim, foram adicionados o0s
anticorpos secundarios fluorescentes, incubados por 30 minutos, em ambiente
escuro, a 4°C.

As leituras das amostras foram realizadas em citémetro de fluxo®* utilizando-se
o software Cellquest, sendo adquiridos cinqienta mil eventos no gate de linfécitos por
amostra. A andlise dos eventos adquiridos foi realizada em software especifico®®, e os
resultados obtidos foram expressos como porcentagem (%) de células marcadas para
cada receptores de superficie celular. A populacdo gamma-delta foi estimada
subtraindo-se as subpopula¢des T CD8" e CD4" do total de células T CD3".

O numero absoluto de cada subpopulacdo de linfocito foi calculado
multiplicando-se as porcentagens das subpopulacdes pelo nuamero total de

linfécitos/uL de sangue obtido a partir do leucograma.

20 ABC Vet® - ABXTM

! BD nlimero catalogo349202
2FACSCalibur™, BD Biosciences, San Jose, CA
“FlowJo®, versdo 7.2.5, Becton Dickinson Immunocytometry System®, San Diego, CA
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9.8 ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico SPSS
19.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0.
Armonk, NY: IBM Corp.). As analises foram consideradas significativas quando
P<0,05, com tendéncias P<0,10.

Primeiramente, todas as variaveis em todos os tempos foram testadas quanto a
aderéncia a distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Com este teste,
constatou-se que os titulos de anticorpos (log,) para as viroses respiratérias e as
subpopulacdes de linfécitos ndo apresentaram distribuicdo normal, em contrapartida,
os dados relativos e absolutos para os linfocitos totais apresentaram distribuicédo
paramétrica.

Os valores relativos e absolutos dos linfécitos totais estdo apresentados em
médias e desvios-padréo. Além disso, os dados relativos a este parametro foram
submetidos a analise por ANOVA de medidas repetidas considerando os fatores
grupo experimental e tempo.

Os valores relativos e absolutos para as subpopulacdes de linfécitos estdo
apresentados em medianas, valores minimos e maximos. As diferencas entre cada
grupo vacinado com o seu respectivo controle foram detectadas pelo Teste U de
Mann-Whitney. As diferencas entre os momentos de avaliacdo foram obtidas pelo
teste de Friedman. A este Ultimo teste, quando apresentou pelo menos um tempo
significativamente diferente, realizou-se compara¢des mdultiplas por meio do teste de
Wilcoxon (P<0,0167).

Os resultados dos titulos de anticorpos foram transformados em variaveis
qualitativas pela presenca e auséncia de titulos de Acs neutralizantes. Desta forma,
0s testes com titulos 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 comparagdo entre as frequéncias dos
resultados entre os grupos vacinados e controle foi realizada pelo teste do Qui-
quadrado.

Para a andlise quantitativa, os titulos de anticorpos foram transformados em
log, para andlise estatistica e comparagéo das medianas entre 0s grupos vacinados e

controles pelo teste U de Mann-Whitney. Posteriormente, foram calculado os valores
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em log, foram transformados em antilog (base 2) pela relacdo: GMT = 2a, onde “a” é a
mediana do log do titulo de anticorpos. A avaliacdo dos titulos ao longo do tempo
também foi realizada pelo teste de Friedman associado ao Wilcoxon com corre¢éo de
Bonferroni (P<0,0167).
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10 RESULTADOS

A pesquisa em questdo avaliou a influéncia dos anticorpos advindos do
colostro na resposta imune vacinal de bezerros Holandeses, por meio de avaliagdes

da resposta imune humoral e celular.

10.1RESPOSTA HUMORAL INDUZIDA PELA VACINACAO

As frequéncias de animais soropositivos e soronegativos para as viroses de
acordo com o protocolo de vacinacdo empregado estao dispostas na tabela 5.

De acordo com as frequéncias, pudemos observar para o BVDV que houve
soropositividade de 100% dos animais dos grupos G1 e G2 no TO, fato esse que foi
mantido apos estimulo vacinal em T1 e T2. Assim, pode-se verificar que os resultados
foram constantes (NA) e ndo apresentaram diferencas significativas pelo teste do Qui-
quadrado. Os bezerros do CG3 (100%) mantiveram-se soropositivos do TO ao T2,
enquanto os bezerros do G3 apresentava baixa frequéncia de soropositivos no TO
(2/18— 25%), T1 (4/8 — 50%) e T2 (5/8 - 75%), observando-se diferencas entre os
grupos (P=0,01) no TO, tendéncia 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
TO ao T2, ndo sendo possivel observar diferencas entre as frequéncias em relacao
aos grupos. O CG2 e G2 também apresentaram frequéncias de animais soropositivos
semelhantes, observando-se pequenas variagcfes ao longo do estudo no qual a
maioria dos animais permaneceram soropositivos do TO ao T2. Os bezerros
pertencentes ao G3 eram em sua maioria soronegativos em TO (6/8- 75%) e T1 (7/8-
87,5%), enquanto 100% (5/5) eram soronegativos em CG3. N&o foi possivel observar
diferencas entre esses grupos para os tempos TO (P=0,22) e T1 (P=0,41).Entretanto,
diferencas foram obtidas ap0s 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 possivel detectar diferencas estatisticas entre os
grupos (P=0,01).

