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CONSIDERACOES INICIAIS

O mercado consumidor mundial vem passando por grandes alteracdes nos Gltimos
anos de forma que os padrdes de alimentagéo estdo mudando na dire¢do onde os padrdes
de consumo estdo se deslocando para produtos gerados pela producdo pecuéria. Essa
previsdo ja foi considerada por Delgado et al. (1999) e, segundo dados da FAO (2015),
uma das mudancas mais marcantes notadas ultimamente é o aumento anual de 5 a 6% do
consumo de carne em paises onde a populacdo também se encontra em constante
crescimento. Ligado a isso, alguns paises vém sofrendo grandes alteracGes ambientais,
como por exemplo o Brasil, que nos Gltimos anos reduziu grandes areas de floresta para
a abertura de novas areas de pastagens; no entanto, também vem afetando paises mais
desenvolvidos, pois o grande nimero de efluentes gerados a partir de confinamentos e
outros tipos de operacOes intensivas de criacdo de gado pode vir a gerar grandes

catastrofes ambientais se ndo forem bem manejados.

No entanto, essa grande intensificagdo aplicada ao sistema de produgdo, provém
inimeras mudancas comportamentais, uma vez que estes animais sdo, por sua vez,
retirados do seu habitat natural e colocado muitas vezes em baias com espaco reduzido e
submetidos a dietas altamente energéticas que visam expressar seu maximo potencial
produtivo. Além disso, outros manejos como a desmama, O transporte e a vacinagao
levam os animais a situacdes de estresse que desencadeiam respostas inflamatérias e de
fase aguda (CARROL e FORSBERG, 2007). E, apesar desses fatores serem componentes
chave do sistema imune inato, tais reagdes causam, na maioria das vezes, reducdo da
performance do animal (JOHNSON, 1997).

Tal reducdo da performance animal ocorre, pois, a ativacdo e manutencdo da
resposta imune do organismo é extremamente importante e acarreta em um excessivo
gasto energético para o animal. A manutencdo de uma resposta febril, por exemplo,
extremamente essencial em casos infecciosos, € uma das respostas mais onerosas
energeticamente para ser mantida. De modo que o0 aumento de 1° C aumenta de 10 a 13%
0 gasto energético com o metabolismo basal do animal (CARROL e FORSBERG, 2007).

No entanto, grande parte dos trabalhos relata que o principal causador de estresse
em bovinos é o transporte rodoviario. S6 nos Estados Unidos, pelo menos 65% dos

bezerros sdo transportados, normalmente de caminhdo, ao longo do pais, especialmente



para os estados do Texas, Kansas, Nebraska e Colorado, devido a diferenca na
especialidade dos estados, onde uns sé&o especializados em producédo de bezerros e outros
na terminacdo (SWANSSON e MORROW-TESCH, 2001). O estresse causado pelo
transporte, faz com que bovinos recém-chegados ao confinamento tenham um aumento
no metabolismo basal e aumento do catabolismo dos tecidos, que acompanhado da
reducdo da ingestdo de matéria seca (IMS), reduzem a eficiéncia em conversdo alimentar
do animal (JOHNSON, 1997).

No entanto, levantamentos com nutricionistas de confinamento brasileiros
(MILLEN et al., 2009; OLIVEIRA e MILLEN, 2014) mostraram que o0 maior problema
de saude encontrados em animais confinados sdo os respiratdrios e que apesar da perda
de desempenho e econdmica nédo ser mensurada nesses trabalhos, dados norte-americanos
mensuram que a perda anual por esse mesmo problema chega a 500 milhGes de doélares
(MILES, 2009).

Ainda, a vacinacdo contra os patégenos que causam doencas respiratorias em
bovinos também inferem em respostas inflamatdrias e de fase aguda reduzindo o ganho
médio diario, conversao alimentar (ARTHINGTON et al., 2013), e ingestdo de matéria
seca (RODRIGUES et al., 2015). Sendo assim, pesquisas que visem o desenvolvimento
de manejos que beneficiem a protecdo imune induzida pela vacinagdo sdo totalmente
justificadas (ARTHINGTON et al., 2013).

