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RESUMO

Patricia Santos Rossi. Compara¢do da Resposta Imune Estimulada por Vacina Intranasal e
Intramuscular Contra Viroses Respiratorias Bovinas 2018. 75f. Universidade Estadual do
Centro-Oeste — UNICENTRO. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias),
Guarapuava.

Devido ao impacto econémico de doengas do complexo respiratério em bovinos
(CRB), o mercado mundial tem lancado propostas para o controle desta enfermidade,
investindo principalmente vacinas comerciais. Dentre as vacinas existentes no mercado, ainda
ndo h& um consenso sobre qual melhor via de administracdo, pois as vacinas intranasais
estimulam maior resposta humoral, mas parecem impactar a defesa celular pulmonar por
mimetizarem uma infecc¢do viral ténue, enquanto as vacinas intramusculares interferem menos
em ambas respostas imunes. Desta maneira o presente trabalho verificou o impactos de duas
destas vacinas comercias na irritacdo, no perfil citolégico, no metabolismo oxidativo celular e
na producdo de imunoglobulina IgA da regido broncoalveolar, em 16 bezerras Jersey sadias,
(18 +£2 meses), conforme os grupos controle (CO) (n=5); intranasal (IN) (n=7) e intramuscular
(IM) (n=5). O grupo IM apresentou irritagdo em nasofaringe e, reducéo significativa de
macrdfagos alveolares 7 dias ap0s a vacinagdo e ndo alterou a producdo de IgA. O grupo IN
apresentou irritacdo em nasofaringe, aumento de celularidade por aumento de neutréfilos e reducéo
de macréfagos e reducdo do metabolismo oxidativo celular da regido broncoalveolar nos dias 3
ao 21 apo6s a vacinacdo, com maior magnitude de alteragfes no dia 7 e aumento significativo
dos teores de IgA no trés dias apds a vacinacdo.Conclui-se que a vacina intranasal reduz a
resposta imune celular, mas aumenta a resposta humoral e a vacina intramuscular promove
alteracdes semelhantes porém mais ténues, indicando que ambas as vacinas podem aumentar a
susceptibilidade para CRB, durante o estabelecimento da imunidade vacinal.

Palavras chave: Macréfagos alveolares, neutréfilos, espécies reativas de oxigénio (ERO),
imunoglobulina IgA, bovinos.



ABSTRACT

ROSSI, Patricia Santos. Comparison of Immune Response Stimulated by Intranasal and
Intramuscular Vaccine Against Bovine Respiratory Viruses. 2018. 75f. Universidade
Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias),
Guarapuava.

The worldwide impact on respiratory volume in cattle (CRB), the world market has been
proposed for the control of nurses, investing mainly commercial vaccines. Among the
vaccines available on the market, there is still no consensus on the best route of
administration, since intranasal vaccines stimulate a higher humoral response, but seem to
impact a cellular disease by mimicking a viral infection, whereas intramuscular vaccines
interfere less in both immune responses. In this way no work was found on the impact of two
vaccination works on the irritation, without cytological profile, without cellular oxidative
metabolism and with the production of IgA immunoglobulin of the bronchoalveolar region, in
16 healthy Jersey calves (18+2 months), according to the control groups (CO) (n=5) intranasal
(IN) (n=7) and intramuscular (IM) (n=5). The IM group presented nasopharyngeal irritation
and a significant reduction of macrophages within 7 days after vaccination and did not alter
IgA production. The IN group presented nasopharyngeal irritation, increase of cellularity by
neutrophil increase and reduction of macrophages and reduction of the cellular oxidative
metabolism of the bronchoalveolar region on days 3 to 21 after vaccination, with a greater
magnitude of changes on day 7 and a significant increase of the levels of IgA within three
days after vaccination.lt is concluded that an intranasal vaccine reduced the cellular immune
response but there is a humoral response and intramuscular vacancy can be found for CRB
during the establishment of vaccine immunity.

Keywords: Alveolar macrophages, neutrophils, reactive oxygen species (ROS),

immunoglobulin IgA, cattle.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho bovino de 215,2 milhdes de cabecas (IBGE, 2015). Neste
cenario, a sanidade dos bovinos é um importante fator na mantenca da produtividade nacional.
Dentre as principais afeccdes que acometem esses animais, 0 complexo respiratério bovino
(CRB) também denominado pneumonia enzodtica bovina causa grandes prejuizos neste setor
agropecuario (EDWARDS, 2010). Em rebanhos leiteiros, a doenga é responsavel por uma alta
mortalidade de bezerros de até um ano de idade (BRASIL et al., 2013), gerando despesas por
Obitos de animais com genética superior, além de custos com tratamentos em torno de $5-10/
100 kg de peso vivo (PATRICK, 2009).

O CRB é uma enfermidade multifatorial relacionada a uma interacdo complexa entre
fatores estressores ambientais, suscetibilidade imune dos animais e patdgenos respiratorios
como os virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (BoHV-1), Parainfluenza tipo 3 (bPI1V-3),
Virus Sincicial Respiratério Bovino (BRSV) e virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV)
(CUSACK et al., 2003; ANDREWS et al., 2008). Esses microrganismos comprometem a
barreira fisica de mucosas, o sistema mucociliar e a defesa celular inata (EDWARDS, 2010).
Assim quando bactérias comensais do trato respiratério anterior como Mannhemia
haemolytica e a Pasteurella multocida sdo inaladas, a reduzida defesa pulmonar permite que
elas colonizem os pulmdes causando pneumonia bacteriana secundaria (SVENSSON e
LIBERG, 2006).

A alta frequéncia do CRB aliada aos crescentes prejuizos econémicos advindos desta
afeccdo estimulou o desenvolvimento de inimeros protocolos para o controle da doenca. Os
mais frequentemente utilizados estdo relacionados a metafilaxia, na qual os animais recebem
uma dose Unica de antibidtico ao chegarem ao confinamento ou a profilaxia, na qual os
animais recebem uma a duas doses de vacina contra patdgenos respiratdrios entre sete a 15
dias antes de um evento estressante, como transporte por exemplo (TAYLOR et al., 2010).

Apesar de ambas as praticas serem eficientes, a crescente preocupacdo com residuos
de antibioticos nos produtos de origem animal tem incentivado o uso da profilaxia vacinal
contra viroses respiratorias (TAYLOR et al., 2010; ROTH, 2011).

Para 0 CRB estdo disponiveis produtos monovalentes, polivalentes ou combinag6es de
vacinas virais e bacterianas, sendo vivas modificadas, inativadas ou mortas. A maioria das

vacinas sdo constituidas por complexos direcionados contra os agentes virais IBR, BVD,



15

bPIV-3 e BRSV, indicados para administragdo subcutanea (EDWARDS, 2010; LORENZ et
al., 2011) ou intramuscular (NEUTRA e KOZLOWSKI, 2006).

Em relacdo a enfermidades do trato respiratorio, as vacinas intranasais Sao uma
alternativa em potencial, visto que ndo causam dor no local de aplicacdo e possuem
capacidade de induzir resposta imune local superior a vacinagdo sistémica (NEUTRA e
KOZLOWSKI, 2006), propiciando imunidade no local da entrada do agente patogénico, além
de poder resultar na secrecdo de anticorpos de forma sistémica, bem como em outros sitios
mucosos (HOLMGREN e CZERKINSKY, 2005).

Apesar das vacinas intranasais promoverem uma resposta imune local mais eficiente,
por estimular uma maior producéo de IgA local (TIZARD, 2014; NEUTRA e KOZLOWSKI,
2006), Gomes (2016) verificou reducdo na porcentagem e na funcédo de macrofagos alveolares
de bezerros neonatos imunizados por esta via, sugerindo que esta via de administracdo possa
reduzir as defesas respiratdrias contra bactérias.

Tal fato pode ocorrer porque a vacina promove resposta imunolégica semelhante a que
ocorre na infeccdo viral natural (DOU et al., 2015), gerando-se a ddvida se a vacina intranasal
pode predispor a maior susceptibilidade de infeccdes bacterianas secundarias durante o
periodo do estabelecimento desta imunidade, que acontece entre 1 a 3 semanas apds a
segunda dose da vacinacdo (GOMES et al., 2015).

Como a aplicacdo por via intranasal € uma prética laboriosa, preconiza-se a
administracdo parenteral em grandes rebanhos (FULTON et al.,, 2003). Estas vacinas
intramusculares ou subcutdneas sdo efetivas no controle do CRB, pois estimulam também
resposta imune local, mesmo que em menor proporcao em relagdo a administracdo intranasal
(NEUTRA e KOZLOWSKI, 2006). Como este desafio para a mucosa nasal € menor, acredita-
se que afete menos a efetividade celular do trato respiratorio, resultando possivelmente em
menor susceptibilidade a infeccGes bacterianas secundarias durante o periodo de desafio
vacinal.

Apesar das vantagens retromencionadas, Fulton et al. (2003) verificaram que bovinos
imunizados com virus vivo modificado contendo BoHV1 e BVDVL1 por via intramuscular
apresentaram viremia entre 3 a 7 dias ap0s a segunda dose vacinal. Apesar dos animais
apresentarem aumento de secrecdo nasal, ndo eliminaram virus, nem contaminaram outros
animais ndo vacinados do rebanho. Infelizmente nesta pesquisa ndo foram estudada as

populagdes celulares broncoalveolares nem suas fungdes, mas se houve aumento de secregdes
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nasais existe a possibilidade também desta via de vacinacdo comprometer as fungbes imunes
das células broncoalveolares.

Embora muitas pesquisas ja tenham sido realizadas com diferentes vias de
administracdo vacinal contra viroses respiratorias, a atencdo principal € para producdo de
anticorpos e soroneutralizacdo, e quase nenhuma delas foca nos efeitos da vacina sobre as
células broncoalveolares (GERSHWIN et al., 1998; FULTON et al., 2003; ELLIS et al.,
2007; XUE et al., 2010). Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo comparar 0s
efeitos das vacinas intranasal e intramuscular contra CRB no perfil e funcdo das células

pulmonares e na producgdo de imunoglobulina IgA inespecifica pulmonar.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Complexo respiratorio bovino

O CRB causa grandes prejuizos para a cadeia produtiva bovina. Esta enfermidade é
multifatorial, sendo resultado da combinacdo complexa entre manejos inadequados,
fragilidade do sistema imune e presenca de agentes infecciosos virais e bacterianos no trato
respiratdrio de bovinos (ANDREWS et al., 2008; EDWARDS, 2010).

Animais que possuem um sistema imune higido sdo mais resistentes a afecgdes e tem
melhor desempenho produtivo (BURTON, 1995). A incidéncia de enfermidades em bovinos
de leite ou de corte, aumenta durante os periodos de elevado estresse, como o desmame
precoce, restricdo de agua, super lotacdo animal, pico de lactacdo e transporte (CHANG e
MOWAT,1992).

CondicgOes estressantes aumentam 0s nhiveis plasmaticos de cortisol, esse horménio
influéncia diretamente sobre a imunidade sanguinea e respiratoria. Em relacdo ao trato
respiratorio, quando bovinos estdo sob estresse ocorre alteracdo na citologia desse sistema,
além de reducdo na ativacdo e poder de fagocitose de macréfagos e neutrofilos alveolares,
aumentando a suscetibilidade a doencas respiratérias nos animais (HENRICKS et al.,1987;
ISHIZAKI et al., 2005; ACKERMAN, 2010; BERTAGNON et al., 2011).

Os principais agentes virais que atuam no CRB sdo os virus da rinotraqueite infecciosa
bovina (BoHV-1), parainfluenza bovina tipo 3 (bPIV-3), virus sincicial respiratorio bovino
(BRSV) e virus da diarreia viral bovina (BVDV) (ANDREWS et al., 2008; ACKERMAN et
al., 2010; EDWARDS, 2010). Estes agentes comprometem a defesa imune pulmonar afetando
principalmente a fungdo do aparelho mucociliar e reduzindo a capacidade fagocitica de
macrofagos alveolares e linfécitos (FILLION et al., 1984; LIGGITT et al., 1985; ADAIR et
al., 1991; EDWARDS, 2010), predispondo o sistema respiratorio a infeccbes bacterianas
secundarias por Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida; Histophilus somni ou
Mycoplasma bovis, agentes esses comensais das fossas nasais de bovinos sadios
(ACKERMAN et al., 2010; EDWARDS, 2010).
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2.2.Virus envolvidos no complexo respiratorio bovino e gravidade das pneumonias

Os virus (BoHV-1), (bPIV-3), (BRSV) e (BVDV), comprometem o sistemas de defesa
do hospedeiro, 0 que promove o aumento da incidéncia de pneumonias bacterianas graves
(ANDREWS et al., 2008; EDWARDS, 2010).

A rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) é causada pelo BoHV-1, que é membro da
familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesviridae. Esse agente viral esta amplamente
disseminado no pais chegando a acometer 82% do rebanho nacional, causando prejuizos
consideraveis por causar doencas respiratorias, genitais e abortos em bovinos. Dentro da
familia Herpesviridae ainda tem-se o Herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2) relacionado a
mamilite herpética e o Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) causador da encefalite herpética
(FLORES, 2007).

O BoHV-1 possui a caracteristica de manter-se em laténcia no hospedeiro,
permanecendo nos ganglios trigémeo e sacral. A infecgdo latente pode ser reativada apds o0s
animais passarem por condi¢Oes de estresse como aglomeracdo de animais, transporte,
confinamento, pds-parto ou administracdo de corticosteroides (KAPIL e BASARABA 1997;
MUYLKENS et al., 2007). Em um plantel a IBR pode alcancar uma morbidade de até 100% e
uma taxa de letalidade préximo de 5%. A gravidade da doenca aumenta quando ocorre
infeccOes bacterianas secundarias no sistema respiratorio (FLORES, 2007).

PUstulas e placas diftéricas podem ser observadas na mucosa nasal externa e interna,
em nasofaringe, traqueia e bronquios. Se a infeccdo viral ndo se resolver até dez dias, agentes
bacterianos podem invadir as vias respiratorias e causar broncopneumonia grave (KAPIL e
BASARABA 1997).

O Virus bPIV-3 pertence a familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae,
género Respirovirus, causa infecgbes respiratdrias em bovinos e ovinos. No Brasil a sua
distribuicdo € ampla, com altas taxas de soropositividade nos rebanhos (FLORES, 2007). Em
estudo realizado no Parana de 714 amostras de sangue bovino avaliados foi constatado a
presenca de bPIV-3 em 80,4% das amostras, estando o0 agente presente em 96 % das 26
propriedades investigadas (SPONCHIADO, 2014).

Esse agente € um dos causadores de sinais clinicos de pneumonia, ap6s bovinos serem
transportados por longas distancias, podendo o bPIV-3 estar relacionado ou ndo a outros
agentes, como a M. hemolytica e P. multocida (KAPIL e BASARABA, 1997). Os sinais

clinicos iniciais da infeccdo podem ser dispnéia, tosse, descarga nasal serosa ou
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mucopurulenta, lacrimejamento, conjuntivite, inapeténcia e temperatura elevada. A maioria
dos animais manifestam sinais clinicos discretos, recuperando-se em poucos dias, no entanto a
infeccdo pode culminar em pneumonia intersticial, acometendo os lobos pulmonares
anteriores (FLORES, 2007).