O comportamento dos bezerros para 0 BRSV também foi semelhante entre
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CG1l e G1 no TO (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 valido ressaltar que 2/6
(33,33%) bezerros do G1 e 1/5 (20%) bezerro do CG1 ja eram soronegativos no inicio
do estudo aos 14 dias de vida. O grupo CG2 e G2 apresentaram 2/5 (40%) e 4/5
(80%) bezerro soronegativos no inicio do experimento (TO) (P=0,2). Este perfil
apresentou pequenas variacdes ao longo do estudo ndo sendo possivel detectar
diferencas entre os grupos em T1 (P=0,11) e T2 (P=0,2). Para o grupo G3 e CG3, foi
possivel verificar diferenca significativa apenas em T2 (P=0,05), visto que o grupo
vacinado apresentou 100% (8/8) dos animais soropositivos e 0 grupo controle apenas
60% (3/5).

As frequéncias de animais soropositivos para o BPIV-3 foi de 100% em G1 e
CG1 em TO0, portanto, ndo exibiram diferencas entre si (NA). Diferencas para o CG2 e
G2 foram detectadas no TO, no qual 3/5 (60%) dos bezerros eram soronegativos no
TO, 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 a vacinagao. Ao
inicio 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 diferencas entre as frequéncias de
soropositivos em T1 (P=0,06) e T2 (P=0,07).

Os titulos de anticorpos (log,) ou antilog (base 2) obtidos do TO ao T2 para os
grupos vacinados e ndo vacinados estéo apresentados na tabela 6 e figura 10.

Os titulos foram decrescentes para todas as viroses do TO ao T2 em G1 e
CG1, sendo assim nao foi possivel detectar diferencas entre os bezerros vacinados e
controle (P=0,05).

No CG2 e G2 foi possivel observar titulos constantes para o BVDV em ambos
os grupos no TO (P=0,16), T1 (P=0,17) e T2 (P=0,21). Os titulos para o0 BRSV
também foram constantes ao longo do estudo em ambos 0s grupos experimentais
(P=0,05). Apesar da auséncia de diferencas estatisticas pdde-se verificar aumento
dos titulos 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 variagdo ao longo do tempo, sendo
possivel verificar aumento dos titulos de anticorpos de anticorpos para todas as

viroses apds o protocolo de vacinacdo, sendo possivel detectar diferencas entre os
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grupos G3 e CG3 para BoHV-1 em T2 (P=0,01), BRSV em TO (P=0,04) e T2 (P=0,01)
e BPIV-3 em T2 (P=0,05).

Os titulos individuais obtidos para cada virose pode ser visualizado nas tabelas
7 a 10.

A comparacdo entre os tempos TO, T1 e T2, revelou algumas diferencas
estatisticas, porém ndo foi possivel encontrar diferencas na comparagdo multiplas
entre oS momentos no teste de Wilcoxon com correcdo de Bonferroni (P>0,0167).
Para o BVDV, a diferenca 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 diferenca encontrada foi em G1
(P=0,01), CG2 (P=0,05) e G3 (P=0,01). O BRSV néo exibiu diferencas entre seus
momentos avaliados (P>0,05). Contudo, o BPIV-3 apresentou significancias em G1
(P=0,01), CG1 (P=0,01), CG2 (P=0,05) e CG3 (P=0,05).
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Tabela 5 — Frequéncia de bezerros Holandeses soropositivos para as viroses respiratérias em grupos
vacinados e controle — S&o Paulo — 2015.

Grupos experimentais
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o [pe s Hoo] e oo o] 2 s s oo
svov |1 [ s 00 ool sTuoo a0 e
e e s pool P faoo], sfes s o,
ro e 100 S LS00, 480 L4l 80 o 22 Lol oz
sorv |11 [ S 1100 S0, 3 a [ o 0 1S L0 oo
ro [ e o0 s L0040 a0 | TSI 0] 0 o
o ST e 80 oy (120 sl e, e 2o
srov |71 [ ST 8 o [0 {2 L0 oy [Sees sl e s
e ST 80 gy 120 121, (s s 0o,
o e e oo, 2 s buo g, (s eas s il
BPIV-3 | T1 + g 180 g 180 NA 11 28 g 130 0,29 j 28 g 180 0,06
re frpe oo e oo, {steo el [Timste Lo o

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

Legenda: T - tempos; R - resultados; NA - Resultados constantes; CG - controle ndo vacinado; G1 - TO —
14, T1 - 44, T2 — 74 dias de vida; G2 - TO — 90, T1 - 120, T2 — 150 dias de vida; G3 - TO — 180,
T1 - 210, T2 — 240 dias de vida. Diferencas significativas ao longo do tempo quando P<0,05 no
teste do Qui-quadrado.
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Tabela 6 — Titulos de anticorpos especificos para as viroses respiratérias em bezerros Holandeses
vacinados e controle — Sdo Paulo — 2015.

BVDV
Gs T0 Ter?fos T2
Me (log,) | Antilog Me | P | Me (log,) | AntilogMe | P | Me (log,) | Antilog Me | P
Cor| 13 | soirs | %[ 103 | 1owo | O 105 | issso | 0%
cor| ea | atee O a3 | aes |0 s | siep |02
coslsa | ses OB 23 T oo |%% 25 | s | 0
BoHV-1
corlso |25t | %% 70 | 185 %260 | 1 | 0%
corl 6o | ea1 | %M 50| are 038 | go | are | O
cost 0016 1% 00 00 19|00 | oo %
BRSV
T Yo Y - S ol Y- 7
corlso | are |9% 3o |70 | 0M| o | y5p | 019
cost a0 i8s 0% ae 11y 0% |30 |79 00
BPIV-3
cor! 100 | 10060 | %% 7o | 1s60 | %% | e0 || O™
corl 6o ea0 | %% 50|30 0% | eo | —are | 0%
cosl a0 a0 |9® 4o 1e0 9% a5 | 206 0%

Fonte: (SILVA, B. T., 2015).
Legenda: Gs - grupos experimentais; Me - mediana; CG - controle ndo vacinado; G1 - TO — 14, T1 - 44,
T2 — 74 dias de vida; G2: -TO — 90, T1 - 120, T2 — 150 dias de vida; G3 - TO — 180, T1 - 210,
T2 — 240 dias de vida. Diferencas significativas ao longo do tempo quando P<0,05 no teste U
de Mann-Whitney.