Uma das drogas utilizadas para o combate dessas respostas é o meloxicam. Esse €
um anti-inflamatorio ndo esterdide comumente utilizado na medicina veterinaria e
humana (COETZEE et al., 2009) que por meio da sua administracdo oral em bovinos,
reduz a reposta proteica da fase aguda, melhorando assim a performance dos animais
(GUARNIERI FILHO et al., 2014). No entanto, seus efeitos sobre as rea¢des do sistema
imune inato ainda devem ser melhor estudados (VAN ENGEN et al., 2014). Baseando-
se, portanto, nos efeitos do processo de vacinacdo (RODRIGUES et al., 2015) e nos
beneficios do meloxicam em bovinos estressados (GUARNIERI FILHO et al., 2014),
esse estudo hipotetiza que a administracdo oral de meloxicam em bovinos recebendo
infusédo de lipopolissacarideo de parede celular de bactérias (LPS), ou vacinas comerciais
contra patogenos de doencas respiratorias, alivia a resposta anti-inflamatoria e de fase

aguda de bovinos de corte.



1- ESTRESSE

O termo “estresse” € relacionado a um conjunto de mudangas das fungdes corporais
devido a soma de reacgdes bioldgicas a disturbios fisicos, mentais ou emocionais que irdo
afetar diretamente a homeostase do animal (PACAK & PALKOVITS, 2001).

Em sistemas pecuarios, € comum a realizacdo de manejos que causem estresse aos
animais, como o transporte, castracdo, descorna, entre outros. Quando o animal €
condicionado ao estresse, este tem, como resposta, a liberacdo do cortisol, que é um
componente critico a essa reacdo (COETZEE et al., 2013). Portanto, € imprescindivel que

0 estresse seja minimizado e, se possivel, regulado.

Arthington et al. (2003) identificaram que manejos que levam ao estresse dos
animais, como por exemplo o transporte, causam aumento das citocinas pro-inflamatorias
que sdo responsaveis pelo inicio da resposta inflamatoria do animal. Essas citocinas sdo
proteinas sinalizadoras produzidas primariamente por macréfagos através da resposta a

infeccdo, danificacdo de tecidos ou ao estresse (JANEWAY et al., 2012).

Visto que a reducdo do estresse pode levar a menor perda econdmica para 0
produtor (SPEER et al., 2001), algumas alternativas, como o uso de antinflamatérios ndo
esteroides (AINESs), explanada nas proximas sec¢Ges, pode minimizar os efeitos e reduzir

tais perdas.

A queda na ingestdo de alimentos pode provocar a mobilizacdo das reservas
energéticas do animal, e do ponto de vista produtivo, isso é extremamente indesejavel.
Por exemplo, bovinos desmamados, chegam aos confinamentos norte-americanos,
estressados pelo transporte rodoviario e sdo expostos a dietas com alto nivel de
concentrado. Esse tipo de alimento gera substrato para bactérias amiloliticas dentro do
ramen, promovendo multiplicacdo destas bactérias que por sua vez sdo classificadas
como gram-negativas, ou seja, possuem parede celular em sua estrutura e
consequentemente também possuem LPS, deprimindo consideravelmente sua ingestao de
matéria seca (GALYEAN e HUBBERT, 1995). A reducdo da ingestdo de nutrientes
amplia os efeitos negativos do estresse no desempenho animal e de seu sistema imune,

aumentando a exposic¢do do animal a agentes infecciosos (BERNHARD et al., 2015).
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2 - EFEITOS DO ESTRESSE NAS REACOES DO SISTEMA IMUNE.

O sistema imunologico é normalmente dividido em: sistema imune natural, sistema
imune inato e sistema imune adquirido e geralmente os dois primeiros sao categorizados
como imunidade inata que € a parte do sistema que provem da evolucdo dos mecanismos
de luta contra doencgas mais antigos que representa a parte do mecanismo de defesa nédo-
especifico aos antigenos e possui acdo imediata, aproximadamente até quatro horas apés
a exposicdo ao mesmo (CARROLL e FOSBERG, 2007).