O BRSV pertence a familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae desempenha
um papel fundamental na doenca respiratoria dos bovinos, causando broquiolite e pneumonia
intersticial (FLORES, 2007). A infeccdo por BRSV é presente no Brasil, Sponchiado (2014)
relatou que de 714 bovinos testados 93,5% foram sororreagentes para BRSV em levantamento
realizado na regido sul do pais. Porém, ainda sdo escassas as pesquisas realizadas para
estabelecer a prevaléncia de BRSV nos rebanhos brasileiros.

Esse agente comumente participa com outros virus ou bactérias como M. haemolytica,
P. multocida e H. somni no estabelecimento do CRB. A infeccdo por BRSV no sistema
respiratério pode causar desde uma sintomatologia inaparente a pneumonias graves, sendo
mais severa em bezerros jovens entre um e cinco meses de vida (FRASER, 1996; FLORES,
2007).

Os sinais clinicos apés a infeccdo natural pelo BRSV incluem febre, descarga nasal,
tosse, taquipnéia, respiracdo bucal e abdominal, enfisema pulmonar e até 6bito do animal. Se
ndo ocorrerm infeccBes bacterianas secundarias, 0s animais se recuperam rapidamente em até
trés semanas. Se o animal vier a Obito, as lesdes observadas na necropsia sdo pneumonia
intersticial multifocal, enfisema alveolar disseminado com focos de atelectasia, enfisema
intersticial em graus moderados e espessamento dos septos interlobulares (FLORES, 2007).

O BVDV ¢é pertencente a familia Flaviviridae e ao género Pestivirus, este agente tem a
capacidade de acometer bovinos, ovinos e suinos sendo responsavel por perdas econémicas
consideraveis pela reducdo nos indices reprodutivos, na producao leiteira, no desempenho em
confinamento e custo com tratamentos (FLORES, 2007, FULTON, 2009). Estudos
soroldgicos demonstraram que o BVDV encontra-se amplamente difundido no rebanho
bovino brasileiro, podendo variar de 64 até 96% a sua prevaléncia nos rebanhos nacionais
(QUINCOZES et al., 2007 ;MENDES et al., 2009; SILVA et al., 2009).

De acordo com as caracteristicas genéticas e antigénicas, os isolados podem ser
divididos em dois grupos: BVDV-1 e BVDV-2. Os virus pertencentes ao genotipo 1
abrangem a maioria das cepas de referéncia e sdo os virus utilizados em vacinas, 0s mais

frequentemente isolados e possuem viruléncia baixa a moderada. Os virus pertencentes ao
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genotipo 2 foram inicialmente isolados de surtos de BVDV aguda e doenca hemorréagica, mas
também j& foram isolados apresentando viruléncia baixa a moderada (FLORES, 2007).

A infeccdo por BVDV pode ter carater agudo ou persistente. A infeccéo persistente é
resultante da habilidade desses virus em atravessar a placenta e estabelecer infeccdo e
imunotolerancia no feto. A infeccdo transplacentaria, é seguida do nascimento de animais
persistentemente infectados (P1), os quais podem desenvolver uma enfermidade denominada
doenca das mucosas (DM) que acomete apenas animais Pl (FLORES, 2007; FINO et al.,
2012).

Esses individuos sdo os principais reservatorios e disseminadores do virus, pois o
excretam continuamente pelas secre¢des (nasais, saliva, sémen, leite) e excregdes (urina,
fezes). A transmissdo do BVDV se da principalmente por contato direto (focinho-focinho,
monta natural) e indireto (contato entre mucosa nasal com secrecdes, excrecOes, feto abortado
ou restos de placenta). A transmissdo iatrogénica ocorre por contato com agulhas ou
instrumentais cirurgicos contaminados, luvas de palpacéo, tatuadores, aplicadores de brinco e
sémen contaminado. A transmissao vertical aos embrides/fetos é frequente quando ocorre
infeccdo de vacas durante a gestacdo (FLORES, 2007; OTONEL et al., 2014).

Ha dois biotipos virais de BVDV, de acordo com a agdo produzida em cultura celular,
0 bidtipo citopatico (CP) e o ndo-citopatico (NCP). O NCP é o Unico com capacidade de
atravessar a barreira placentaria e infectar o feto, causando doencgas congénitas e problemas
reprodutivos. Ja o bidtipo CP é correlacionado como causador da DM em PIl. Se o virus
infectar o feto durante 45 a 125 dias de gestacdo € comum ocorrer morte fetal, abortos, ou o
nascimento de bezerros PI, se a infecgéo for a partir dos 125-175 dias de gestagdo ocorre mal
formagdes congénitas, como hipoplasia cerebelar e deficiéncia ocular de grau variado, sendo
incomum nascimento de bezerros Pl (RADOSTITS et al., 2002; FINO et al., 2012).

O BVDV também contribui para a ocorréncia de pneumonias causadas por agentes
bacterianos devido a sua acdo imunossupressora, de modo que, se realizada prevencdo da
infeccdo por BVDV nos animais, também se reduz a incidencia de infe¢fes respiratorias no
plantel (BASQUEIRA et al., 2017).

Independentemente dos agentes envolvidos, as doengas respiratorias causam alta taxa
de morbidade entre os bovinos. A exposi¢do dos animais a fatores como transporte, alteraces
bruscas de temperatura e umidade, ambientes com baixa ventilagdo, presenca de gases

nocivos que se somados somados as particularidades do trato respiratorio dos bovinos e a
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acao patogénica de agente virais e bacterianos, culminam para que ocorram as pneumonias
(SNOWDER et al., 2006).

As enfermidades do trato respiratdrio resultam em elevadas perdas econémicas devido
a alta morbidade e mortalidade nos rebanhos. Em geral os custos sdo decorrentes de
conversao alimentar ineficiente, perda de peso, condenagOes de carcagas no abate, tratamento
e obito de animais (SNOWDER et al., 2006; BRASIL et al., 2013).

Em levantamento realizado na regido sul do Rio Grande do Sul, Brasil et al. (2013)
relataram que o0s surtos de pneumonia acometeram com maior frequéncia bezerros de racas de
leiteiras, provavelmente pelo estresse do desmame precoce, e agrupamento dos animais. J& em
outros paises como o Canadd, esta enfermidade é comumente relatada em bovinos de corte
confinados, que passam por transportes, alteracdes ambientais ou permanecem em
alojamentos mal ventilados (BOOKER et al., 2008; EDWARDS, 2010; LORENZ et al.,
2011). Podendo se sugerir que o CRB esta relacionado aos manejos de desafio e estresse que
0s animais passam e ndo a sua aptidao de producdo (BRASIL et al., 2013).

Em bovinos as taxas de morbidade do CRB sdo variaveis, entre 5 a 50%, podendo
chegar até 100%, dependendo dos fatores de predisposicdo na propriedade, enquanto a taxa de
mortalidade pode chegar a aproximadamente 30% (BRASIL et al., 2013). As perdas
econdmicas associadas a essa enfermidade em animais de confinamento sdo estimadas em
aproximadamente US $ 13,90 por animal, ndo somando a esse valor custos com mao-de-obra
e manejos diarios associados (SNOWDER et al., 2006). Além disso, Loneragan et al. (2001)
constataram que as doencas respiratorias levaram a diminuicdo da qualidade da carcaca e
decréscimo expressivo no ganho de peso de animais confinados (0,07-0,20 kg/animal/dia).

Watts e Sweeney, (2010) relataram que o impacto econémico global do CRB esta
estimado em aproximadamente US$ 3 bilhGes por ano. Recentemente estimou-se que as
perdas relacionadas a morbidade foram de US$ 6,31 milhdes/ano, e de US$ 5,54 milhGes em
relacdo a mortalidade, resultando em prejuizo anual de US$ 11,85 milhdes no Brasil.
Ressalta-se também que a maior ocorréncia de coinfeccBes nas pneumonias de bovinos foram
correlacionadas a infeccgdes virais e bacterianas com o envolvimento de M. haemolytica e P.
multocida, as quais foram identificadas em 4/5 novilhos testados (BAPTISTA et al., 2017).
No entanto ainda se fazem necessarios mais estudos relacionados aos custos econdémicos que
0 CRB e as consequentes pneumonias causam nos rebanhos nacionais (BRASIL et al., 2013;
BAPTISTA et al., 2017).
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2.3. Patogenia

O conceito fundamental da patogénese do CRB em bovinos é bem definido. Os
animais que desenvolvem esta enfermidade passam por algum estressse que leva a
imunossupressao, expondo-se assim a agentes virais como o BoHV-1, bPI1V-3, BRSV BVDV,
que também possuem capacidade imunossupressora, permitindo que agentes bacterianos
comensais do trato respiratorio migrem e colonizem a via respiratéria inferior, acarretando no
estabelecimento de pneumonias graves (EDWARDS, 2010; MOSIER, 2014).

Situacdes como transportes por longas distancias, alteracbes ambientais,
permanéncia em locais pobremente ventilados, desmame precoce, restricdo de &gua,
superlotacdo animal e pico de lactacdo debilitam as respostas imunoldgicas de bovinos de
aptidao leiteira ou de corte, favorecendo o estabelecimento das doencas respiratdrias bovinas
(CHANG e MOWAT, 1992; BOOKER et al. 2008; EDWARDS, 2010; BRASIL et al., 2013).

Os bovinos possuem caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas, como um grande
volume de espagco morto que permite a deposicao de particulas e deixando o fluxo de vapores
e gases mais lento, além de uma reduzida ventilacdo colateral, tornando-se esta espécie mais
suscetivel a pneumonias (ACKERMAN e BROGDEN, 2000; ACKERMAN et al., 2010).

O trato respiratério permite que o ar percorra livremente em contato com sua mucosa
até os alvéolos, precisando assim de sistemas de defesa competentes para manter-se higido. O
lencol mucociliar e a defesa celular realizada por macréfagos alveolares e neutréfilos sdo uns
dos principais mecanismos que garantem a salde desse sistema (BURTON et al., 2005;
ACKERMANN et al., 2010; SANTOS e ALESSI, 2016).

O muco produzido pelo sistema respiratorio é composto por moléculas solUveis, como
lisozima, lactoferrina, proteinas surfactantes e peptideos catiénicos, como as defensinas e as
catelicidinas. Esse muco engloba particulas estranhas que sdo carreadas constantemente
através dos movimentos ciliares dos bronquiolos até a traqueia, ou em sentido contrario, da
cavidade nasal para a faringe, onde o muco € deglutido sendo digerido no trato digestorio. As
particulas que escapam desse sistema atingem os alvéolos sendo fagocitadas pelos macréfagos
alveolares e neutréfilos (BURTON et al., 2005; TIZARD, 2014).

Os virus no CRB acometem as defesas do sistema respiratorio através de dois

mecanismos principais. O primeiro € interferindo na barreira fisica, alterando e lesionando as
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superficies das mucosas, causando danos as células epiteliais da mucosa nasal e alterando a
depuracdo mucociliar, permitindo fixacdo, crescimento e colonizacdo bacterina (CONFER,
2009; FULTON, 2009). O segundo € interferindo nas defesas imunes inatas prejudicando a
funcdo de macrofagos e neutrdfilos e respostas adaptativas, por meio da supressao de
linfocitos T e B (SRIKUMARAN et al., 2007; FULTON, 2009).

O BoHV-1 causa erosdes e Ulceras no trato respiratorio superior, e sua infecgdo, in
Vvivo ou in vitro, causa a lise das células epiteliais respiratorias infectadas, levando a morte
celular por necrose e apoptose, inteferindo na depuracdo mucosa (MUY LKENS et al., 2007).
Também o virus BoHV-1 leva a inducio de apoptose de linfocitos T auxiliares (Th) CD4",
prejudicando a liberagéo de citocinas que promovem o desenvolvimento das respostas imunes
humorais e celulares. Hodgson et al. (2005) relataram mecanismos de sinergia viral-bacteriana
entre 0 BoHV-1 o qual alterou a expressao de receptores tipo Toll (Toll like receptors-TLR) e
respostas pro-inflamatorias, o que contribuiu para ocorrer a infeccdo por M. haemolytica.
Esses fatos contribuem para a migracdo e a colonizacdo do trato respiratério inferior, por
patdgenos bacterianos comensais das vias aéreas em animais saudaveis, levando a ocorréncia
de pneumonias (SRIKUMARAM et al., 2007).

O virus BVDV é constantemente associado a imunossupressao, contribuindo para o
desenvolvimento de infeccOes respiratorias bacterianas secundarias no organismo hospedeiro.
Esse agente acomete os macréfagos alveolares, levando a reducdo na producdo e liberagdo de
anion superoxido O2 e de fator de necrose tumoral (TNF-a) por essas células, alem induzir a
apoptose de linfécitos T e B in vivo (ADLER et al., 1994; CHASE et al., 2004; CHASE et
al.,2015).

Os virus BoHV-1 e BVDV, também comprometem a producédo dos interferons (IFNs).
Essas citocinas atuam no controle e na replicacdo celular, além de serem fundamentais na
defesa antiviral. Os IFNs tipo I (a e B) sdo produzidos por varios tipos de células enquanto o
IFN tipo Il (y) é produzido principalmente por linfécitos T (FLORES, 2007; SRIKUMARAN
et al., 2007). Segundo Henderson et al. (2005) o BoHV-1 possui a capacidade de antagonizar
a resposta dos IFNs apds a infeccdo. J& em relacdo ao BVDV, estudos em cultura celular
revelaram que cepas NCP e CP, ndo foram capazes de induzir respostas de IFNs do tipo |
detectaveis, evitando assim a estimulagéo das respostas imunes inatas (BAIGENT et al., 2002;
GIL et al., 2006).
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O virus bPI1V-3 replica-se em células epiteliais de todo trato respiratdrio, porém causa
maiores danos principalmente na parte inferior do sistema, provocando bronquite,
bronquiolite e alveolite. Durante a fase aguda da infeccdo pelo bPIV-3, ocorre necrose de
células epiteliais bronquiolares, e destruicdo de células ciliadas prejudicando todo o sistema
de depuragdo mucociliar. O agente viral também acomete os macréfagos alveolares, inibindo
sua producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), prejudicando a fungdo bactericida
dessas células (BRYSON et al., 1983; BRYSON, 1985; DYER et al., 1994).

O BRSV é uma importante causa do CRB em bezerros jovens (GUZMAN e
TAYLOR, 2015). O BRSV se replica principalmente em células epiteliais das vias aéreas
ciliadas e pneumacitos tipo Il (VIUFF et al., 1996) e induzem uma grande liberacdo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias que direcionam a expressdo de moléculas de
adesdo celular e recrutam neutrdfilos e linfdcitos para o pulméo, resultando em bronquiolite e
pneumonia intersticial (ROSENBERG e DOMACHOWSKE, 2012).