Figura 10 - Titulos de anticorpos especificos para as viroses respiratérias em bezerros Holandeses
vacinados e controle — S&o Paulo — 2015.
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(D)
Fonte: (SILVA, B. T., 2015).
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Legenda: *Diferencas estatisticas (P<0,05); T+ Tendéncias estatisticas (P<0,10); (A) BVDV; (B) BoHV-1;

(C) BRSV e (D) BPIV-3.



Tabela 7 — Titulos de anticorpos neutralizantes individuais
(logy) para BVDV em bezerros Holandeses

vacinados e controle— Sdo Paulo — 2015.

Gs|Ild.| TO | T1 | T2 | Gs |Id.| TO | T1 | T2
01]103| 93 | 7,3 20 | 12,8 | 10,3 | 10,3
02 | 12,3 10,3| 9,3 21 |128| 9,3 | 8,3
03|12,3]11,3| 9,3 22 1113| 73 | 7,3
G1 CG1
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] 93 | 7,3
07| 53| 63 | 53 20 | 10,3 | 10,3 | 10,3
08| 73| 93| 83 21| 83 | 9,3 | 10,3
G2|09| 43 |33 (33 |CG2|22| 73| 73] 863
10| 83 | 83 | 7,3 23| 83 | 83| 63
11|73 | 73| 68 24| 63 | 83 | 83
12| 63 | 63 | 53 20| 73| 83| 73
13| 43 | 6,3 | 0,0 21| 83 | 6,3 | 6,3
14| 0,0 | 0,0 | 53
22| 53| 53| 33
15| 0,0 | 43 | 83
G3 CG3
16| 0,0 | 0,0 | 10,3
23|/ 63| 63|53
171 0,0 | 53 | 0,0
18] 0,0 | 0,0 | 0,0
24| 73 | 53 | 4,3
19| 00 | 0,0 | 3,3

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

Legenda: Gs - Grupos experimentais; Id. - Identificacéo.
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Tabela 8- Titulos de anticorpos neutralizantes individuais
(log;) para BoHV-1 em bezerros Holandeses

vacinados e controle— Sao Paulo — 2015.

Gs|Ild.| TO | T1 | T2 | Gs |Id.| TO | T1 | T2
01| 70 | 50 | 6,0 20 |10,0|7,05,0
02| 70 | 50 | 50 21| 9,0 | 7,0 6,0
03| 6,0 | 50 | 6,0 22| 6,5 |4,014,0
G1 CG1
04| 6,0 | 50 | 6,0 23| 8,0 |8,018,0
05| 90 | 70 | 80
24 | 80 | 9,080
06 | 6,0 | 50 | 50
07| 6,0 | 40 | 4,0 20| 5,0 | 4,050
08| 40 | 0,0 | 0,0 21| 6,0 | 50160
G2|09| 50| 40 | 40 |CG2|22| 4,0 |00 |4,
10| 40 | 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
12| 0,0 | 0,0 | 0,0 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
G3 CG3
16 | 10,0 | 0,0 | 10,0
23| 0,0 | 0,000
17 | 0,0 | 0,0 | 10,0
18| 0,0 | 0,0 | 10,0
24| 0,0 |0,0|0,0
19| 00 | 0,0 | 7,0

Fonte: (SILVA, B. T., 2015).
Legenda: Gs - Grupos experimentais; Id. - Identifica¢&o.
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Tabela 9- Titulos de anticorpos neutralizantes individuais
(logy) para BRSV em bezerros Holandeses
vacinados e controle— S&o Paulo — 2015.

Gs |Id.| TO T1 T2 Gs |Id. | TO | T1 | T2

01| 40 | 40 | 3,0 2013030140

02| 00 | 00 | 00 211400000

03| 00 | 40 | 40 2200|3030
G1 CG1

04) 30| 30| 00 231307080

05| 30 | 50 | 40

2413060 |5,0
06 | 40 | 40 | 3,0

07| 00 | 00 | 00 2040|0040
08| 00| 00 | 00 2100|0030
G2|09| 00 | 00| 00 |CG2|22|30|4,0|3,0
10| 0,0 | 0,0 | 0,0 2340|3000
11| 30 | 0,0 | 3,0 2410000 |0,0
12| 7,0 | 50 | 40 2000|3040
13| 50 | 40 | 40 2100|0000

14| 3,0 | 40 | 40
15| 5,0 | 10,0 | 10,0
G3 CG3
16 | 10,0 | 3,0 | 10,0
17| 3,0 | 0,0 | 10,0
18| 0,0 | 0,0 | 10,0

19| 00 | 0,0 | 7,0

2210000 (0,0

23|70)6,0 (4,0

241303030

Fonte: (SILVA, B. T., 2015).
Legenda: Gs - Grupos experimentais; Id. - Identifica¢&o.