Portanto, qualquer fator que possa alterar o seu funcionamento correto, pode fazer
com que o animal venha a ficar mais susceptivel a doencas. Por exemplo, Apanius (1998)
e Moberg (2000) afirmaram que fatores relacionados ao estresse, como: temperatura
corporal, fluxo sanguineo, capacidade digestiva, e frequéncia cardiaca e respiratoria;

podem vir a reduzir a resposta imune de bovinos de corte.

A resposta ao estresse pode resultar em um complexo conjunto de reagfes que
podem ser chamadas de resposta pré inflamatéria (ARTHINGTON et al., 2003). Essa
resposta é definida como uma resposta biolégica ao rompimento da homeostase do tecido.
Como reposta primaria e nao especifica a esse fator, o corpo do animal visa localizar e
destruir o fator que estd causando tal rompimento e também estimula a reparacdo do

tecido para restaurar sua homeostase (ASHLEY et al., 2012).

Vaérios fatores podem acarretar em uma resposta inflamatoéria. Segundo Carroll e
Forsberg (2007) processos como castracdo, desmame, transporte, doengas, socializagéo,
dietas inadequadas ou mudancas de dietas sdo fatores que podem significativamente
estressar bovinos. Assim conclui-se que infecges, estresse fisico e psicologico também
pode influenciar tal resposta (STEPTOE, et al., 2007).

A resposta de fase aguda € um estimulo pré-inflamatério induzido por uma reacéo
sistémica, que pode ser resultante de uma condic&o de estresse. E uma resposta do sistema
imune inato, inespecifica e estimulada principalmente pela IL-1 (interleucina-1), TNF-a
(fator de necrose tumoral - alfa) e pela IL-6 (interleucina-6), as quais s@o sinalizadas no
hipotdlamo, pois possui receptores para as mesmas (BAUMANN e GAULDIE, 1994).
Essa reacdo e desencadeada em situagGes de estresse, como por exemplo, o desmame ou

o transporte de bovinos, e é caracterizado pela sintese e liberagdo de proteinas
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denominadas proteinas de fase aguda. Essas proteinas por sua vez sdo responsaveis por
mediar a resposta inflamatoria no tecido adiposo e auxiliam na adaptacdo metabdlica
sistémica. Além disso, reduzem os niveis de albumina e paraoxonase e aumentam em até
cinquenta vezes os niveis de proteinas precursoras de amiloide, ceruplasmina e
haptoglobina (ARTHINGTON et al., 2003).

3 - REACOES DO SISTEMA IMUNE A VACINAS

Conhecida como a imunidade adquirida, a reacdo imune as vacinas é denominada
de sistema adaptativo. Ela representa parte do sistema imune adaptativo e constroi uma
resposta imune especifica para cada antigeno encontrado. Sendo assim, o sistema imune
adaptativo é caracterizado pela producédo de anticorpos que sao diretamente direcionados
contra antigenos especificos e possui memdria imunoldgica, permitindo que o animal
fique protegido as futuras exposi¢cdes ao mesmo patdgeno, produzindo uma resposta mais
rapida e mais forte do que da primeira vez que foi exposto a tal patégeno (JANEWAY
JUNIOR et al., 2005).

Como citado em outros tépicos, as doengas mais encontradas em bovinos
confinados no Brasil e na América do Norte, e que causam grandes prejuizos a producao
sdo doenca respiratoria bovina. Sendo assim, confinamentos norte-americanos vacinam
seus animais no inicio do confinamento a fim de evitar tais prejuizos. No entanto, a
vacinacao ocorre no momento da chegada dos animais ao confinamento e estes, por sua
vez, ja carregam uma grande carga de estresse devido ao transporte e ao manejo de

desmame.

Dessa forma, Duff e Galyean (2006) concluiram que a administracdo da vacina
nesse momento de grande estresse pode ter eficacia reduzida, uma vez que o corpo do
animal ndo se encontra em homeostase e, portanto, tem um maior desafio de retornar a

sua situacdo de normalidade e ainda desenvolver imunidade a tais patoégenos.