Em estudo recente, foi relatado que a infeccdo por BRSV em células epiteliais
respiratorias aumentou a aderéncia de P. multocida a essas células, ocorrendo
concomitantemente um aumento da expressdo de genes que codificam citocinas pro-
inflamatorias exarcebando a resposta inflamatéria aguda local, contribuindo assim, para
explicacdo dos graves sintomas pneumdnicos do CRB quando envolve esse agente viral
(SUDARYATMA et al., 2018).

Os patdgenos envolvidos no CRB desenvolveram uma variedade de mecanismos de
evasdo e imunossupressdo do sistema imunoldgico, durante o estabelecimento da
enfermidade, tornando o hospedeiro incapaz de desenvolver uma resposta imune protetora
completamente eficiente. Essas estratégias desenvolvidas por um patégeno ndo s6 ajudam a
ele mesmo, mas também os demais, resultando na exacerbacdo da gravidade da doenca
(SRIKUMARAN et al., 2007).

2.4. Diagndstico

A deteccdo precoce das doengas respiratorias em bovinos é fundamental para evitar
sua disseminacdo dentro do rebanho, no entanto na maioria das vezes esta identificagéo
baseia-se principalmente na inspe¢do visual dos sinais clinicos, requerendo habilidade e

experiéncia do responsavel o que pode ser falho, visto que 0s ruminantes vivem em grupos na
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natureza e buscam mascarar ou esconder os sinais clinicos da enfermidade como forma de
autopreservacdo (EDWARDS, 2010). Assim aumenta-se a acuracia do diagnostico quando
além da inspecdo visual, utiliza-se exame fisico, andlises laboratoriais e necropsia
(SNOWDER et al., 2006; EDWARDS, 2010)

Os sinais clinicos no periodo inicial do CRB podem ser vagos e de dificil constatacéo,
precisando ser observados atentamente os animais com anormalidade nos seus padrfes de
comportamento especificos. Os sinais clinicos mais comuns de doencas respiratdrias bovinas
incluem depressdo, emagrecimento, letargia, respiracdo ofegante ou acelerada, focinho seco,
orelha caida, pélos asperos, corrimento nasal seroso ou mucopurulento, decubito e morte. Em
alguns casos os animais podem apresentar dificuldade respiratdria ao serem movimentados,
apresentando pescoco estendido, boca aberta e salivagdo exacerbada. A elevacdo de
temperatura corporal ocorre comumente relacionada a presenca de infecgbes bacterianas
secundarias (RIET-CORREA et al., 2001; EDWARDS, 2010; BRASIL et al., 2013).

Em relacdo ao exame fisico, a auscultacdo e percussdo pulmonar sdo realizadas para
avaliar as alteracGes pulmonares. Com esses métodos & possivel estabelecer o grau de
desenvolvimento da lesdo, e também delimitar area pulmonar acometida. Na auscultacdo pode
se perceber a consolidagcdo antero-ventral dos pulmdes, devido a infec¢bes bacterianas
secundarias e em porcdes dorso-caudais crepitacdo exacerbada se houver enfisema pulmonar
(RADOSTITS et al., 2002; SNOWDER et al., 2006).

No entanto, o exame fisico, em particular a auscultacdo pulmonar, nem sempre é
suficiente para constatar uma doenca respiratéria nos quadros iniciais, assim 0s exames
complementares se tornam essenciais. A endoscopia respiratoria é um exame complementar
pouco invasivo, que além de permitir a inspecdo indireta do sistema respiratorio, desde a
cavidade nasal até a arvore brénquica (BATISTA et al., 2016), ainda permite a colheita de
amostras de lavados da regido respiratria, gerando informacBes sobre a ocorréncia de
afeccbes, sua gravidade, bem como o agente presente, baseando-se no perfil celular
encontrado (GONCALVES et al., 2004). Sabendo-se que a citologia broncoalveolar de
bovinos sadios é composta por 68,80% de macréfagos, 11,10% de neutréfilos, 1,90% de
linfécitos e menos de 1% de eosinofilos, conclui-se que ha uma broncopneumonia bacteriana
qguando h& aumento de neutréfilos na regido, proporcionalmente a gravidade da afecgéo
(ACKERMANN et al., 2010).
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Os agentes etiologicos obtidos por lavado broncoalveolar ou traqueal, swabs nasais,
materiais de lesdo, amostras fecais e de soro podem entdo ser identificados por isolamento
viral e bacteriano, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), imunofluorescéncia,
imunohistoquimica (IHC), sorologia (ELISA), exame histopatolégico e microscopia
eletronica (FULTON et al., 2009). Para esses exames, 0 mais indicado é selecionar animas na
fase aguda da enfermidade e sem antibioticoterapia prévia, porque, pode reduzir ou anular o
crescimento das culturas bacterianas em laboratorio (COOPER e BRODERSEN, 2010).

Analises sanguineas podem ser realizadas para avaliar a gravidade da infeccéo,
assim como, qual tipo de agente esta envolvido (bacteriano ou viral) (RADOSTITS et al.,
2002). E possivel também realizar testes quantitativos para verificagdo de hormdnios como o
cortisol, imunoglobulinas e antigenos (FULTON et al., 2003; BERTAGNON et al., 2017).

A necropsia é fundamental para identificacdo das pneumonias e dos agentes
envolvidos nesta enfermidade, por meio da analise macroscopica das lesdes, assim como, pela
observacdo microscopica de amostras através de exames histopatoldgicos. Os achados de
necropsia tém grande relevancia para tomada de decisdes na propriedade, relacionadas a
manejos diarios e preventivos das doencgas respiratorias bovinas (EDWARS, 2010; GORDEN
e PLUMMER, 2010).

2.5. Tratamento

As acdes terapéuticas contra as doengas respiratdrias em bovinos ndo sdo direcionadas
para a infeccdo viral, mas sim para as infec¢des bacterianas secundérias. Os antimicrobianos
usualmente utilizados nos casos de pneumonia sdo oxitetraciclina, na dose de 10 mg/kg IM,
penicilina G procaina, na dose de 30.000 a 45.000 Ul/kg IM, sulfa com trimetropim, na dose
de 3 mL/45 kg de peso IM. Outras drogas também sdo altamente eficazes como a tilmicosina,
na dose de 10 mg/kg subcutéaneo, o florfenicol, na dose de 20 mg/kg IM em intervalos de 48
horas. Também pode-se utilizar a tulatromicina 2,5 mg/kg em dose Unica SC (RADOSTITS et
al., 2002; CUSACK et al .,2003).

Estudos sdo realizados para avaliar a eficacia dos farmacos mais empregados no
tratamento de pneumonia causada pelos agentes envolvidos no CRB. Viana et al. (2007)
testaram a eficiéncia de diversos antibidticos contra M. haemolytica e P.multocida.

Enrofloxacina, florfenicol, ciprofloxacina e sulfametazol/trimetropin  foram o0s
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antimicrobianos que demonstraram maior eficacia enquanto a tetraciclina teve a maior taxa de
resisténcia.

Ainda Timsit et al. (2017) avaliaram a resisténcia a antimicrobianos, dos agentes M.
haemolytica, P. multocida e H. somni presentes em animais saudaveis e acometidos por CRB.
Houve altos niveis de resisténcia (>70%) contra a tulatromicina e oxitetraciclina em isolados
de M. haemolytica e P. multocida e elevados niveis de resisténcia contra a oxitetraciclina
(67%) e penicilina (52%) em isolados de H. somni. Poucos isolados bacterianos foram
resistentes ao florfenicol, enrofloxacina e ceftiofur. A elevada resisténcia contra a
tulatromicina e a oxitetraciclina sugere que esses antimicrobianos ndo devem ser utilizados
repetidamente tanto para controle quanto para tratamento do CRB.

Magstadt et al. (2017) avaliaram a sensibilidade antimicrobiana de 1.251 isolados
bacterianos de bovinos tratados e ndo tratados para pneumonia .Os isolados bacterianos de
bovinos que receberam tratamento antimicrobiano apresentaram maior resisténcia a
antibidticos em comparacdo com aos isolados de bovinos ndo tratados, além de que a
porcentagem de isolados resistentes aumentou concomitantemente ao aumento do numero de
tratamentos antimicrobianos. A resisténcia a enrofloxacina, espectinomicina, tilmicosina e
tulatromicina esteve presente em >75% dos isolados de M. haemolytica de bovinos que
receberam trés ou mais tratamentos antimicrobianos; a resisténcia a cada um dos quatro
antimicrobianos estava presente em <10% dos isolados de M. haemolytica de bovinos néo
tratados. Tendéncias similares, mas menos dramaticas, foram evidentes para isolados de P.
multocida e H. somni. A porcentagem de isolados bacterianos resistentes também aumentou
com o numero de tratamentos, sugerindo-se que o tratamento antimicrobiano prévio pode ter

um efeito acentuado no teste de sensibilidade in vitro.

2.6. Formas de controle do CRB

Para reduzir os impactos negativos que o CRB causa na producdo bovina, é
fundamental implantar um planejamento de saude para o rebanho, visando reduzir a
incidéncia e os custos relacionados a morbidade e mortalidade de animais. Esses programas
devem ser direcionados para prevencéo e controle da enfermidade, sendo alguns dos objetivos
buscados: minimizar a exposi¢do ao patdgeno, estimular a imunidade dos animais e reduzir os

fatores de risco para disseminacdo da doenca (EDWARDS, 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Magstadt%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29034785
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A prevencdo das doengas respiratorias bovinas deve-se basear em medidas de higiene,
controle no transito de animais, quarentena e vacinagdo contra os principais patdgenos que
causam o CRB, a implantacdo de manejos que evitem a superlotacdo, mudancas bruscas de
temperatura e adequado fornecimento de colostro podem auxiliar na prevencao e reducédo da
enfermidade (FLORES, 2007). A instauracdo da profilaxia vacinal e o uso da metafilaxia
também sdo manejos importantes para reducdo da incidéncia do CRB em bovinos (SANUDO
etal., 2008, TEIXEIRA et al., 2017).

A metafilaxia pode ser definida como a administracdo em massa de um antibidtico,
num momento estratégico, buscando reduzir a manifestacéo clinica da doenca (RADOSTITS
et al., 2002). A administracdo desses farmacos pode ocorrer apds exposi¢do ao patdgeno,
durante a incubacdo da doenca ou no aparecimento dos sinais clinicos iniciais da enfermidade
(SMITH, 2009). Avaliando-se a eficacia da administracdo de antimicrobianos antes do
embarque ou na chegada ao confinamento, foi sugerido que o momento mais favoravel para
realizar a metafilaxia seria ap6s a chegada dos animais aos locais de destino (NICKELL e
WHITE, 2010; EDWARDS, 2010).

No entanto as industrias de alimentos para animais passam por pressao constante para
reduzir o uso antimicrobianos devido a preocupacdo com residuos desses agentes nos
produtos de origem animal, além da resisténcia a antibidticos, tendo-se que em alguns
momentos repensar sobre 0 uso da metafilaxia (TAYLOR et al., 2010; WINDEYER et al.,
2017).

Ja as vacinas sdo indicadas para profilaxia (STOKKA, 2010), sendo indicada sua
aplicacdo antes dos periodos de desafio para os animais (EDWARDS, 2010, LORENZ et al.,
2011). Recomenda-se para bezerros de aptiddo leiteira, a vacinacdo no pré-desmame e em
bovinos de corte, a vacinacao antes do transporte (EDWARDS, 2010; TAYLOR et al., 2010).
Ainda Makoschey et al. (2012) relataram que outra forma de prevenir o CRB em bezerros,
seria realizar a vacinacdo das matrizes antes do parto para aumentar a disponibilidade de
anticorpos especificos no colostro.

Mesmo com o emprego de vacinas ou de antibidticos, ainda se tem dificuldades para
controlar o CRB, sendo fundamental avaliar se os métodos de manejo empregados estdo

sendo efetivos na prevencado e controle dessa enfermidade (SLOMPO et al., 2017).

2.7.Vacinas comerciais
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Os protocolos vacinais s@o fundamentais para controlar as enfermidades
respiratorias como o CRB. Comercialmente estdo disponiveis vacinas vivas modificadas e
vacinas inativadas com antigenos virais como 0 BoHV-1, BVDV, bPVI3, e BRSV, associados
ou ndo a antigenos bacterianos como M. haemolytica, P. multocida e H. somni (WEST et al.,
1999). A maioria desses produtos sdo indicados para administracdo SC ou intramuscular e
atualmente ha muitos estudos sobre sua aplicacdo via intranasal (FULTON et al., 2003;
EDWARDS, 2010; ELLIS et al., 2007; XUE et al., 2010; SOCHA et al., 2013; GOMES,
2016; OLLIVETT et al., 2017).

Em sua maioria, as pesquisas sobre as vacinas visam avaliar a reducdo da doenca
clinica e a eliminacdo de patdgenos em testes de desafio, sendo sugerido que se realizem mais
observac@es de campo para fornecer evidéncias concretas de sua eficacia (WEST et al., 1999).
A avaliacdo da eficiéncia vacinal e a interpretacdo dos resultados é muitas vezes uma tarefa
dificil, devido ao CRB apresentar diferentes patdgenos e fatores estressores ambientais que
contribuem para o aparecimento da doenga (LORENZ et al., 2011).

A vacinacdo é o método mais eficaz e de baixo custo para o controle das doencas
infecciosas em animais. Um animal pode ser imunizado contra infeccBes de duas formas:
imunizacdo passiva que pode ser natural (pela placenta ou colostro) ou artificial
(administragéo de soro hiperimune); ou pela imunizacéo ativa (vacinagdo) (FLORES, 2007).

A imunizacdo passiva se da pela administragdo de anticorpos pré-produzidos em um
animal saudavel, fornecendo uma protecdo imediata, porém de curta duracdo. Na imunizagédo
ativa, podem-se utilizar vacinas replicativas nas quais 0s agentes sdo atenuados (vivos) ou
vacinas ndo replicativas em que 0s agentes sdo inativados (mortos), produzindo uma
imunidade de desenvolvimento lento, mas de longa duragéo (TIZARD, 2014).

As vacinas replicativas também podem ser denominadas vacinas vivas, vacinas
atenuadas ou vacinas com virus vivo modificado. Essas vacinas simulam as infeccdes virais
naturais, no entanto os virus devem passar por métodos especificos de atenuacdo como:
repetidas inoculages em modelos animais ou cultivos celulares, manipulacdo genética
(delecéo de genes que levam a sua patogenicidade) ou manipulagdo por temperatura para
diminuir sua capacidade patogénica (FLORES, 2007; BUDDLE et al., 2011) (Figura 1).
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Vacinas replicativas
(virus wivo)

Virus Virus Vetores
patogeénico heterdlogo vacinais
Virus
atenuado Vetores Vetores
virais bacterianos
MNaturalmente Atenuacio por Atenuacio por Virus temperatura-
atenuado meétodos classicos manipulagio gengtica sensivel
Passagens Passagens Passagens Delecao Vacinas
em cultivo em ovos em animais de genes diferenciais
celular embrionados

Figura 1. Tipos de vacinas vivas replicativas atenuadas por diferentes métodos. Fonte: FLORES (2007).