Tabela 10 — Titulos de anticorpos neutralizantes individuais
(logy) para BPIV-3 em bezerros Holandeses

vacinados e controle— Sdo Paulo — 2015.

Gs|Ild.| TO | T1 | T2 | Gs |Id.| TO | T1 | T2
01| 80 | 6,0 | 3,0 20| 7,0 |50 3,0
02]10,0| 7,0 | 6,0 21| 8,0 | 6,0/ 3,0
03| 80 | 80 | 50 22 110,0|7,015,0

G1 CG1
04| 70 | 80 | 6,0 23/10,0(9,08,3
05 | 10,0 | 10,0 | 9,0

24 110,01 9,01 8,0
06| 80 | 70 | 50
07| 0,0 | 50 | 4,0 20| 6,0 | 6,05,0
08| 0,0 | 30 | 0,0 21| 6,0 | 5050

G2|09| 50 |50 |50 |CG2|22| 40 |4,0]|4,0
10| 0,0 | 0,0 | 0,0 23| 7,0 | 50150
11| 40 | 3,0 | 50 24 | 6,0 | 6,0 4,0
12| 50 | 50 | 3,0 20| 4,0 |5014,0
13| 40 | 40 | 4,0 21| 4,0 | 4,0]0,0
14| 0,0 | 0,0 | 0,0

22| 30 |6,0]5,0
15 | 5,0 | 10,0 | 10,0

G3 CG3

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| 00 | 0,0 | 7,0

Fonte: (SILVA, B. T., 2015).
Legenda: Gs - Grupos experimentais; Id. - Identifica¢&o.

10.2 LINFOCITOS E SUAS SUBPOPULACOES

103

Os valores médios relativos e absolutos de linfécitos totais (Lf) e valores

medianos subpopulagfes de linfécitos de acordo com o protocolo vacinal empregado

estdo apresentados na Tabela 11 e Figuras 11 e 12.

Linfocitos totais aumentaram de 14 para 74 dias de vida em CG1 e G1, porém

ndo foram observadas diferencas entre os tempos e grupos experimentais. Linfécitos

totais no grupo controle e vacinado aos 90 dias apresentaram perfil diferenciado,

observando-se diminuicdo em CG2 e aumento no G2 de 90 a 150 dias de vida, sendo

possivel observar diferencas entre momentos para os valores absolutos (P= 0,01) e

grupos (P=0,05). Estas diferencas puderam ser confirmadas entre os tempos para

valores relativos (P=0,03), mas nao entre grupos (P=0,04). Para G3 e CG3, houve
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diminuicdo da populacdo de linfécitos totais do TO ao T2, porém néo foi possivel
detectar diferengas entre momentos e grupos experimentais.

Linfécitos B (CD21%) aumentaram do TO ao T2 nos grupos CG1 e G1, sendo
possivel detectar diferencas em valores absolutos e relativos para os momentos no
G1 (P=0,03; P=0,04). O CG2 e G2 apresentou leve diminuicdo do CD21" (%) porém
sem a deteccdo de diferencas estatisticas. G3 exibiu aumento de células B (%),
enquanto o grupo CG3 manteve valores estaveis. Diferencas estatisticas entre os
tempos foram identificadas nos valores absolutos dos grupos G1 (P=0,03) e G3
(P=0,03), porém sem distin¢do entre quais momentos (P<0,0167). O valores relativos
demonstraram uma tendéncia(P=0,09) a diferencas entre tempos para o G2.

Linfécitos T CD3" observou-se diminuicdo 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 variagOes, foram detectadas apenas
tendéncias para diferencas no tempo para G2 (P=0,09) e G3 (P=0,09), porém néo foi
possivel detectar entre quais tempos essa tendéncia ocorreu pelo teste de Wilcoxon
com correcao de Bonferroni (P<0,0167). Houve diferencas entre os tempos dos
valores relativos de G1 (P=0,04), e tendéncia entre os tempos de G3 (P=0,08). Em
relacdo aos grupos experimentais observaram-se diferengas nos valores absolutos e
tendéncia a diferenca nos valores relativos de CD3" entre CG2 (2,4 x 10°/uL - 62,7%)
e G2 (7,2 10%uL - 70,2%) no TO (P=0,05; P=0,09). Foram observados ainda
diferencas nas porcentagens de CD3" para os grupos CG3 e G3 no TO (P=0,01) e T1
(P=0,01),com maiores valores no grupo vacinado.

A subpopulacdo de células T CD3"CD4" apresentaram pequenas variacées ao
longo do tempo, exceto para CG1l (P=0,04) e G3 (P=0,03), que expressaram
diminuicaosignificativa das proporcdes durante o tempo. A mesma diferenca em G3
(P=0,01) foi detecada para os valores relativos. Em relacdo aos grupos pode-se
detectar diferencas entre CG1 e G1 no TO (P= 0,02) e tendéncias entre CG2 e G2 no
TO (0,07), T1 (0,07) e T2 (0,07), sendo observados maiores valores no grupo
vacinado G2 em relacdo ao CG2. Os valores relativos expressaram apenas diferenca
entre CG3 (18,8%) e G3 (30%) no TO (P=0,03).