Para avaliacdo dos efeitos metabolicos e inflamatérios de um processo de
vacinacdo, que e fundamental na cadeia produtiva de bovinos de corte, e ainda seu

impacto na IMS, foi realizado um estudo prévio a pesquisa que gerou a presente
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dissertacdo, e assim foram obtidas pré-concepcdes e definidas algumas diretrizes para
enfim delinear uma estratégia de redugdo dos efeitos negativos do processo.

Sendo assim, Rodrigues et al. (2015) avaliaram os efeitos da vacinacdo contra
patdgenos respiratorios sobre IMS, respostas metabolicas, inflamatorias e de fase aguda.
Os autores vacinaram um grupo de novilhas Angus e compararam com um grupo nédo
vacinado. Em sintese, relataram que a administracdo de vacina comercial com adjuvantes,
pode deprimir a ingestao de forragem por até 2 dias, e que parte dessa reducéo de consumo
se deve as reacOes metabdlicas, inflamatorias e de fase-aguda, que elevaram as
concentracdes plasmaticas de haptoglobina, cortisol, insulina e leptina, e concentracdes
séricas de TNFa, e niveis de expressdo de RNA para TNFa, com relagdo ao grupo nao

vacinado.

Estes dados demonstram que vacinagdo contra patdgenos respiratérios estimula a
sintese de TNFa por células de defesa, resultando em uma reacdo de fase aguda
caracterizada pelo aumento da concentragéo de haptoglobina (RODRIGUES et al., 2015).
Segundo os autores, estes resultados corroboram com a queda da IMS registrada nos 2
primeiros dias do estudo, uma vez que haptoglibina e TNFa tém acdo sobre o sistema
nervoso central e enddcrino inibindo funcdes digestivas (KLASING & KORVER, 1997;
RODRIGUES et al., 2015)

Outro relato dos autores é que uma das primeiras respostas fisiologicas apds a
vacina contra doencas respiratérias € a elevacdo do cortisol, que por sua vez tem acéao
direta sobre as respostas inflamatéria e de fase aguda (CARROLL et al., 2009a;
RODRIGUES et al., 2015; STEIGER et al., 1999). Insulina por sua vez, ap6s o estimulo
patogénico, € sintetizada no organismo (STEIGER et al., 1999; WALDRON et al., 2003)
com intuito de aumentar o uso de energia no organismo para restabelecimento da
homeostase (WAGGONER et al., 2009).

O aumento nos niveis de cortisol e insulina encontrados por Rodrigues et al. (2015)
ocorreu sem grande elevagédo da concentracdo sérica de TNFo e antecederam o pico de
expressdo de RNAm para TNFa, indicando que o0 aumento destes hormdnios ndo depende
somente da resposta de citocinas pro-inflamatérias (CARROLL & FORSBERG, 2007;

ROSTEIGER et al.,1999). Outro fator importante destes horménios é que ambos também
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colaboram para inibicdo de ingestdo de alimentos (ALLEN et al., 2009; FOSTER et al.,
1991; RODRIGUES et al., 2015).

Rodrigues et al. (2015) registraram também um aumento de leptina nos animais que
receberam vacina contra patdgenos causadores de doencas respiratorias. E sabido que
leptina age no sistema nervoso central para limitar ingestdo de alimentos e elevar gasto
energético (HOUSEKNECHT et al., 1998) com isso Rodrigues et al. (2015) relataram
que também pode ter havido influéncia desse horménio sobre o consumo deprimido
registrado nos primeiros 2 dias ap6s vacinagdo. Os autores ainda encontraram novas
evidéncias de que a vacinacdo contra patiogenos respiratérios provoca aumento da

concentracdo plasmatica de leptina em bovinos.

Leptina possui estrutura molecular semelhante a citocinas pré-inflamatorias e tem
acdo similar sobre a modulacio de resposta inflamatoria (FANTUZZI, 2006). E
principalmente prodruzida por adipdcitos mas também pode ser sintetizada por leucocitos
durante a resposta inflamatéria (SCHNEIDERMAN et al., 2012; TAO et al., 2012).
Contudo, Rodrigues et al. (2015) relataram que houve aumento da concentragdo
plasmatica de leptina porém sem elevar a sua expressao de RNAm nas células sanguineas,
indicando que a vacinacao contra patdgenos respiratérios estimula a producéo de leptina

no tecido adiposo.