Inimeros tipos de vacina contra virus sao licenciadas para uso veterinario, sendo a
maioria composta por virus inativados ou por virus vivos atenuados, além da utilizacdo de
novas tecnologias, principalmente envolvendo vacinas de DNA e RNA e de subunidades
virais (FLORES, 2007).

As vacinas atenuadas possuem algumas vantagens em relacdo as vacinas inativadas, a
principal delas é o envolvimento de todos os componentes do sistema imune, ocorrendo
estimulagdo da resposta imunoldgica inata e adaptativa. A imunidade desenvolvida é
prolongada e reduz ou até exclui a necessidade de realizar refor¢os vacinais, além de
apresentarem um menor custo de producdo (SCHATZMAYR, 2003; FLORES, 2007).

Uma desvantagem das vacinas vivas é a chance de ocorrer efeitos adversos que se
manifestam pela alta multiplicacdo no hospedeiro, seja por fatores relacionados ao animal, ou
pela reversdo da viruléncia, processo esse em que 0S microrganismos vacinais podem
desenvolver a enfermidade. Além disso, podem também causar inflamacéo local e necessitam
de armazenamento refrigerado (BABIUK et al., 2003; SCHATZMAYR, 2003; MEEUSEN et
al., 2007; GASPAR e SANTOS, 2014).

As vacinas termo sensiveis (TS), sdo atenuadas por um processamento térmico, e 0s
micro-organismos sao obtidos pela sele¢do de variantes que possuem capacidade limitada de
replicar sob temperatura corporal (37°C), mas replicam-se eficientemente sob temperaturas
mais baixas (30-33°C). O processo resulta do cultivo viral em células sob temperaturas mais
baixas que a do organismo hospedeiro, deixando esses agentes sem a capacidade de replicar—
se a temperatura corporal, ndo causando infec¢do sistémica quando administradas ao
hospedeiro (FLORES, 2007).
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Esse tipo de vacina é bastante empregado em viroses respiratdrias, como a influenza
humana e na infecgdo pelo BoHV-1 em bovinos. As vacinas TS sdo geralmente administradas
pela via intranasal. Os produtos contra BoHV-1 ja sdo empregadas em varios paises, inclusive
no Brasil. Uma das principais vantagens das vacinas TS contra o BoHV-1 é a seguranca, pelo
fato do virus vacinal acometer somente as células do local inoculado, ndo sendo capaz de
replicar-se a temperatura corporal, sendo entdo o BoHV-1 TS, em teoria, inapto a acometer o
feto, cuja infeccdo pode levar a aborto (FLORES, 2007).

No Brasil algumas vacinas vivas atenuadas disponiveis comercialmente sdo: para
brucelose, linfadenite caseosa, carbinculo e tristeza parasitaria bovina (GASPAR e SANTOS,
2014).

Vacinas ndo replicativas ou inativadas possuem 0s microrganismos inteiros inativados
por métodos fisicos ou quimicos, que provocam a desnaturacdo das proteases ou danos aos
acidos nucleicos, assim os agentes perdem sua capacidade de provocar a infeccdo. No entanto
eles mantém sua imunogenicidade, sendo capazes de estimular o sistema imunoldgico
(FLORES, 2007; GASPAR e SANTOS, 2014). As vacinas inativadas sdo consideradas mais
seguras em relacdo as atenuadas, por ndo causarem a reversdo de viruléncia, porém nao
podem fornecer protecdo eficaz a longo prazo devido a destruicdo da capacidade replicativa
do patégeno (CHO et al., 2002; GASPAR e SANTOS, 2014).

A resposta imune humoral € a principal via de resposta imune estimulada por vacinas
inativadas, sendo pequeno o estimulo da resposta imune celular mediada por linfocitos T
citotoxicos (Tc). Apds a administracdo de uma vacina inativada, ocorre estimulo para
replicacdo de clones especificos de linfdcitos B, sendo que uma parte desses transforma-se em
plasmacitos secretores de anticorpos e parte se modificam em células de memoria, de longa
duracdo. Os linfécitos T helper (Th) também sdo estimulados, auxiliando na proliferacao e
diferenciacdo dos linfécitos B. Ainda que desenvolvam uma boa resposta imune a sua
magnitude e a duracdo sdo relativamente menores do que quando comparadas a resposta
imune estimulada pelas vacinas atenuadas (FLORES, 2007).

As vantagens dessas vacinas em relacdo as vacinas atenuadas s&o: serem mais seguras
em relacdo ao risco de reversdo de viruléncia e mais estaveis a temperatura ambiente podendo
ser armazenadas por longo tempo. No entanto geralmente ndo estimulam o sistema
imunologico tdo eficazmente quanto as vacinas vivas, necessitam de aplicacdo de doses de

reforco durante a primo-vacinacao e revacinag0es semestrais ou anuais. As vacinas inativadas


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452072117300667#bib0030

32

ainda necessitam do emprego de adjuvantes na sua formulagdo, aumentando seu custo de
producdo, além de possiveis efeitos colaterais como reagdo granulomatosa local (FLORES,
2007).

Atualmente a maioria das vacinas licenciadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), usados na bovinocultura séo inativadas, sendo elas contra febre
aftosa, raiva, IBR, diarreia viral bovina (BVD), leptospirose, clostridioses entre outras
(GASPAR e SANTOS, 2014).

No mercado brasileiro estdo registrados no MAPA 19 produtos contento BoHV-1 e
BVDV e demais agentes que causam 0 CRB, essas vacinas contém diferentes combinacdes de
antigenos e cepas virais e/ou bacterianas Em geral os produtos sdo indicados para aplicacao
intramuscular ou subcutanea e apenas uma vacina (Inforce 3®, Zoetis, Brasil) atualmente
disponivel para aplicacdo intranasal esta registrada a nivel nacional. Em relacdo aos agentes
presentes, a maioria das vacinas contém virus (mortos) inativados de BVDV, BoHV-1, BRSV
e bPIV-3, e apenas quatro apresentam virus (vivos) atenuados de BoHV-1, BRSV e bPIV-3
(SINDAN, 2018).

Utilizando vacinas contendo virus vivo modificado (VVM) para BVDV 1 e BoHV-1
Fulton et al. (2003) observaram que trés vacinas que continham cepas VVM de BVDV1
induziram uma viremia transitéria em alguns animais. Essa viremia durou de 3-7 dias apés a
vacinacdo, apresentando maior pico no dia 7. Também relataram que a vacina que continha
VVM e inativado de BHoV-1 induziu anticorpos séricos de BoHV-1 mais rapidamente em
relacdo a vacina com apenas cepas VVM BoHV-1. Além disso, o uso de duas doses da vacina
com VVM BoHV-1 (dias 0 e 28) em alguns casos induziu niveis maiores de anticorpos
séricos e com duracdo maior, em compara¢do ao uso de apenas uma dose desse tipo de
vacina.

Uma pesquisa recente avaliou a imunogenicidade de oito vacinas para 0s herpesvirus
bovino 1 e 5 (BoHV-1, BoHV-5) e virus da diarreia viral bovina 1 e 2 (BVDV-1, BVDV-2),
disponiveis no mercado brasileiro, sendo que seis eram compostas exclusivamente por cepas
virais inativadas e duas eram mistas com amostras virais atenuadas termossensiveis e VVM.
Anziliero et al. (2015) relataram que a imunogenicidade do BoHV-1 da maioria das vacinas
comerciais é aceitavel, conferindo uma resposta imune adequada para oS animais. A
capacidade de gerar resposta imune do BVDV-1 nédo foi detectada em quatro vacinas e, em

seis vacinas contra o BVDV-2. Ficando evidente que as estratégias de formulacdo e/ou
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producdo de vacinas para rebanhos bovinos brasileiros, principalmente com relagéo ao
BVDV, devem ser urgentemente revistas.

Esses dados corroboram com Silva et al. (2007) que testaram seis vacinas com virus
atenuados de BoHV-1, e apenas duas destas induziram titulos de protecdo aceitaveis contra o
BoHV-1 e 0 BoHV-5. A razéo da baixa imunogenicidade em vacinas pode ser multifatorial,
podendo estar relacionada com a concentracdo antigénica vacinal, os métodos de inativacao,
formulacdo e a concentracdo de adjuvantes. Todos esses fatores devem ser avaliados e

ajustados na tentativa de melhorar a estimulacéo da resposta imune.

2.8. Imunologia

2.8.1. Resposta imune geral

O sistema imune tem a funcdo de proteger o organismo contra invases de
microrganismos patogénicos, sendo essencial para a vida. Ele é constituido por tecidos,
células e mediadores quimicos especializados, cuja eficiéncia depende da capacidade do
reconhecimento de antigenos enddgenos e exdgenos ao hospedeiro (NOSSAL, 1993,
TIZARD, 2014).

Diversos mecanismos estdo interligados para assegurar a eficacia do sistema imune,
dentre eles as barreiras fisicas como a pele, que evitam a penetracdo de microrganismos
invasores, a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa (TIZARD, 2014).

A resposta imune inata é imediatamente estimulada quando um patdégeno penetra as
barreiras fisicas, atuando na sua rapida eliminacdo e tendo uma agdo que dura poucas horas
(TIZARD, 2014). Este tipo de resposta € considerada inespecifica, sendo realizada
principalmente por neutrofilos e macréfagos, que identificam o micro-organismo, realizam a
fagocitose e desencadeiam a liberacdo de citocinas que colaboram para a instalacdo do
processo inflamato6rio e exacerbacdo da resposta imune (ABBAS et al., 2008). Ja a resposta
imune adaptativa possui especificidade na identificacdo dos antigenos, gerando memdria
imunoldgica, podendo assim desencadear uma resposta imune mais rapida e eficaz frente a
exposicoes posteriores ao mesmo agente (ABBAS et al., 2008; TIZARD, 2014).

A resposta imune adaptativa ou especifica pode ser ainda dividida didaticamente em:

resposta imune celular na qual atuam principalmente os linfécitos T auxiliares CD4" (T helper
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ou Th) e linfécitos T citotoxicos CD8" (Tc) e resposta imune humoral, sendo mediada por
anticorpos produzidos por plasmdcitos, os quais sdo células derivadas dos linfdcitos B. A
divisdo entre 0os mecanismos da resposta imune nao € absoluta, ja que todo o sistema imune
esta interligado, para realizar o combate aos agentes patogénicos (FLORES, 2007).

Na resposta imune celular os linfocitos auxiliares Th CD4" sdo responsaveis pela
ativacdo dos linfocitos B, macrdfagos e também dos linfocitos citotoxicos Tc CD8". Ja os
linfocitos Tc CD8" ou efetores, realizam o reconhecimento de antigenos intracitoplasmaticos,
desempenhando um papel fundamental nas respostas antivirais mediando a destruicdo das
células infectadas (FLORES, 2007; JUNIOR et al., 2010).

Existem trés principais subpopulacdes de linfocitos auxiliares Th CD4™: 1) os
linfécitos Thl sdo estimulados pela interleucina 12 (IL-12) e, em resposta, secretam IL-2 e
interferon-y (IFN-y), estimulando as respostas imunes celulares, como a hipersensibilidade do
tipo tardia e a ativacdo de macréfagos; 2) os linfocitos Th 2 que secretam IL-4, 1L-13 e IL-10,
as quais estimulam a proliferacdo de linfocitos B e a secrecdo de imunoglobulinas,
promovendo respostas imunoldgicas mediadas por anticorpos; 3) e os linfécitos Thl7 que
possuem a funcdo de secretar IL-17, a qual recruta granulécitos e macrofagos, quando
organismo é invadido por um patdgeno (FLORES, 2007).

Os linfécitos citotoxicos Tc CD8" se aderem as células alvo, proliferam e eliminam
por citotoxicidade qualquer célula que contenha esse antigeno especifico, induzindo a
apoptose da célula alvo pela acédo de perforinas, granzimas e pela expressdo do receptor FasL
(CD95) (PARKIN e COHEN, 2001).

Na resposta imune adaptativa humoral atuam os linfécitos B que s&o as celulas que se
destacam pela capacidade de diferenciar-se em plasmaocitos, 0s quais sdo responsaveis por
produzir as imunoglobulinas IgG, IgM, IgA, IgE e IgD (FLORES, 2007).

As imunoglobulinas também denominadas de anticorpos ligam-se aos micro-
organismos e os impedem de infectar as células, prevenindo que uma infeccdo se estabeleca
mesmo com a presenca dos patdgenos no organismo (ABBAS et al., 2008).

A imunoglobulina IgG é mais predominante no soro e a principal responsavel pela
defesa sistémica. A 1gG liga-se a antigenos especificos, presentes na superficie do patégeno, e
tem capacidade de recobrir os microrganismos, tornando-os alvo para a fagocitose por
neutrofilos e macrofagos (FLORES, 2007; ABBAS et al., 2008).
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A IgM participa dos processos de opsonizagdo e neutralizagdo viral. Quando em
contato com antigenos ap6s infeccdo natural ou vacinagdo, ocorrem as respostas imunes,
primaria e secundaria, e em ambas ocorre a producdo de isotipos IgM e 1gG, porém, na
resposta primaria a IgM é a principal imunoglobulina presente. Ja na resposta secundaria, a
imunoglobulina predominante € a IgG. A concentracdo de IgM reduz rapidamente nas duas
respostas, sendo que, ap6s uma ou duas semanas, observa-se queda acentuada de IgM
enguanto a producéo de 1gG é permanente (FLORES, 2007; ABBAS et al., 2008).

A imunoglobulina produzida em mucosas é a IgA, sendo a responsavel pela protecédo
dos sistemas gastrointestinal, respiratério e urogenital, estando presente também na saliva,
lagrimas e leite. Esta imunoglobulina promove o aprisionamento de antigenos ou
microrganismos no muco, impedindo o contato direto de patégenos com a superficie da
mucosa (FLORES, 2007; ABBAS et al., 2008).

A IgE atua na imunidade contra parasitas e em resposta a alergias, esta
imunoglobulina pode ser encontrada em pequenas quantidades no soro. Em relacdo a IgD, ela
¢ uma imunoglobulina comumente encontrada na superficie de linfocitos imaturos. Sua
funcdo ainda ndo é bem elucidada, sendo raramente encontrada nos fluidos corporais
(FLORES, 2007; JUNIOR et al., 2010).