A populagio citotéxica CD3"'CD8" também apresentou comportamento estavel
ao longo do estudo, exceto para a diferenca entre os tempos identificada no grupo
CGl (P=0,04), observando-se aumento dos valores. Os valores relativos

demonstraram apenas diferenca entre os tempos no CG3 (P=0,04). Em relacdo aos
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grupos foi detectada diferenca entre CG1 e G1 no TO (P=0,03) e tendéncia (%) para
CG3 e G3 no TO (P=0,09).

Linfécitos WC1* absolutos também foram constantes ao longo do estudo,
exceto para o grupo CG1 (P=0,01), no qual foi observada diminuicdo dos valores.
Contudo, os valores relativos demonstraram diferencas no tempo em CG1 (P=0,02),
CG2 (P=0,01) e CG3 (P=0,04). Novamente o baixo valor de P estimado pela correcéo
de Bonferroni ndo permitiu identificar entre quais tempos ocorreram as diferencas. Os
linfocitos WC1* apresentaram ainda diferencas 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 TO
(P=0,02). Tendéncia 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 ativacdo 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 relacdo aos seus
controles. Assim, foi possivel verificar diferenca estatistica em G3 (P=0,03) entre os
tempos dos valores absolutos, e uma tendéncia (%) a diferenca entre os tempos para
o G2 (P=0,09). Houve ainda diferenca estatistica 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
expressdo de CD25" nos bezerros vacinados em relagdo aos controles. Houve
apenas tendéncia a diferencas nos valores relativos de CD25" entre os grupos CG2 e
G2 no T2 (P=0,06).



106

Tabela 11 - Valores absolutos (células x 103/pL) e relativos dos linfécitos totais, linfocitos B (CD217), linfécitos T (CD3") e
suas subpopulacdes e marcador de ativagdo CD25" em bezerros Holandeses submetidos a diferentes
protocolos de vacinacdo — Sdo Paulo — 2015.

Grupos Experimentais
Pop. T G1 CG1 G2 CG2 G3 CG3
% [10°%L | % [10%uL | % [10°%uL | % [10°uL | % [10%uL | % | 10°uL
TO 54 4 53 6,2 51° | 94 | 84" | 48° | 689 | 6,7 69 6,7
Linf T1 60 4,3 59 3,92 | 53° 57 634" 41° 64 4,5 59 5,15
T2 73 4,5 74 4,66 57 51" 55 | 4,11° | 43 6,9 58 5,9
Anova (P) 10°/uL 0,19 0,01 0,27
Anova (P) (%) 0,45 0,03 0,82
TO 81 | 0,3° 9,8 05" | 195] 21 [283] 09 |236 ] 13 | 285 1
cb21* T1 160 | 0,8 | 193] 06 | 22,0 1 256 | 12 | 224 1 28,7 1
T2 184 | 09 | 223 1 179°| 09 [218"] 08 | 286 | 12 | 26,7 1
Friedman (P) 10°/uL 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
TO 81,7 | 3,3 752 | 44 | 702 ] 72" | 627 ] 24° | 64" 43 [46,1°] 2.2
CcD3* T1 728 | 3,3 67 2.4 66 3 615 | 21 [623 ] 29 |[516° 2
T2 681 | 26 | 684 | 33 |683| 34 |522| 18 |551 | 2,7 |533]| 24
Friedman (P) 10°/uL 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
TO 19 0,7° | 239 | 19" | 165 1,3 9,0 0,3 30" 1,9 |18,8° 1
cD4* T1 21,7 | 09 | 188 08 | 228 | 1,2 6,4 0,4 | 25,9 1 17,7 | 0,8
T2 119 | 06 | 265 | 11 | 217 ] 11 [126 | 05 [226 | 12 | 221 | 0,8
Friedman (P) 10°/uL 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
TO 8,7 0,3° 10 0,7% 7.6 1 8,9 0,4 7 0,3 7.9 0,3
cD8* 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 03 | 139 | 0,7 7,2 0,4 9 0,3 9 0,4 7.2 0,3
Friedman (P) 10°/uL 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
TO 235 12 [ 205 ] 12 | 196 ] 13 |165 | 08 [284"] 21 [103°] 0,6
wc’ T1 249" | 11" [106°| 05" [231°] 12" | 71° | 03° | 21,7 | 0,7 138 | 0,5
T2 254 | 09 | 168 | 08 | 20,9 1 9 05 | 174 | 08 | 184 | 06
Friedman (P) 10°/uL 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
TO 505 | 1,9 | 37,2 2 319 | 32 [338] 14 | 292 16 | 343 | 1,4
cD25" T1 50,4 | 2,3° [ 388 | 13" |425 | 16 |[377 | 15 [ 321 ] 14 | 281 1,1
T2 494 | 21 | 471 | 18 | 481 ] 25" [ 161 | 05° [ 309 | 16 |278 | 11
Friedman (P) 10°/uL 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 mindsculas na mesma coluna demonstram diferencgas entre os tempos TO, T1 e T2; letras mailsculas na
mesma linha demonstram diferenga entre os grupos quando P<0,05. CG - controle ndo vacinado; G1 - TO — 14,
T1- 44, T2 — 74 dias de vida; G2 - TO — 90, T1 - 120, T2 — 150 dias de vida; G3 - TO — 180, T1 - 210, T2 — 240
dias de vida; T - tempos.
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Figura 11 — Valores absolutos (células x 103/pL) e relativos dos linfécitos totais, linfécitos B (CD217),
linfécitos T (CD3") e suas subpopulagbes e marcador de ativagdo CD25" em bezerros
Holandeses submetidos & diferentes protocolos de vacina¢do — Sao Paulo — 2015.
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Fonte: (SILVA, B. T., 2015).