Este estudo realiado anteriormente por Rodrigues et al. (2015) leva a crer que estas
reacOes compdem mecanismos de defesa e adaptacGes fisiologicas para combater os
antigenos. Contudo tais medidas podem ser prejudiciais para eficiéncia produtiva dos

animais, uma vez que sdo fatores inversamente relacionados com a IMS.

Para reduzir situacdes de estresse e minimizar as respostas de fase aguda,
Arthington et al. (2003) conduziram um estudo onde vacinaram bovinos recém-chegados
ao confinamento e avaliaram seus efeitos durante 21dias. Esses autores observaram que
nas primeiras 2 semanas houve efeito das proteinas de fase aguda no ganho de peso diario
(GPD), ingestdo de matéria seca (IMS) e eficiéncia alimentar (EA). Além disso
verificaram que as vacinas disponiveis no mercado para os patdgenos testados sdo
saudaveis aos animais e que a redugédo da EA nesse periodo € inevitavel, devido a reducéo

dréastica da IMS. Relatam ainda que estudos conjuntos a esse devem ser conduzidos com
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relacdo & melhora na condigdo nutricional dos animais nessa fase, a fim de reduzir os

efeitos da resposta aguda e da liberacdo das proteinas.

4 - REACOES DO SISTEMA IMUNE A INFECCOES BACTERIANAS (LPS)

InfeccOes bacterianas séo associadas a diversas doengas em bovinos. Uma delas, e
talvez a que cause maior efeito negativo no desempenho desses animais quando
confinados, é o complexo de doengas respiratdrias. Tal doenca ja foi altamente associada
a infeccdo por bactérias gram-negativas (DUFF e GALYEAN, 2006), que liberam uma
endotoxina chamada lipopolissacarideo (LPS) que é, nada menos que um componente da
parede celular dessas bactérias (CULLOR, 1992). Essa toxina liberada pelas bactérias
entra na corrente sanguinea do animal e causa varias reagdes, entre elas uma resposta
inflamatdria que incita, consequentemente, a uma resposta do sistema imune, como
relatado por alguns autores em estudos relacionados com desafio de LPS. (CARROLL et
al., 2009b; STEIGER et al., 1999).

Outros autores verificaram que a presenca de LPS na corrente sanguinea faz com
que a temperatura corporal aumente, potencializando risco de problemas durante a
resposta de fase aguda (CARROLL e BURDICK SANCHEZ, 2014).

Por exemplo a elevacdo da temperatura vaginal pode fazer com que problemas
reprodutivos aparecam, e além disso, os riscos de causar laminite, com efeito da
vasoconstriccdo periférica, causada por homénios liberadores de corticotropinas e

vasopressinas também aumentam (CARROLL et al., 2014).

Carroll & Burdick Sanchez (2014) verificaram que quando animais séo induzidos
com doses de LPS ha aumento dos batimentos cardiacos do animal, podendo ser um
grande indicativo de uma possivel correlacdo entre a taxa de batimentos e a resposta pro

inflamatéria do animal.

Quando chegam no confinamento, o0s bovinos reduzem a ingestdo de matéria seca
naturalmente devido & adaptacdo a nova dieta. Sendo assim, a quantidade de energia
ingerida é reduzida (GALYEAN e HUBBERT, 1995) e, consequentemente, a quantidade
de glicose disponivel para manutencdo dos processos imunes também. Assim infecgdes

bacterianas podem vir a se manifestar mais facilmente e a concentragéo de LPS sanguinea



15

aumentar. Bernhard et al. (2012), portanto propuseram e relataram que o aumento da
absorcéo da glicose por consumo de propionato de cromio pode melhorar a resposta ao
desafio de LPS, uma vez que essa reacdo é totalmente dependente da quantidade de

energia que o animal tem disponivel para direcionar para tal processo.