2.8.2. Resposta imune do trato respiratdrio

Diversos dos microrganismos bacterianos envolvidos no CRB s&o comensais do trato
respiratdrio superior (EDWARDS, 2010). Bactérias como M. haemolytica, P. multocida, M.
bovis, H. somni, Streptomyces sp., Neisseria spp. € Bacillus spp foram isoladas em swabs
nasofaringeos e em lavado broncoalveolar de bovinos saudaveis (ALLEN et al..,1991,
ANGEN et al.,2009). Normalmente esses agentes causam infeccdes secundarias apos a
instalacdo dos agentes virais que estdo envolvidos na etiologia do CRB (ACKERMAN et al.,
2010; EDWARDS, 2010; LORENZ et al., 2011).

A interacdo entre hospedeiro e patdégeno é um processo complexo que desencadeia
inimeros desafios para o sistema respiratorio. A resposta imune inata e adquirida sdo os
mecanismos que irdo prevenir a aderéncia e migracdo dos patdégenos no trato respiratorio

comensais do trato respiratorio anterior ao trato posterior (CALLAN e GARRY, 2002).
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Possivelmente estes agentes resultam em altos indices de complexo respiratério dos
bovinos devidos a particularidades fisicas e anatdbmicas do pulm&o da espécie. A arvore
traqueobronquica bastante longa eleva o volume de espaco morto em relacdo a outras
espeécies, 0 que confere uma maior area superficial para a deposicao de particulas e torna mais
lento o fluxo de vapores, gases e particulas (ACKERMAN et al., 2010). Além disso, 0s
pulmdes de ruminantes possuem poucos poros de Kohn entre as unidades alveolares, o que
diminui a ventilagdo colateral, limitando a quantidade de ar que pode se deslocar dos alvéolos
com ventilacdo adequada para aqueles que estejam parcialmente obstruidos por exsudato ou
fluido de edema, o que limitam a insuflacdo alveolar e a capacidade de expelir o exsudato dos
alvéolos. Desta maneira é imprescindivel o bom funcionamento do sistema imunoldgico
inato, um epitélio das vias aéreas intacto e um aparelho mucociliar funcional, para prevenir
infeccdes iniciais do trato respiratorio inferior (ACKERMAN e BROGDEN, 2000).

Para manter-se higido o sistema respiratdrio possui mecanismos de defesa fisica como
0 lencol mucaociliar, reflexos protetores de tosse e espirro, microbiota comensal, e a defesa
celular na qual atuam os macrofagos alveolares e os neutréfilos (BURTON et al., 2005;
ACKERMANN et al., 2010; SANTOS e ALESSI, 2016). Todos esses mecanismos auxiliam a
reduzir a colonizagdo por microrganismos patogénicos no trato respiratério (ACKERMANN
et al., 2010).

O lencol mucociliar recobre as vias respiratorias, incluindo traqueia, brénquios e os
bronquiolos, o muco forma uma camada continua, a qual é direcionada no sentido da laringe
por meio do batimento dos cilios presentes no epitélio respiratério. Algumas de suas funcoes
essenciais sdo a remoc¢do de particulas e a distribuicdo de substancias protetoras, além de
também contribuir para que ocorra a eliminacgdo de gases hidrossolUveis tdxicos e promover o
transporte de anticorpos, como a imunoglobulina IgA (SANTOS e ALESSI, 2016).

Os mecanismos de reflexos, como o espirro e a tosse, auxiliam na eliminacao
mecénica de particulas ou material estranho ao trato respiratério. O reflexo de tosse é
fundamental para a eliminacdo do excesso de muco ou de exsudatos presentes nas vias
respiratorias, prevenindo que esse material chegue ao interior dos alvéolos. Para esse
mecanismo ter sua eficiéncia garantida, é importante que alvéolos sejam repletos de ar e
tenham sua elasticidade normal (SANTOS e ALESSI, 2016).

O macrdéfago alveolar é a principal célula do sistema respiratorio, sendo a principal

defesa celular do pulméo, realizando a fagocitose de particulas e microrganismos exdgenos,
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apresentacdo de antigenos para demais celulas e secrecdo de citocinas inflamatorias
(LOHMANN-MATTHES et al., 1994; ACKERMANN et al., 2010; TIZARD, 2014). Essas
células além de realizarem funcdes essenciais no trato respiratorio, estdo também em maior
proporcdo, sendo aproximadamente 68% de macrdéfagos, 11% de neutréfilos, 2% de
linfocitos, e menos de 1% de eosindfilos em bezerros com idade superior a um més de vida
(GONCALVES et al., 2004; GRIFFEN et al., 2010). Pringle et al. (1988) relataram a presenga
de até 88% de macrdfagos no trato respiratorio inferior de bezerros saudaveis com quatro
semanas de vida.

Outra populacdo celular essencial para a defesa do sistema respiratorio sdo 0s
neutréfilos que englobam e destroem microrganismos patogénicos (BURTON et al., 2005;
TIZARD, 2014).

Macrofagos e neutrofilos exercem acBes fundamentais na imunidade inata e
adaptativa, como reconhecimento e destruicdo de patégenos (HENNEKE e GOLENBOCK,
2004). Macréfagos podem ainda, alterar sua resposta frente a inflamacéo, passando da acao de
eliminacdo para o processo de reparacdo. Os macréfagos ativados que eliminam patdgenos
invasores sao denominados macréfagos (M1), e se convertem em macrofagos (M2) quando
desenvolvem caracteristicas anti-inflamatérias (TIZARD, 2014). Os macr6fagos M2 podem
ser subdivididos em: M2a (ativados por interleucinas (IL), IL-4 ou IL-13), M2b (ativados por
complexos imunes combinados a IL-1 B ou lipopolissacarideo) e M2c¢ (ativados por IL-10,
TGF-B ou glicocorticoides). Os macréfagos M1 estimulam o desenvolvimento de uma
resposta imune tipo Thl, enquanto os macrofagos M2 estimulam uma resposta imune do tipo
Th2 (MARTINEZ et al., 2008).

Os linfécitos envolvidos na resposta imune Thl estdo relacionados a respostas imunes
celulares, atuando contra micro-organismos intracelulares, como as micobactérias e 0s virus.
Os linfocitos presentes na resposta Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Essas citocinas
estimulam a proliferacdo de linfdcitos B e a secre¢do de imunoglobulinas (TIZARD, 2014).
As respostas Th2 estdo associadas com as doencas alérgicas e infeccdes por helmintos
(PARKIN e COHEN, 2001).

Os macrofagos alveolares em resposta a patdgenos microbianos e outros estimulos,
secretam citocinas pro-inflamatérias como IL-8 e TNF-a (STEVENS ¢ CZUPRYNSKI, 1995;
MALAZDREWICH et al., 2001). Os efeitos quimiotaticos da IL-8 resultam em um influxo

macigo de neutrofilos do sangue para os espacos alveolares do pulméo (LEITE, 2000).
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Os neutrdfilos fornecem a primeira linha de defesa contra microrganismos invasores,
trauma tecidual ou qualquer sinal inflamatorio inicial. Desempenham funcdes relevantes tanto
na resposta imune inata quanto na resposta imune adaptativa (WEISS e WARDROP, 2010;
TIZARD 2014).

Durante infecgdes pulmonares, os neutrofilos migram da circulacdo para o espago
intersticial), processo denominado recrutamento leucocitario, seguindo 0s eventos de
rolamento, adesdo, e transmigracdo dos neutrofilos (KENNEDY e DELEO, 2009;
KOBAYASHI e DELEO, 2009; TIZARD, 2014).

As selectinas L, E e P medeiam as interac@es iniciais entre neutrofilos e endotélio,
levando a sua ligacdo e rolamento (WEISS e WARDROP, 2010). A ligagdo que ocorre entre
os neutréfilos e essas moléculas de adesdo, desencadeiam no neutréfilo reacdes que levam a
um estado de firme adesdo ao endotélio, mediado pela ligagdo a moléculas das integrinas 2.
Apos estar firmemente ligado, o neutrofilo rola por entre os poros endoteliais, iniciando sua
migracdo (WEISS e WARDROP, 2010; MAYADAS et al., 2013).

Apbs chegarem ao local lesionado, os neutréfilos fazem o reconhecimento dos
invasores, e iniciam a fagocitose, destruindo 0s agentes patogénicos por meio de dois
processos diferenciados: um ocorre através da acdo dos granulos intracelulares que liberam
enzimas liticas como as mieloperoxidase, defensinas, lisozima e lactoferrina. O outro envolve
0 metabolismo oxidativo, no qual ocorre a producdo de EROs (BORREGAARD, 2010;
MAYADAS et al., 2013). O metabolismo oxidativo é um processo que ocorre em neutréfilos,
eosinofilos, macrofagos e mondcitos, cujo extravasamento para tecidos sadios durante a
reacdo inflamatdria podem causar lesGes teciduais no hospedeiro (BABIOR, 1978; TIZARD,
2014).

No grupo de EROs estdo inclusos o radical superdxido (Oy), radical hidroxil (OH") e 0
peréxido de hidrogénio (H,O), que ddo origem a metabolitos oxidantes, que realizam a
eliminacdo dos patégenos incorporados (VITKO-SARSAT et al., 2000; BURGOS et al.,
2011). O mecanismo de metabolismo oxidativo € muito importante, pois serve como
indicador da defesa contra infecgdes bacterianas, podendo ser utilizado para avaliar a
funcionalidade e a resposta a agentes patogénicos em diferentes tecidos (KAMPEN et al.,
2004). Se a atividade de metabolismo oxidativo estiver reduzida, pode ocorrer a dificuldade
na eliminacdo de agentes microbianos, consequentemente aumentando a susceptibilidade a
doengas infecciosas (JOHNSTON, 2001; DU MANOIR et al., 2002; GOMES, 2016).
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Os neutrofilos ao contrario dos macrofagos possuem uma vida curta, e ndo suportam
prolongadas e repetidas fagocitoses. A sua producdo é comandada pela citocina, denominada
fator estimulador de col6nias de granuldcitos (G-CSF). Os neutrofilos apos desempenharem
sua funcdo, tornam-se apoptoticos, sendo entdo, fagocitados por macrofagos, que produzem a
IL-23. Essa interleucina estimula a producéo de IL-17 pelos linfocitos Th17. A IL-17 estimula
a producdo de G-CSF e a atividade das células-tronco, estimulando assim a producdo de

neutrofilos conforme sua taxa de apoptose (TIZARD, 2014).
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4. ARTIGO

Influéncia de vacinas comerciais intranasal e intramuscular contra viroses

respiratorias bovinas na regiao broncoalveolar de bezerras sadias!

Patricia S. Rossi?*, Rafael I. Mattei3, Natali R. Schllemers3, Gabriela R. Thomaz3, Anna V. Antunes3, Mauricio
P. Virmond#, Heloisa G. Bertagnon>

ABSTRACT. Rossi P.S., Mattei R.I, Schllemer N.R,, Thomaz G.R., Antunes A.V, Virmond M.P & Bertagnon
H.G.2018. [Influence of intranasal and intramuscular commercial vaccines against bovine
respiratory viruses in the bronchoalveolar region of healthy calves.] Influéncia de vacinas comerciais
intranasal e intramuscular contra viroses respiratérias bovinas na regido broncoalveolar de bezerras
sadias. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade
Estadual do Centro Oeste, Rua Simedo Varela de S4, 03, Vila Carli, Guarapuava-PR, 85040-080, Brasil, E-
mail: patisrossi@gmail.com

The objective of this study was to compare the effects of two commercial vaccines against
bovine respiratory viruses, one intranasal and the other intramuscular, on the cytological profile, cellular
oxidative metabolism and IgA immunoglobulin production in the bronchoalveolar region of healthy
calves. Twenty-one healthy Jersey heifers, aged 18 + 2 months and 200 kg (+ 50 kg), were distributed
homogeneously in equal numbers in the groups, control (CO) without vaccine, intranasal (IN) with one
dose of the intranasal and intramuscular (IM) vaccine with two doses of the intramuscular vaccine. On
days DO, prior to the first vaccine dose, D3, D7 and D21 after the last vaccination dose, bronchoscopies of
the airways were performed to observe presence of irritation in the region and to collect bronchoalveolar
lavage (BAL) samples for IgA measurement by ELISA, cytological counting and evaluation, by optic
microscopy and oxidative metabolism of bronchoalveolar cells by the NBT test. In the IN group, the
significant alterations were nasopharyngeal irritation in D3 and D7 (P = 0.02), increase in BAL cellularity
in D7 and D21 (P = 0.03), with increase of neutrophils in D7 ( P = 0.0004) and reduction of alveolar
macrophage (P = 0.01), reduction of cellular oxidative metabolism in D7 (P = 0.07), and increase of IgA in
D3 (P = 0.04). The IM group presented nasopharyngeal irritation in the time interaction without statistical
significance (D3, D7 and D21) and with statistical significance in the treatment interaction in relation to
the CO group in D21 (P = 0.02), this group also presented a significant reduction of macrophages alveolar
cells in D7 (P = 0.04). Despite changes in the respiratory tract of animals vaccinated via IN and IM, no
animal in the present study presented clinical signs of respiratory disease or changes in the blood count. It
can thus be concluded that commercial vaccines against CRB produce bronchoalveolar inflammation in
the period of establishment of vaccination immunity, but under conditions of low environmental challenge
did not promote conditions for the occurrence of respiratory disease.

INDEX TERMS: Alveolar macrophages, neutrophils, reactive oxygen species (ROS), immunoglobulin IgA,
calves.
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hbertagnon@hotmail.com

RESUMO. Obijetivou-se com este estudo comparar os efeitos de duas vacinas comerciais contra viroses
respiratorias bovinas, uma intranasal e outra intramuscular, no perfil citolégico, metabolismo oxidativo celular e
na produgdo de imunoglobulina IgA da regido broncoalveolar de bezerras sadias. Foram utilizadas 21 bezerras
da raga Jersey sadias, com idade de 18 (£2 meses) e peso 200 kg (= 50 kg), distribuidas homogeneamente em
igual nuamero nos grupos, controle (CO) sem vacina, intranasal (IN) com uma dose da vacina intranasal e
intramuscular (IM) com duas doses da vacina intramuscular. Nos dias DO, antes da primeira dose vacinal, D3,
D7 e D21 apos a Ultima dose vacinal, foram realizadas broncoscopias das vias aéreas para observar presenca de
irritagdo na regido e realizar colheita de amostras de lavado broncoalveolar (LBA), para mensuragao de IgA pela
técnica de ELISA, contagem e avaliacdo citologica, por microscopia optica e do metabolismo oxidativo de
células broncoalveolares pelo teste de NBT. No grupo IN, as alteragdes significativas encontradas foram presenca
de irritagdo em nasofaringe no D3 e D7 (P=0,02), aumento de celularidade em LBA no D7 e D21 (P=0,03), com
aumento de neutréfilos no D7 (P=0,0004) e reducdo de macréfago alveolar (P=0,01), reducdo do
metabolismo oxidativo celular no D7 (P=0,07), e aumento de IgA em D3 (P=0,04). O grupo IM apresentou
irritacdo em nasofaringe na intera¢do tempo sem significado estatistico (D3, D7 e D21) e com significado estatistico
na interacdo tratamento em relacdo ao grupo CO em D21 (P=0,02), este grupo também apresentou redugio
significativa de macrdfagos alveolares no D7 (P=0,04). Apesar das alteracdes no trato respiratério dos
animais vacinados via IN e IM nenhum animal do presente estudo apresentou sinais clinicos de doenca
respiratéria ou alteragdes no hemograma. Podendo-se assim concluir que as vacinas comerciais contra o
CRB produzem inflamagdo broncolaveolar no periodo de estabelecimento da imunidade vacinal, mas em
condi¢des de baixo desafio ambiental ndo promoveram condi¢des para que ocorre-se o estabelecimento
de doenga respiratdria.