Legenda: CG: controle ndo vacinado; G1: TO — 14, T1 - 44, T2 — 74 dias de vida; G2: TO — 90, T1 -
120, T2 — 150 dias de vida; G3: TO — 180, T1 - 210, T2 — 240 dias de vida.*Diferencas
estatisticas (P<0,05); t Tendéncias estatpisticas (P<0,10).
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Figura 12— Valores absolutos (células x 103/pL) e relativos dos linfécitos totais, linfocitos B (CD217),
linfécitos T (CD3") e suas subpopulacdes e marcador de ativagdo CD25" em bezerros
Holandeses submetidos & diferentes protocolos de vacina¢do — Sao Paulo — 2015.
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Fonte: (SILVA, B. T., 2015).

Legenda: CG: controle ndo vacinado; G1: TO — 14, T1 - 44, T2 — 74 dias de vida; G2: TO — 90, T1 -
120, T2 — 150 dias de vida; G3: TO — 180, T1 - 210, T2 — 240 dias de vida. *Diferencas

estatisticas (P<0,05); TTendéncias estatisticas (P<0,10).
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11 DISCUSSAO

Esta pesquisa avaliou diferentes protocolos de vacinacdo para DRB em

bezerros Holandeses com 14, 90 e 180 dias de vida.

11.1 RESPOSTA HUMORAL INDUZIDA PELA VACINACAO

Esta pesquisa detectou a presenca anticorpos maternos para BVDV, BoHV-1
e BPIV-3 nos bezerros vacinados aos 14 (G1l) e 90 dias (G2) de vida. Em
contrapartida, alguns bezerros ndo apresentaram ACs para BRSV nestas faixas
etérias.

Aos 180 dias (G3) os titulos de anticorpos eram nulos ou baixos para as
viroses respiratérias, sendo esses compativeis com a duracdo dos anticorpos
colostrais previamente relatados (KIRKPATRICK et al., 2001; FULTON et al., 2004;
KIRKPATRICK et al., 2008; CHAMORRO et al., 2014).

A janela imunoldgica instaurada foi precoce para o BRSV, entretanto para as
demais viroses este fenbmeno ocorreu para a maioria dos bezerros entre 3 (G2) e 6
meses de idade (G3). O periodo 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 més de vida, resultando no tratamento de 21,9% (630/2874)
desses animais (WINDEYER et al., 2013).

Devido a precocidade da DRB, a vacinagdo precoce poderia ser empregada
como estratégia nos programas de profilaxia das viroses respiratorias. 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 ndo vacinado ao longo do estudo. Em geral, observou-se diminuicéo
nos titulos de anticorpos de ambos 0s grupos para as viroses respiratorias, exceto
para o BRSV. Estes achados nos permite afirmar que a vacinagao precoce nao

induziu a producao de anticorpos por imunidade ativa, e que a diminuicdo dos titulos
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€ 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 vacinagao
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 virus
vivo e modificado. Windeyer et al. (2015) em estudo retrospectivo em rebanho
leiteiro também ndo observaram aumento nos titulos de anticorpos em bezerras
vacinadas na segunda ou quinta semana de vida.

O efeito supressor dos anticorpos maternos sobre a imunidade humoral
induzida pela vacinacdo encontrado nesta pesquisa também foi encontrado por
Kaeberle, Sealock e Honeyman (1998). Estes autores testaram trés vacinas
comerciais inativadas e avaliaram os efeitos dos anticorpos maternos residuais na
producdo ativa de anticorpos. Assim,30 bezerros entre 28 a 69 dias foram
distribuidos em trés grupos imunizados com diferentes as diferentes vacinas
contendo BVDV, BoHV, BRSV e BPIV-3 inativados, e booster 30 dias apés. Os
autores detectaram ACs remanescentes do colostro ao inicio do experimento para
todas as viroses, porém observaram varia¢cdes individuais entre os titulos. O
aumento dos titulos de anticorpos pés-vacinal foi observado apenas para uma das
trés vacinas testadas (Vira Shield 5), especialmente apds a dose de reforco. 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 especificos para o
BVDV-2 poderiam bloquear a resposta imune induzida por vacinas contendo cepas
de BVDV-1. Bezerros leiteiros receberam colostro com altos titulos 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 Doenga das Mucosas) resultando em
doenca grave e eutanasia. Bezerros que ndo 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 vacinagao.

A vacinacao aos 90 dias apresentou resposta variavel de acordo com a virose

e individuo, sendo possivel observar titulos estaveis 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 Herpesvirus no TO observando-se a producdo de anticorpos
pos-vacinal (log, = 10); para o BRSV a resposta vacinal aos 90 dias foi fraca, pois
4/5 (80%) dos animais vacinados mantiveram-se soronegativos antes e apos o
reforco; para o BPIV-3 observou-se manutencédo ou ligeiro aumento dos titulos ACs
pés-vacinal, em contrapartida os titulos do CG2 foram gradualmente decrescentes.

Os dados obtidos nesta pesquisa concordam parcialmente aqueles relatados
por Menanteau-Horta et al. (1985), que encontraram aumento dos titulos de
anticorpos para o BVDV pés-vacinacao aos 84 e 196 dias de vida, em contrapartida
0s animais n&o responderam ao BoHV-1 aos 84 dias. As diferentes respostas para
o BVDV provavelmente é decorrente da composi¢cdo 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 variacdes 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 BVDV1la, 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 duragdo destes anticorpos foram maiores no grupo de bezerros
vacinados.

Windeyer et al. (2015) demonstrou associacdo entre DRB e titulos de
anticorpos apenas para BRSV e BoHV-1, pois bezerras com maiores titulos tiveram
menor probabilidade de apresentarem doenca clinica mediante a exposicdo natural.
Os autores nao encontraram associagdo entre os titulos de ACs para BVDV e BPIV-
3, 0 que pressupfe a menor importancia dessas viroses nos rebanhos estudados.
Esta susceptibilidade ao BRSV pode ter associacdo com a grande amplitude de
variacdo detectada no soro dos bezerros apos a colostragem demonstrada no
capitulo 1 desta pesquisa, associada a baixa resposta vacinal.

A vacinacao aos 180 dias induziu resposta em 5/8 bezerros para o BVDV
(62,5%), entretanto os animais que ainda possuiam titulos de anticorpos maternos

remanescentes néo responderam ao protocolo instituido. O CG3 apresentou queda
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dos titulos 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 o0s bezerros do CG3 que apresentaram-se
soronegativos do TO ao T2; para o BRSV pbde-se observar que 8/8 bezerros
responderam a vacinagdo (100%), observando-se manutencéo ou queda dos titulos
no CG3; para o BPIV-3 pbdde-se obter respostas 7/8 (87,5%) animais vacinados
(G3), observando-se manutenc¢éo ou queda dos titulos 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 apos 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
expressédo do marcador de ativagao celular foi verificada apenas para gamma-delta
apos a primovacinacao. Os autores concluiram que as condi¢cdes em que o estudo
foi delineado ndo permitiu a avaliacdo da resposta imune mediada por células
especificas aos antigenos vacinais.

Alguns autores (Lima et al., 2009) avaliaram a eficacia de quatro vacinas,
sendo que trés delas eram comerciais e continham virus inativado, e a outra era de
estudo clinico contendo cepas atenuadas. Os titulos médios geométricos de
anticorpos neutralizantes para BVDV-1 foram mais elevados no soro de animais que
receberam a vacina experimental (GMT = 1612,7) em comparagdo com 0S outros
grupos que receberam vacinas comerciais com cepas inativadas (GMT = 14,3-40,0).
Resultados semelhantes foram verificados para os anticorpos especificos ao BVDV-
2. Assim, pode-se notar maior a intensidade da resposta imune humoral para a
vacina que continha virus 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 pais, e verificaram baixa a moderada resposta de titulos de anticorpos
e nenhuma protecao fetal.

Os bezerros vacinados aos seis meses de idade desenvolveram imunidade
humoral para as viroses respiratérias. A exposicdo primaria ao antigeno vacinal
estimula a producéo de células B de memoria e IgM, que deverdo ser ativadas apos
segundo contato com o antigeno para proliferacdo e producéo de IgG. A IgM possui

maior potencial neutralizante que a IgM (TIZARD, 2008).
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Alguns bezerros mostraram capacidade de responder as vacinas desde os 90
dias de idade, desde que ndo apresentassem anticorpos maternos residuais, assim
acredita-se na capacidade de resposta precoce dos bezerros estimulados por vacina
ou exposicdo natural, fenbmeno responsavel por gerar maturidade imunoldgica e
protecdo aos microrganismos. O problema nao esta relacionado a 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/termosenssiveis para BoHV-1 e BPIV-3, e vivo/atenuado para BRSV.
Entretanto, a resposta vacinal na auséncia dos anticorpos maternos aos 180 dias foi
mais limitada quando o BVDV inativado foi utilizado para a imunizacdo dos bezerros.
Importantes revisfes de literatura (KELLING, 2004; CHASE; ELMOWALID; YOUSIF,
2004) ressaltam que antigenos vivos modificados induzem resposta de maior
intensidade e duracao.

O padrao de resposta imune induzida por antigeno inativado é limitado devido
a sua incapacidade em replicar-se nas células hospedeiras e estimular resposta
imune mediada por células T citotdxicas (CD8"). Todavia, os imundgenos inativados
podem induzir resposta humoral devido ao recrutamento de linfécitos B, que se
diferenciam em células plasmaticas capazes de secretar anticorpos neutralizantes. A
esse ponto, pesquisas discutem a inclusdo de componentes que potencializam a
resposta imune e que sao inclusos nos adjuvantes.

A vacina selecionada nesta pesquisa continha uma saponina conhecida como
Quillaja Saponaria Molina (Quil A) associada com uma substancia
imunoestimulatéria (Amphigen) e uma oleosa (Colesterol). Imunoestimulatérios séao
muito eficientes devido a capacidade de induzir os dois tipos de resposta imune,
produzindo anticorpos especificos contra os antigenos (IgG1 e IgG2), bem como a
resposta imune mediada por células T (Thl e Th2). Além disso, o tipo de emulséo
ajuda a estabilizar a concentracdo de componentes. Uma vez que néo pode ser
metabolizado, o antigeno mantém uma liberac&o lenta ao ser injetado e permanece
no tecido por um longo periodo (DEUTSKENS et al., 2011).