TERMOS DE INDEXACAO: Macréfagos alveolares, neutréfilos, espécies reativas de oxigénio (EROs),
imunoglobulina IgA, bovinos.

INTRODUCAO

O complexo respiratério bovino (CRB) é uma enfermidade multifatorial relacionada a uma interacdo
complexa entre fatores estressores ambientais, susceptibilidade imune dos animais e patdégenos
respiratérios como os virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (BoHV-1), Parainfluenza tipo 3 (bPIV-3),
Virus Sincicial Respiratério Bovino (BRSV) e virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) (Cusack et al. 2003,
Andrews et al. 2008). Esses microrganismos comprometem a barreira fisica de mucosas, o sistema
mucociliar e a defesa celular inata (Edwards 2010). Assim quando bactérias comensais do trato
respiratério anterior como Mannhemia haemolytica e Pasteurella multocida sdo inaladas, a reduzida defesa
pulmonar permite que elas colonizem os pulmdes causando pneumonia bacteriana secundaria (Svensson
& Liberg 2006).

Indmeros protocolos sdo elaborados para o controle desta enfermidade. Os mais frequentemente
utilizados estdo relacionados a metafilaxia, na qual os animais recebem uma dose tinica de antibidtico ao
chegarem ao confinamento ou a profilaxia, na qual os animais recebem uma a duas doses de vacina contra
patdgenos respiratérios entre sete a 15 dias antes de chegarem ao confinamento (Taylor et al. 2010).

Tendo em vista que a metafilaxia pode induzir a resisténcia bacteriana e residuos quimicos no
organismo animal, a profilaxia torna-se uma medida mais acertiva para o controle do CRB. Atualmente no
mercado brasileiro, a maioria das vacinas sdo constituidas por complexos direcionados contra os agentes
virais BoHV-1, BVDV, bPIV-3 e BRSV, indicados para administracdo subcutdnea (Edwards 2010),
intramuscular (Neutra & Kozlowski 2006) ou intranasal (Ellis et al. 2007, Xue et al. 2010, Socha et al. 2013,
Cortese etal. 2017).

As vacinas intranasais, sio uma alternativa em potencial, visto que ndo causam dor no local de
aplicacdo e possuem capacidade de induzir resposta imune local superior a vacinacdo sistémica,
estimulando uma maior producdo de IgA local (Neutra & Kozlowski 2006). Porém Gomes (2016) observou
reducdo na porcentagem e na fungdo de macrdfagos alveolares de bezerros neonatos vacinados por esta
via, sugerindo uma possivel reducdo nas defesas respiratérias contra bactérias. Tal fato pode ocorrer
porque a vacina promove resposta imunolégica semelhante a que ocorre na infecg¢do viral natural (Dou et
al. 2015), gerando-se a divida se a vacina intranasal pode predispor a maior susceptibilidade de infeccdes
bacterianas secundarias durante o periodo do estabelecimento da imunidade vacinal, que ocorre entre 1 a
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3 semanas apds a ultima dose da vacinagdo (Gomes et al. 2015).

As vacinas intramusculares ou subcutineas sido efetivas no controle do CRB, pois estimulam
também resposta imune local, mesmo que em menor propor¢do em relacdo a administragido intranasal
(Neutra & Kozlowski 2006). Como este desafio para a mucosa nasal é menor, acredita-se que afete menos a
efetividade celular do trato respiratdrio, resultando possivelmente em menor susceptibilidade a infec¢es
bacterianas secundarias durante o periodo de desafio vacinal.

Embora muitas pesquisas ja tenham sido realizadas com diferentes vias de administra¢do vacinal
contra viroses respiratorias, a atencdo principal é para produ¢do de anticorpos e soroneutralizacdo,
posteriormente ao periodo de estabelecimento da imunidade vacinal e quase nenhuma delas foca nos
efeitos da vacina sobre as células broncoalveolares e uma possivel imunossuceptibilidade a doengas
bacterianas durante este estabelecimento da resposta vacinal (Gershwin et al. 1998, Fulton et al. 2003,
Hishiki et al. 2004).

Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo comparar os efeitos das vacinas comerciais
intranasal e intramuscular contra CRB na citologia, func¢io celular e na produgio de imunoglobulina IgA da
regido broncoalveolar de bezerras sadias, durante o periodo de estabelecimento da imunidade vacinal.

MATERIAL E METODOS
Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética em uso animal /UNICENTRO (018/2017).

Foram selecionadas 21 bezerras da raca Jersey, com idade de 18 meses (2 meses) e peso 200kg
(£ 50 kg), pertencentes da Unidade Didatica de Bovinocultura de Leite da UNICENTRO, vermifugadas, sem
previa vacinacdo e com alimenta¢do composta por pasto de aveia e azevem e silagem de milho. Como
critério de inclusdo amostral foi realizado o hemograma e exame fisico completo desses animais,
previamente a sua entrada no experimento e nos dias do experimento, avaliando-se o estado geral das
bezerras, e seus parametros de frequéncias cardiaca e respiratdria, ausculta pulmonar e traqueal,
temperatura, motilidade intestinal, coloracdo de mucosas, palpacio de linfonodos e tempo de
preenchimento capilar, bem como avaliacdo broncoscopica dos animais. Animais que apresentassem
alguma alteracdo nessas avaliagcdes foram retirados do experimento.

Estes animais foram distribuidos aleatoriamente em niimeros iguais em um dos grupos, controle
(CO), intranasal (IN) ou intramuscular (IM) conforme a forma de vacina¢do adotada. Os animais do CO nado
receberam vacina alguma, os do grupo IN receberam 2 mL em dose tnica da vacina comercial (Inforce 3®,
Zoetis, Brasil) composta por virus BoHV-1, bPIV-3 (amostras termo sensiveis) e BRSV (amostra atenuada)
sendo administrado 1 mL em cada narina, sendo mantida sua cabeca elevada por aproximadamente 1
minuto, e o grupo intramuscular (IM) foi vacinado com duas doses de 2 mL com intervalo de 21 dias da
vacina comercial composta por amostras vivas termos sensiveis (atenuadas) dos virus BoHV-1, bPIV-3,
BRSV (amostra atenuada) e BVDV (amostra inativada), composta por cepas 5960 citopatica e 6309 nao
citopatica, (Cattle Master 4®, Zoetis, Brasil).

Os animais foram entdo submetidos a avaligdes broncoalveolares por inspecio do trato
respiratério e colheitas de lavado broncoalveolar (LBA) para analises de contagem e perfil citolégico,
mensuracdo do metabolismo oxidativo e quantificagdo de IgA da regido broncoalveolar nos momentos DO,
antes da aplicacdo da primeira dose vacinal, D3, D7 e D21 (3,7 e 21 dias) apés a ultima dose vacinal
(Fig.1).

Para as broncoscopias, os animais foram previamente sedados com xilazina (Anasedan®-
cevaBRA) na dose de 0,02 mg/kg intravenosa. Foi entdo realizado o exame endoscépico e as colheitas de
LBA por videoendoscépio flexivel (EC-250LP5, Fujinon® 1.690 mm X ¢11 mm) passado por uma das
narinas até alcancar a regido dos bronquios, até encontrar resisténcia a passagem. Nesta abordagem,
atribuiu-se escore de irritagdo do trato respiratério, considerando se escore 1 como mucosas lisas
brilhantes e normocoradas, escore 2, mucosa avermelhada, vasos evidenciados e irregularidades em
nasofaringe; escore 3 os mesmos sinais de irritacdo em traqueia e escore 4 os mesmos sinais de irritagao
em nasofaringe e traqueia.

Apos a inspegdo de todas as regides do trato respiratério, promoveu-se o lavado broncoalveolar,
instilando-se 30 mL de solugio fisioldgica 0,9% estéril a temperatura ambiente em cada brénquio e depois
succionou-se a solugdo por bomba a vacuo conforme técnica descrita por Batista et al, (2012) com
modificacdes. Posteriormente as amostras foram armazenadas em tubos de polietileno e resfriadas, sendo
processadas em até 2 horas pés-coleta.

As amostras de lavado foram entdo centrifugadas a 1000g X 15 minutos a 4°C, e sendo o
sobrenadante acondicionado e congelado para mensuragdo de IgA inespecifica, pelo conjunto comercial de
ELISA (IgA Cow ELISA Kit®, Abcam), conforme recomendacdo do fabricante.
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0 pellet celular foi entdo ressuspendido com 1 mL de PBS e submetido a contagem e viabilidade
celular pela técnica do azul de tripan. Todas as amostras apresentaram viabilidade maior que 90%, entio a
suspensio celular foi ajustada para 2 x 106 células viaveis/mL, para a avaliagio do metabolismo celular e
para a avalicdo citologica.

Para avaliacdo do metabolismo oxidativo realizou-se a prova colorimétrica do teste de NBT
(Artner et al, 2018). Foram adicionados 100 pul de LBA a 100 ul de NBT (Sigma®) a 1% estimuladas com
S5uL. de 12 miristato 13 acetato de forbol miristato (PMA a300 ng/mlL, Sigma®) em tubos de ensaio,
incubados por 30 min a 372C. Apés a parada da reacdo por meio da adicdo de 2000uL de EDTA (3mM)
gelado, o NBT externo foi removido apds lavagem com metanol (Synth®) e as células foram dissolvidas
com KOH (Synth®) (3M, 120 pL) e DMSO (Dimesol®- Marcolab)(99%, 140 pL), sendo feita a leitura das
microplacas em leitor de ELISA (Thermo Plate TP - Reader®), em filtro 630 nm.

Para avaliacdo citoldégica, 200 pL de lavado broncoalveolar foi citocentrifugado, a 400g por 6
minutos, fixando-se o pellet celular com metanol (Synth®), e corando com Pandtico Rapido®. Para a
contagem diferencial das células, foi utilizado microscépio éptico, sendo contadas 300 células em aumento
de 1000x, classificadas em macréfagos simples, macréfagos gigantes, neutréfilos, linfécitos, células
epiteliais e eosinofilos.

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software estatistico Instat Graphpad®.
Para a avaliacdo das diferencas entre as médias dos dados paramétricos, foram realizados os testes de
Anova paramétrico e teste de Tukey como pos teste. Os dados avaliados em escore foram submetidos ao
teste Anova ndo paramétrico e ao pos teste de Dunn. Os dados foram considerados com significancia
estatistica quando P<0,05 e a tendéncia estatistica quando P>0,05<0,1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o experimento, foram retiradas duas bezerras do grupo IM e duas do Grupo CO por apresentarem
em algum dos momentos experimentais, alteragdes no hemograma compativeis com doengas infecciosas
de origem ndo respiratéria, baseado nos achados da broncoscopia e exame fisico respiratério. Desta
maneira o experimento foi realizado com, cinco animais no grupo controle (CO), sete animais no grupo
intranasal (IN) e cinco animais no grupo intramuscular (IM). Esses animais ndo apresentaram
anormalidades no exame fisico nem no hemograma, no decorrer do periodo experimental, conforme os
valores de referéncia apresentado por Feitosa (2014).

Os dados do presente trabalho demonstram que a vacina comercial intranasal contra o complexo
respiratorio bovino causou mais alteracdes no trato respiratério que a vacina intramuscular no decorrer
do periodo em que ocorre o estabelecimento da imunidade vacinal, possivelmente porque neste periodo
de 21 dias podem ocorrer viremias induzidas por esta via de vacinagdo (Fulton et al. 2003, Socha et al.
2013, Gomes et al. 2015, Walz et al. 2017). Estas altera¢des foram referentes aumento da producao de IgA
na regido broncoalveolar inicial, seguido posteriormente por irritacdo da nasofaringe, aumento da
celularidade com alteragdo no perfil citolégico, reducdo do metabolismo oxidativo bem como, conforme
explicitados na Fig 2 e nos Quadro 1 ao Quadro 3, respectivamente.

De acordo com o metabolismo oxidativo das células broncoalveolares (Quadro 3), pode-se
observar que os animais dos grupos CO e IM ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo aos
momentos avaliados. J4 o grupo IN apresentou reducdo desta varidvel, em D7 e D21 em relacdo aos
demais momentos avaliados (tendéncia a significancia P=0,07).

0 metabolismo oxidativo € um mecanismo antibacteriano dependente de oxigénio, que ocorre em
neutrofilos, eosinéfilos, macréofagos e mondcitos (Fonteque et al. 2015). Essa funcido das células de defesa
é iniciada a partir da fagocitose celular, ocorrendo entdo a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), os quais ddo origem a metabdlitos oxidantes, que realizam a eliminacdo dos patdgenos
internalisados (Burgos et al. 2011, Fonteque et al. 2015). Esse mecanismo é importante para manter o
trato respiratério higido, e se essa atividade estiver reduzida, ocorre dificuldade na eliminacao de agentes
infeciosos, consequentemente aumentando a chance de desenvolvimento de pneumonias bacterianas (Du
Manoir et al. 2002, Bertagnon et al. 2017). Desta maneira, os resultados da presente pesquisa,
demonstram que a vacina IN levou a uma redu¢do na capacidade fagocitica e oxidativa de neutrdfilos e
macroéfagos a nivel pulmonar, podendo assim ocorrer dificuldade na eliminagdo de patégenos no trato
respiratério posterior e conseguentemente uma possivel susceptibilidade a infec¢des secundarias
durante o periodo de estabelecimento da imunidade vacinal.
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Similarmente nestes mesmos momentos (D7 e D21), houve um aumento significativo da
celularidade no grupo IN em D7 e D21 em relagdo a DO (P=0,03) na interacdo tempo, enquanto que nos
outros grupos, esta variavel se manteve constante (Quadro 2).

Em DO, a citologia do lavado broncoalveolar era composta predominantemente por macréfagos
alveolares, (macrdfagos simples-83,60% e macréfagos gigantes alveolares 2%), seguidos por neutroéfilos
(7,52%), linfécitos (5,33%), eosinoéfilos (1,67%) e células epiteliais (0,58%) nos trés grupos, o que esta de
acordo com a literatura a respeito das porcentagens celulares encontradas na regidao broncoalveolar de
bovinos sadios (Allen et al. 1992).