No Brasil sdo permitidas apenas estirpes vacinais inativadas para o BVDV
devido questbes de biosseguranca defendidas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento do Brasil (FLORES et al., 2005). Esse fato limita a

comparacao das pesquisas nacionais com oS internacionais que em sua maioria



114

utilizam virus vivo. Nesse contexto, Pituco e Del Fava (2003) questionam ndo s a
eficiéncia das vacinas inativadas disponiveis no mercado, mas a grande
variabilidade antigénica das cepas brasileiras em relacdo a aqueles presentes nas
vacinas comerciais, visto que Vogel et al. (2002) demonstrou baixa resposta cruzada
entre as diferentes cepas de BVDV. Ainda é valido ressaltar que pouco se sabe
sobre a importancia clinica das cepas de BVDV isoladas no nosso pais devido as
deficiéncias de registros a campo.

Em geral, os anticorpos maternos bloquearam a resposta humoral induzida
pela vacinagdo 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 SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS

Esta pesquisa avaliou as populacbes e subpopulacdes dos linfocitos
sanguineos pela técnica de citometria de fluxo conforme estudos previamente
demonstrados na literatura.

A populacdo de linfécitos T (CD3") diminuiu com o avancar da idade,
considerando-se as medianas obtidas nos grupos G1 (14-74d), G2 (90-150d) e G3
(180-240d). A diminuicdo das proporc¢des dos linfocitos T CD2* de acordo com a
idade ja havia sido relatada por Wilson et al. (1996), Ayoub; Yang (1996) e Kulberg
et al. (2004).

Apesar de oscilacBes, os valores de linfocitos T auxiliares CD4", citotoxicos
CD8" e WC1" se mantiveram praticamente constantes até 240d. Kampen et al.
(2006) também observaram propor¢bes semelhantes para CD4" e CD8' em
bezerros do nascimento aos 180 dias de vida, porém detectaram diminuicdo do
WC1" com o avancar da idade. Wilson et al. (1996) observou essa diminuicdo na
populacdo 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 aqueles obtidos para 0s grupos controles, embora a
Unica diferenca encontrada tenha sido entre G1 e CG1 no TO e entre CG3 e G3 no

TO e T1. Linfocitos T auxiliares e gamma-delta também apresentaram diferencas e
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tendéncias para maiores valores nos grupos vacinados, enquanto o citotoxico
apresentou valores superiores em grupo controle CG3 em relacao ao vacinado G3.

O grupo controle do capitulo 2 desta dissertacdo € composto pelos mesmos
bezerros apresentados no capitulo 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 diferencas encontradas para as células entre os grupos
experimentais sdo decorrentes da ocorréncia das broncopneumonias por exposicao
natural as viroses respiratérias.

O aumento dos valores relativos e absolutos dos linfécitos B do TO ao T2 foi
decorrente do desenvolvimento etario dos bezerros (KAMPEN et al., 2006). Apesar
disto, 0 G2 e CG2 ainda exibiram discreta queda no numero de células B na faixa
etaria correspondente.

As propor¢cbes de linfocitos B aumentaram com o avancar 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 oscilagdo 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 producdo de anticorpos enddégenos mesmo que O
aumento gradual da populagéo de células B tenha sido observado.

O estimulo vacinal ndo promoveu o aumento de linfécitos B nos grupos
vacinados G1, G2 e G3 em relacdo ao controle.

A expressdo 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 diferenca encontrada entre os grupos no T1l. No entanto, o G2 e G3
promoveram aumento da expressdo desse marcador apOs vacinacbes, e seus
controles exibiram decréscimo. Embora o G1 tenha se mantido estavel, todos os
grupos vacinados exibiram maior expressdo do marcador CD25" que seus
respectivos controles. A expressdo desse marcador ocorre exclusivamente em
linfécitos apds reconhecimento antigeno-especifico, pois possui alta afinidade com a
cadeia alfa do receptor de IL-2 e indugdo da mitose de clones no processo de
reconhecimento desses antigenos por linfécitos (QUADE; ROTH, 1999; ENDSLEY et
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al., 2003). A maior expressdo do CD25" nos grupos vacinados pode sinalizar para
resposta celular e protecdo dos bezerros para as infec¢gbes naturais.

Desafios de células mononucleares bovina com as viroses respiratorias in
vitro tem demonstrado o aumento da expressdo do marcador CD25" pelas células T
CD4", CD8" e WC1" apds exposicdo natural ou vacinagdo (RIDPATH et al., 2003;
ENDSLEY et al., 2004; PLATT et al.,, 2008; PLATT et al.,, 2009; SLUIJS; KUHN;
MAKOSCHEY). Apesar das maiores propor¢ées de CD25" obtidas para os grupos
vacinados, o modelo adotado por este estudo ndo permite afirmar que a resposta foi
exclusiva as cepas vacinais, assim pode ter sofrido influéncias da exposi¢ao natural

aos patégenos.
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12 CONCLUSOES

Com base nos resultados supracitados, conclui-se que:

a)

b)

c)

d)

f)

A intensidade da imunidade humoral dos bezerros induzida pela vacinagao
aumentou de acordo com o desenvolvimento etério;

A vacinacdo dos bezerros aos trés e seis meses de idade manteve ou
estimulou a producao de anticorpos para o BoHV-1, BRSV e BPIV-3;

A vacina inativada com BVDV ndo exerceu resposta imune humoral
completamente efetiva apds vacinacao;

A resposta imune mediada por células foi maior no grupo de animais
vacinados pela maior proporcéo de linfécitos T auxiliares (CD4") e gamma-
delta (WC1");

A vacinagdo promoveu a ativacdo de células T expressas pelo marcador
CD25%, o que pode ter sido responsavel pela protecdo dos bezerros
vacinados frente a DRB;

A relacao entre a imunidade colostral e vacinal apresentou perfil inversamente

proporcional.
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