Ao longo do tempo, o grupo IN apresentou aumento estatistico de neutrofilos e reducio estatistica
de macrdéfagos gigantes em D7 em relagdo ao momento DO (P=0,02, P=0,01 respectivamente) na interacdo
tempo, com e reducdo estatistica de macrofagos gigantes alveolares em relacdo ao grupo CO em
D7(P=0,001), e sem interacdo do tratamento para neutroéfilos neste mesmo periodo (P>0,05) (Quadro 2).
Este influxo neutrofilico pode ter ocorrido porque os neutréfilos sdo as primeiras células de defesa a
serem recrutadas durante um estado inflamatério, em respota a estimulos que micro-organismos ou
particulas inaladas provocam no sistema respiratério (Griffin et al. 2010).

Reducdo da funcdo de macréfagos alveolares e aumento de celularidade por aumento de
neutrofilos na regido broncoalveolar também foram relatados por Gomes (2016), ao utilizar uma vacina
comercial contra o CRB por via IN em bezerros neonatos, sugerindo que esta via de administra¢do reduz
as defesas do trato respiratério, o que induz a um influxo neutrofilico compensatério com aumento da
celularidade regional, para manter o trato respiratorio higido.

Soma-se ainda a irritacdo de nasofaringe que o grupo IN apresentou em D3 e D7 em relacio aos
demais momentos (P=0,02) (Quadro 1), o que reforca a hipdtese de que a vacina IN promove irritacdo e
inflamacdo no trato respiratoério.

Embora o grupo controle também tenha apresentado aumento significativo de neutrdfilos e
diminuicdo de macréfagos simples em D7 relagio aos demais momentos (P=0,0004; P=0,0002
respectivamente), ndo houve aumento alteracdo dos macro6fagos gigantes, nem da celularidade, irritacdo
da nasofaringe ou alteracdo do metabolismo oxidativo, indicando que a repetibilidade da técnica de
broncoscopia, causam inflamacgdo leve na regido, seja por carrear microorgansimos do trato respiratério
anterior para a regido posterior, como também por abrasdo local por provocada pela passagem do
endoscopio. Toda a agressdo seja ela mecdnica ou bioldgica leva a liberacdo de substincias quimiotaxicas
que causam a mobilizacdo de células inflamatdrias para o local lesado, ocorrendo principalmente o
deslocamento de neutréfilos, proporcional ao grau de inflamacado gerado. Como no D21 houve retorno das
proporg¢des normais entre macréfagos e neutroéfilos, acredita-se que o periodo de 15 dias entre D7 e D21 é
o tempo suficiente para resolver a inflamagao gerada pela técnica (Vianna et al. 2016, Shecaira & Paulo
2017).

Em relacdo a resposta imune humoral, ressalta-se que a principal imunoglobulina produzida em
mucosas é a IgA, sendo a responsavel pela protecdo dos sistemas gastrointestinal, respiratério e
urogenital. Sua principal fun¢do é promover o aprisionamento de antigenos ou microrganismos no muco,
impedindo o contato direto de patégenos com a superficie da mucosa. Embora a IgA ndo apresente a¢ido
bactericida, ela neutraliza virus e enzimas virais e bacterianas, além de impedir que bactérias penetrem
em mucosas (Abbas et al. 2008). Diante disto, observou-se que o grupo IN apresentou aumento
significativo de IgA broncoalveolar em D3 (P=0,04) em relacdo a DO e posteriormente estes teores ndo
diferiram estatisticamente de DO ou D3 (Fig.2).0s dados do presente trabalho corroboram com Cortese et
al. (2017) os quais observaram, que vacas vacinadas 24 horas apés o parto com uma vacina com VVM
intranasal contento BoHV-1, BRSV e bPIV-3, tiveram aumento significativo (P<0,05) nos niveis de IgA em
secrecdes nasais nos momentos iniciais apds a vacinagio (quatro e sete dias ap6s a vacinagao).

0 aumento de IgA no grupo IN também pode estar relacionado a capacidade que essa via de
imunizacdo de mucosa tem de estimular a producdo de IgA local via tecido linféide associado a
nasofaringe (NALT) no trato respiratério (Hishiki et al. 2004, Gomes 2016).

No entanto os valores de IgA no grupo IN, ndo ultrapassaram os valores do grupo CO na maioria
dos momentos avaliados. Vale ainda ressaltar que os animais do grupo CO ja apresentavam maiores teores
significativos de IgA em DO em comparagdo aos demais grupos (P=0,03) (Fig.2). Esses teores se
mantiveram estaveis nos dias trés e sete, e aumentaram no dia 21 (P=0,38).

Como a secrecdo de IgA pode ser estimulada pela técnica de colheita de LBA, na qual o endoscopio
carrea para o trato respiratdrio inferior uma quantidade considerdvel de microrganismos, levando a
producdo local de imunoglobulinas ou causando lesdes na parede subepitelial do trato respiratério com
extravasamento de constituintes séricos para o limen pulmonar (Bertagnon et al. 2007) acredita-se que a
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repetitibilidade da técnica continuou a estimular a producdo da imunoglobulina no grupo CO, no entanto,
como neste grupo nao houve reducdo da resposta imune celular, ndo ocorreu o consumo desta
imunoglobulina. Ja no grupo IN, a auséncia de aumento desta imunoglobulina no D7 e D21 poderia ser
atribuida ao consumo da imunoglobulina, que poderia estar sendo utilizada para neutralizacdo de
patégenos em razdo da menor eficiencia de resposta imune celular. Ndo se tem dados na literatura sobre
esta possibilidade, sendo importante a realizagdo de trabalhos que avaliem se esta resposta poderia
ocorrer apdés a vacinagdo intranasal contra o CRB.

Embora o grupo IN tenha manifestado aumento de resposta humoral no D3, e irritacdo de
nasofaringe em D3 e D7 e reducdo da resposta celular nos momentos posteriores (D7 e D21), nenhum
animal teve manifestagdo clinica de doenca respiratéria nem alteracdo no leucograma, o que permite
inferir que nas condi¢des de manejo dos animais estudados nesta pesquisa, a vacina comercial IN nido
aumentou a ocorréncia de infec¢des bacterianas secundarias no trato respiratério, condigdo semelhantes
a encontrada por Xue et al. (2010) que ao vacinarem bezerros com vacinas vivas modificadas contra
BoHV-1, BVDV, BRSV e bPVI-3 via intranasal, ndo observaram alteracdes em relacdo ao leucograma e
incidéncia clinica pés-vacinal.

Cabe ressaltar que ndo houve manifestacdo clinica de doenga respitéria em nenhum animal dos
diferentes grupos avaliados, isso pode ser relacionado as condi¢bes em que a presente pesquisa foi
realizada, estudou-se animais em crescimento, lotados em pastos e em boas condi¢des nutricionais, o que
geralmente ndo é encontrado nas populagdes bovinas com maior risco de apresentarem CRB, como
bovinos em confinamento, bezerros recém nascidos ou em lotes de desmame (Edwars 2010). Desta
maneira sugere-se que estudos sejam feitos também em bovinos expostos a condi¢des de maior desafio
ambiental, pois ha relatos de que vacinas contra viroses respiratorias aplicadas pela via intranasal, geram
o derramamento viral nas secre¢des nasais apds a vacinacdo (Socha et al. 2013) e foram associadas a um
maior risco de mortalidade por pneumonias em bovinos confinados (Martin et al. 1980).

Em relagdo ao grupo IM as unicas alteracdes encontradas foram reducdo de macroéfagos gigantes
alveolares em D7 em relagdo a DO e D3 (P=0,04) e em relacdo ao controle (P=0,001) no mesmo periodo
sem alteracdo da celularidade (Quadro 2), e irritacdo em nasofaringe em D3, D7 e D21, com significancia
de valor biolégico embora nio estatistico na interacdo tempo (P=0,99), e com aumento estatistico em
relacdo ao grupo CO e IN no D21 (P=0,02)(Quadro 1). Embora ndo tenha ocorrido influencia estatistica da
vacina IM no metabolismo oxidativo, nem na producdo de IgA (Quadro 3 e Fig 2 respectivamente), o
comportamento destas variaveis foram semelhantes ao do grupo IN, indicando que a vacina IM promove
uma alteracdo local celular e humoral de menor magnitude em comparagdo com a vacina IN, tal qual
observado em previas pesquisas, que verificaram que vias de imuniza¢do da mucosa induzem uma maior a
producdo de IgA no local de aplicagdo, embora nehuma pesquisa tenha estudado os efeitos da vacina na
defesa celular broncolaveolar (Neutra & Kozlowski 2006, Ellis et al. 2007, Cortese et al. 2017).

Como ambas as vacinas utilizadas contém em sua formulagdo agentes virais vivos modificados
contra BoHV-1, bPVI-3 e BRSV, pode ocorrer infec¢des virais pela vacina, pois os agentes patogénicos
presentes na formulagdo, embora passem por métodos especificos de atenuagdo para reduzir sua
patogenicidade, ainda mantem sua capacidade de multiplica¢do no hospedeiro, podendo ocorrer reversao
da viruléncia e assim estes microrganismos vacinais podem causar uma imunossupressio e
consequentemente causar a doenca no hospedeiro (Schatzmayr 2003, Meeusen et al. 2007).

Avaliando efeito de vacinas contra o CRB, Fulton et al. (2003) observaram que animais vacinados
com vacina modificada por via intramuscular contra BoHV-1 e BVDV-1, apresentaram aumento de
leucdcitos sanguineos entre 3 a 7 dias apés a segunda dose vacinal. Diferentemente do presente trabalho,
no qual ndo ocorreu alteragdo no leucograma dos animais vacinados via IN ou IM.

Embora ainda sejam escassos os relatos quanto a capacidade de vacinas contra doengas
respiratdrias bovinas aplicadas por via intranasal ou parenteral levarem a enfermidade, permanece a
preocupacido em relagdo a possibilidade dos virus atenuados conseguirem apresentar a reversido da
viruléncia (Schatzmayr 2003, Meeusen et al. 2007, Xue et al. 2010, Socha et al. 2013), tornando-se
necessario realizar mais estudos com diferentes condi¢des de desafio ambiental e o uso das vacinas
comerciais contra as viroses respiratorias.

CONCLUSAO
A partir dos dados avaliados conclui-se que as vacinas comerciais contra o CRB produzem
inflamag¢do broncoalveolar no periodo de estabelecimento da imunidade vacinal, mas em condi¢des de
baixo desafio ambiental ndo promovem doenga respiratéria. Tal fato se deve porque a vacina comercial
intranasal promoveu aumento da imunidade humoral trés dias ap6s a aplicagdo da vacina e reducao da
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resposta imune celular posteriormente na regido broncoalveolar enquanto a vacina comercial
intramuscular promoveu altera¢des semelhantes, porém mais ténues.
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Quadro 1. Presenca de irritagdo em mucosa do trato respiratorio de bovinos sadios submetidos a
vacinas contra CRB. Guarapuava, 2017

Grupos Momentos
DO D3 D7 D21 pX

co
Mediana 1aA 1aA 1aA 1aA 0,39
Ic 5-95% 0,45-2,04 0,45-2,04 0,45-2,04 1-1

IM
Mediana 1aA 2 aA 2 aA 2 aB 0,99
Ic 5-95% 0,49-2,71 0,92-2,28 0,92-2,28 0,92-2,28

IN
Mediana 1laA 2bA 2bA 1laA 0,02
Ic 5-95% 1-1 0,87-2,85 0,93-3,04 1-1

pY 0,21 0,5 0,45 0,02

IN: grupo vacina intranasal, IM: grupo vacina intramuscular, CO: grupo controle, sem
vacina. Ic: Intervalo de confianca. DO, antes da primeira dose vacinal, D3, D7 e D21
(3,7 e 21 dias) apos a ultima dose vacinal. Letras mintsculas diferentes na mesma
linha indicam significancia estatistica na interacdo tempo, e letras maiusculas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica na interagdo tratamento
(P<0,05). 1 como mucosas lisas brilhantes e normocoradas, escore 2, mucosa
avermelhada, vasos evidenciados e irregularidades em nasofaringe; escore 3 os
mesmos sinais de irritacdo em traqueia e escore 4 os mesmos sinais de irritacdo em
nasofaringe e traqueia.
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Quadro 2. Valores totais e porcentagem das células broncoalveolares, de bovinos sadios submetidos a vacinas contra

CRB. Guarapuava, 2017

Grupos Momentos
DO D3 D7 D21 Px
Neutréfilos (%)
IN 5,28aA 2,01 9,05 abA+6,16  2595bA +7,33 9,38abA+2,39 0,02
IM 13,13 aA 4,17 6,67 aA 4,78 12,13 aA #4,33 3,07 aB 1,68 0,29
(0{0) 4,17 aA 0,97 10,5 aA +3,89 21,75 ab 4,5 4,75 aB £0,91 0,0004
pY 0,09 0,9 0,31 0,1
Macroéfagos Simples (%)
IN 83,95aA +2,25 84,24aA+9,16 70,28 aA+7,03 81,57 aA+6,9 0,22
IM 80,60 aA +4,6  86,53aA+11,07 78,70 aA+4,46 92,53aA+2,01 0,12
(0{0) 86,25 aA +1,22 79,66aA £3,6 69,0 bA+4,5 91,49aA+1,84 0,0002
pY 0,43 0,84 0,53 0,22
Macraéfagos Gigantes (%)
IN 1,95 aA+0,45 1,04 abA+024 0,67 bA+0,23 1,33 aA+0,31 0,01
IM 2,47 aA+0,43 1,8 abA+0,74 0,33 bA+0,26 1,13 aA+0,45 0,04
co 2,00 aA+0,54 2,33 aA+1,12 3,57 aB+0,55 0,67 aA+0,14 0,12
pY 0,7 0,38 0,001 0,43
Linfécitos (%)
IN 6,09 aA+1,51 5,38 aA+3,04 2,95aA+0,75 6,00 aA+463 0,79
IM 3,93 aA+1,2 4,6 aA+1,28 7,07 aA+3,1 2,60 aA+0,58 0,23
co 5,33 aA+1,11 6,66 aA+0,89 4,65aA+1,21 2,92 aA+0,96 0,17
pY 0,54 0,86 0,28 0,55
Eosindéfilos (%)
IN 0,19 aA+0,19 0,05 aA+0,05 0aA+0 0aA+0 0,41
IM 0,39 aA+0,24 0,4 aA%0,32 0,13aA+0,13 0,27 aA+0,27 0,82
(0{0) 1,67 aA+0,96 0,08 aA+0,08 0,82aA+0,82 0,17 aA+0,17 0,38
pY 0,09 0,34 0,28 0,46
Células Epiteliais (%)
IN 2,52 aA+2.25 0,23 aA+0,14 0,14 aA+0,09 0,57 aA+0,42 0,44
IM 0aA+0 0aA+0 0,33aA+0,25 0,4 aA+0,32 0,24
(0{0) 0,58 aA+0,34 0,63 aA+0,67 0aA+0 0aA+0 0,37
pY 0,54 0,37 0,41 0,67
Celularidade (x105/mL)
IN 4,91+2,05aA 7,74+1,62abA 14,17£3,97bA 17,02+5,92bA 0,03
IM 4,2+0,62aA 6,01+£2,16aA 7,87+2,1aA 9,37+£3,44aA 0,53
co 6,12+1,98aA 3,2+1,08aA 8,1+2,81aA 7,11+1,8aA 0,22
pY 0,26 0,3 0,46 0,6

IN: grupo vacina intranasal, IM: grupo vacina intramuscular, CO: grupo controle, sem vacina. DO,
antes da primeira dose vacinal, D3, D7 e D21 (3,7 e 21 dias) apds a ultima dose vacinal. PX
interacdo tempo, PY interacdo tratamento. * desvio padrdo. Letras mintsculas diferentes na
mesma linha indicam significancia estatistica na interagdo tempo, e letras maidsculas diferentes
na mesma coluna indicam diferenca estatistica na interagdo tratamento (P<0,05).



Quadro 3. Metabolismo oxidativo de células broncoalvelares de bovinos sadios submetidos a vacinas contra CRB.
Guarapuava, 2017

Grupos Momentos

DO D3 D7 D21 PX
co
X 0,32+0,02aA  0,2#0,06aA  0,1620,04aA  0,14%0,02 aA 0,11
M
X 0,26+0,06 aA  0,13+0,03aA  0,1¥0,03aA  0,15+0,08 aA 0,26
IN
X 0,24+0,03aA  0,2#0,03aA  0,15%0,02aA  0,12+0,01 aA 0,07
PY 0,52 0,49 0,43 0,91

IN: grupo vacina intranasal, IM: grupo vacina intramuscular, CO: grupo controle, sem vacina. DO,
antes da primeira dose vacinal, D3, D7 e D21 (3,7 e 21 dias) apds a ultima dose vacinal. PX
interagdo tempo, PY interacdo tratamento. X média, * desvio padrdo. Letras minusculas
diferentes na mesma linha indicam significincia estatistica na interacdo tempo, e letras

maidsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencga estatistica na interagio tratamento
(P<0,05).
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A)Dias de imunizacio e coleta de amostras do grupo IM

-22 D0 -21 0 D3 D7 D21
IM coleta IM 1° dose IM 2° dose IM coleta IM coleta IM coleta
B) Dias de imunizagio e coleta de amostras do grupo IN
-1D0 0 D3 D7 D21
IN coleta IN Unica dose IN coleta IN coleta IN coleta
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Fig.1. Dias de imunizacdo e coleta de amostras de sangue LBA dos grupos submetidos a
vacina intramuscular (A) e intranasal (B). Guarapuava, 2017 (IN: grupo vacina
intranasal, IM: grupo vacina intramuscular, CO: grupo controle, sem vacina. D0, antes
da primeira dose vacinal, D3, D7 e D21 (3,7 e 21 dias) apds a tltima dose vacinal.
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Fig.2. Presenca de IgA em lavado broncoalveolar (LBA) de bovinos sadios
submetidos a vacinas contra CRB. Guarapuava, 2017 (IN: grupo vacina
intranasal, IM: grupo vacina intramuscular, CO: grupo controle, sem vacina.
DO, antes da primeira dose vacinal, D3, D7 e D21 (3,7 e 21 dias) ap6s a ultima

dose vacinal.
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ANEXOS

Anexol. Normas de submissao para revista

INSTRUCOES AOS AUTORES

O texto deve ser formatado, em todos os pormenores, de acordo com as normas de
apresentacdo da revista (www.pvb.com.br).

1. Os artigos devem ser organizados em TITULO, ABSTRACT, RESUMO,
INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO,
CONCLUSOES (de preferéncia os ultimos trés separadamente), Agradecimentos e
REFERENCIAS:

a) O TITULO deve ser conciso e indicar o conteido do artigo; pormenores de identificacio
cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) com numerosos primeiros nomes e sobrenomes, deve(m) padronizar o
seu “nome para publicacdes cientificas”, como por exemplo: Claudio Severo Lombardo de
Barros, escreve Claudio S.L. Barros ou Barros C.S.L.; Franklin Riet-Correa Amaral escreve
Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F. Os artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores. O
autor para correspondéncia deve ser um autor que garante o contato com o Conselho Editorial
da PVB. Asteriscos de chamadas para o rodapé devem ser mais uma vez elevados
(sobrescritos), para aparecerem maiores e mais nitidos.

c) O Cabecalho do ABSTRACT deve conter, além dos nomes dos autores abreviados
invertidos, o ano, o TITULO, o endereco postal do laboratério (inclusive o CEP) ou
instituicdo principal onde foi desenvolvida a pesquisa. Enderecos postais brasileiros nédo
devem ser traduzidos para o inglés, mesmo em artigos escritos na lingua inglesa, a fim de
evitar dificuldade na postagem. Devem-se conferir os nomes dos autores do artigo e do
Cabecalho do Abstract para evitar discrepancias.

d) O Rodapé da primeira pagina deve conter os enderegos profissionais postais completos
dos autores (evitando-se tracos horizontais), na lingua do pais do respectivo autor (em
portugués, espanhol, inglés) e seus e-mails; o0 e-mail do autor para correspondéncia deve ser
sublinhado. Os sinais de chamada para os nomes dos autores devem ser nimeros arabicos,
colocados em sobrescrito, sem o uso automatico de “Inserir nota de fim”, do Word (essas
chamadas devem ser continuas por todo artigo, isto €, em todas as notas de rodapé das outras
paginas).

e) O ABSTRACT deve ser uma versdo do RESUMO, mas pode ser mais explicativo, seguido
de “INDEX TERMS” que devem incluir termos do titulo, por ndo se tratar somente de
“ADDITIONAL INDEX TERMS”.

f) O RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e dando os
mais importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAO” que
incluem térmos do titulo, por ndo se tratar somente de “TERMOS DE INDEXACAO
ADICIONAIS”.

g) A INTRODUCAO deve ser breve, com citacio bibliogréfica especifica sem que a mesma
assuma importancia principal e deve finalizar com a indicagdo do objetivo do artigo.

h) MATERIAL E METODOS deve reunir a totalidade dos dados que permitam o
desenvolvimento de trabalho semelhante por outros pesquisadores.

1) Em RESULTADOS devem ser apresentados concisamente os dados obtidos.

j) Na DISCUSSAO devem ser confrontados os resultados diante da literatura. Ndo convém
mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obriga¢éo do
autor e da revista de publica-los.
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k) CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados obtidos e devem ser
apresentados em diferentes pardgrafos (uma Conclusdo somente deve ser apresentada em
paragrafo Unico).

I) Os Agradecimentos ndo devem aparecer no texto ou em notas de rodapé; devem ser
sucintos e colocados antes da Lista de Referéncias.

m) A Lista de REFERENCIAS deve incluir todas as citagdes apresentadas no texto e que
tenham servido como fonte para consulta. A Lista deve ser ordenada alfabética e
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido de todos os demais autores (em
caixa alta e baixa), do ano, do titulo da publicacdo citada, e abreviado (por extenso em casos
de davida) o nome do periodico. Sugerimos consultar exemplos dos ultimos fasciculos
(www.pvb.com.br).

(Notem: (1) As Referéncias citadas no texto devem ser colocadas em ordem cronoldgica, mas
alfabética tratando-se de referéncias do mesmo ano; (2) Quando utilizados programas de
formatacdo (p.ex. Endnote X7), remover o fundo automatico cinzento antes da submisséo,
para ndo dificultar eventuais correcoes.

2.Na elaboracéo do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

) Fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; pagina formato A4, com 2cm de margens
(superior, inferior, esquerda e direita), texto corrido em uma coluna justificada, com as
Legendas das Figuras no final (logo apds a Lista de REFERENCIAS) sem repetir as legendas
junto com as Figuras.

b) ABSTRACT e RESUMO serdo escritos em um so paragrafo corrente e ndo devem conter
citacBes bibliograficas.

c) A redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal.

d) Os nomes cientificos usados no manuscrito devem ser apresentados por extenso (p.ex.
Palicourea marcgravii), no inicio de cada capitulo (TITULO, ABSTRACT, RESUMO,
INTRODUGCADO, etc.), quando aparecem pela primeira vez, sequido da abreviacdo do género
(p.ex. P. marcgravii).

e) Nos titulos dos Quadros e nas Legendas das Figuras os nomes cientificos devem ser
apresentados por extenso, ja que estes sdo independentes do texto.

f) No texto, os sinais de chamada para notas de rodapé devem ser nimeros arabicos colocados
em sobrescrito apos a palavra ou frase que motivou a nota. Essa numera¢do sera continua por
todo o artigo; as notas deverdo ser lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo
numero de chamada, sem o uso do “Inserir nota de fim”, do Word.

Notem: para evitar a separacdo em duas linhas, os numerais devem ser apresentados junto
com suas unidades, ou seja, sem espacamento, por exemplo: 100ppm, 10mm, 50cm,
18x10cm, (P<0,05), 15h; de conveniéncia quando seguida de letra alta (35 kg ou 35kg, 4 h ou
4h). A abreviagdo de nimero € “no” e ndo “no”; grau Celsius ¢ “0oC” e nao “oC”.

g) Os Quadros (ndo usar o termo Tabela) e as Figuras devem ser citados no texto, pelos
respectivos nimeros, em ordem crescente e devem ser submetidos separadamente do texto!

h) Siglas e abreviagdes das instituiches, ao aparecerem pela primeira vez, deverdo ser
colocadas entre parénteses, apds 0 nome da instituicdo por extenso;

1) Citacdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”, p.ex. (Caldas 2005); artigos
de até dois autores serdo citados pelos nomes dos dois (Pedroso & Pimentel 2013); e com
mais de dois, pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano (Brito et al. 2015); se
dois artigos ndo se distinguirem, a diferenciacdo serd feita através do acréscimo de letra
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minuscula ao ano (Barros 2017a, 2017b). A ordem de citacdo deve ser cronologica (Barbosa
et al. 2003, Armién et al. 2004).

J) Recomenda-se consultar na integra todos os artigos citados; se isto ndo for possivel,
deve-se colocar no texto a referéncia original (ndo consultada na integra) seguida do ano,
p.ex. (Bancroft 1921); na Lista de Referéncias deve ser incluida a referéncia original como:
Bancroft 1921. .......... titulo. ... periodico. (Apud Suvarna & Layton 2013). A referéncia
consultada também deve ser incluida na Lista de Referéncias.

k) O uso de “comunicacdo pessoal” e de “dados ndo publicados” deve ser feito apenas em
casos excepcionais; no texto com citacdo de Nome e Ano, e na Lista de Referéncias como:
Barbosa 2016. Comunicacéao pessoal (Universidade Federal do Para, campus Castanhal).

I) As Legendas das Figuras devem conter informac6es suficientes para sua compreensao
(independente do texto); e devem ser precedidas de “Fig.” seguida do nlimero sem espago,
p.ex. “Fig.8. ...”. Para elaboracdo das legendas sugerimos consultar exemplos nos ultimos
fasciculos (www.pvb.com.br).

(Notem: Na legenda de Figuras compostas deve-se colocar a letra de cada “subfigura” em
negrito com parénteses claros antes do texto correspondente e devem ser mencionados letras
ou sinais, que estdo dentro de cada “subfigura”, em paréntees e claros apos o respectivo texto
da legenda.)

m) O Titulo dos Quadros devem ser em negrito, sem ponto, e a “garganta” (titulo das
colunas) deve ser escrita em claro e separada por dois tracos longos horizontais; o Titulo dos
Quadros e da “garganta” devem ser escritas em caixa alta e baixa. Os Quadros (ndo usem o
termo Tabela) devem conter os resultados mais relevantes. N&o ha tragos verticais, nem
fundos cinzentos; excepcionalmente pode conter tracos horizontais. Os sinais de chamada
serdo alfabéticos, recomecando, com “a” em cada Quadro. As chamadas de rodapé deverao
ser langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto a
esquerda; e devem evitar nimeros arabicos. Os titulos ndo tém ponto no final, ao passo que as
legendas terminam com um ponto. Os Quadros devem ser apresentados em Word e ser
editaveis, a fim de inserirmos eventuais alteracGes de apresentacdo, dentro das normas da
revista.

n) Dados complexos devem ser expressos por Graficos (devem ser chamados de Figuras). Os
graficos devem ser produzidos em 2D, sem fundo e sem linhas horizontais.

3. Apresentacdo das Figuras:

a) As imagens devem ser salvas em 300 dpi, arquivo TIF.

b) Numerar cada figura separadamente (1, 2, ...).

¢) Figuras com assuntos similares (subfiguras) devem ser agrupadas em pranchas com espaco
entre elas de aprox. Imm. Identifique cada imagem com uma letra maiuscula (A, B, ...)
colocada no canto inferior esquerdo, de preferéncia fonte Arial 14, branca, em um quadro
preto sem bordas.

d) Usar, de preferéncia, barras de escala para indicar o aumento; para micrografias opticas
apresentar na legenda sempre o método de coloracgéo e a objetiva, p. ex.: HE, obj.40x.

e) As legendas de Figuras devem conter inicialmente o que se observa na imagem, seguida
das informacdes adicionais (Formato tipico da legenda = Fig.1. Descricdo da imagem.
Diagnostico, 6rgdo ou tecido, espécie animal, nimero do caso. Método de coloragdo e
objetiva.).
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4. Todas as referéncias citadas no texto devem ser incluidas na Lista de Referéncias e
vice-versa; na revisdo final do artigo pelos autores, antes da submissdo, isto deve ser
conferido criteriosamente, para evitar discrepancias (o sistema ScholarOne bloqueia
automaticamente artigos com discrepancias).

Exemplos de Referéncias

[1 Artigos publicados em periddicos:

Pavarini S.P., Soares M.P., Bandarra P.M., Gomes D.C., Bandinelli M.B., Cruz C.E.F. &
Driemeier D. 2011. Mortes subitas causadas por Amorimia exotropica (Malpighiaceae) no
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Anexo2. Hemograma de bovinos da raca Jersey
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Figura 2. Figura com valores de hemograma completo de bovinos da raga Jersey, antes e
durante o periodo experimental.



Anexo3. Valores de IgA

Tabela. Valores de media e desvio padrao de IgA no lavado broncoalveolar de bezerras saudaveis
submetidas a vacinas contra o complexo respiratdrio bovino, Guarapuava 2017.
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Grupos DO D3 D7 D21

X
Intramuscular P

655,05+101,36aAB  750,07+82,276aA 526,08+31,751aA 622,63+26,589aA 0,23

Intranasal

463,4+21,3aA 680,99+ 99,89bA  571,75+30,18abA 621,25+ 51,26bA 0,04
Controle

711,85+ 120,16aB 589,42+ 22,57aA  678,02+115,74aA 985,21+264,91aA 0,38
pY 0,03 0,53 0,24 0,1

P*- interagdo tempo, P” interagdo tratamento. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga
estatistica ao longo do tempo para o mesmo tratamento, Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca estatistica entre os grupos. D0, antes da aplica¢do da primeira dose vacinal, D3, D7 e D21 (3,7 e 21

dias) apos a ultima dose vacinal.