Outro fator que compromete a resposta ao LPS é a idade ao desmame. Carroll et al.
(2009b) compararam bovinos desmamados precocemente (aproximadamente 3 meses) e
na idade normal (aproximadamente 8 meses) e verificaram que quando desmamados
normalmente apresentam uma maior amplitude de resposta ao LPS sanguineo,
apresentando maiores concentracdes de haptoglobina, ceruloplasmina, TNF-a, IL-1 e IL-
6 enguanto as concentracdes nos animais desmamados foram menores apos o desafio.
Concluiram entéo que quando desmamados precocemente, 0 sistema imune apresentou-

se mais preparado para reconhecer e combater as endotoxinas.

5 - MEIOS DE REDUZIR OS EFEITOS NEGATIVOS DO ESTRESSE EM
BOVINQOS

Hoje, a producdo de bovinos de corte demanda inUmeros manejos que S&o
considerados agentes estressantes. Sdo inimeros os trabalhos analogos ao de Carroll et
al. (2014) que testam o desmame precoce, o qual pode ser considerado um dos primeiros
fatores estressantes na vida do animal. Assim como € inevitavel que estes animais sejam
submetidos ao transporte que ja como relataram Swanson e Morrow-Tesch (2001),
Arthington et al. (2005) e Guarnieri Filho et al. (2014), esse tipo de manejo é um dos mais
estressantes para 0s animais. Portanto, é imprescindivel que alternativas sejam criadas e
estudadas a fim de reduzir o estresse e a resposta anti-inflamatéria dos animais durante

tais manejos.

Marques et al. (2012) relataram que durante o transporte, o grande fator chave para
respostas no corpo do animal, é a restricdo alimentar e hidrica, uma vez que o nivel de
cortisol e proteinas de fase-aguda (PFA) aumentam consideravelmente. No entanto,
Cooke et al. (2013) nédo verificaram melhorias no nivel de estresse e de resposta anti-
inflamatdria de animais em transporte, quando esses foram submetidos a paradas para

alimentacéo e hidratacao.
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Estratégias nutricionais também vém sendo estudadas, como a alimentacao prévia
de animais com fonte de &cidos graxos poli-insaturados, como o farelo de camelina, que
apresentou resultados favoraveis uma vez que melhorou o desempenho dos animais apés
o0 transporte da entrada do confinamento, quando comparados com 0 grupo que néo
recebeu tal suplementagdo (CAPPELLOZZA etal., 2012), indicando que o estresse desse
manejo foi reduzido e permitiu a mais rapida recuperacao e melhoria do desempenho dos

animais.

Além disso, existem relatos na literatura com o uso de medicamentos como anti-
inflamatdrios ndo-esterdides (GUARNIERI FILHO et al., 2014) e outros como acido
acetilsalicilico (TREVISI & BERTONI, 2008) e salicilato de sddio (FARNEY et al.,
2012) para vacas lactantes. No entanto, ainda ndo esta evidente na literatura formas
comprovadas para reduzir o estresse de cada manejo para o animal, que tragam ao
produtor um retorno em desempenho suficiente para ser rentavel. Portanto, é necessario

maior estudo e desenvolvimento de novas alternativas.

6 — ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES (AINE)

E documentado que desafios imunoldgicos causam alteragdes na concentragio das
proteinas de fase aguda na corrente sanguinea, ativando o sistema imune e 0 eixo
hipotalamico-pituitario-adrenal e inibindo o eixo somatotrépico (JOHNSON, 1997). O
mesmo autor, afirma que tais desafios ainda resultam em baixos indices de crescimento
em animais de producdo e aumentam o custo de producéo, e que estas mudancas estdo
fortemente ligadas a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a, IL-1 e IL-
6, que sdo as grandes responsaveis pelo inicio das respostas que levam a uma reducdo do

desempenho e eficiéncia dos animais.

Como resposta ao aumento das citocinas pré-inflamatérias causadas por alguma
situacdo de estresse nos animais, estudos realizados por Baldridge et al. (2011) e Coetzee
et al. (2012) mostram que a utilizacdo de AINE pode reduzir o efeito de manejos
extremamente estressantes. Anti-inflamatorios ndo esteroides pertencem a classe desse

medicamento que é utilizada para o combate de dores e inflamacGes. A sua ag¢éo ocorre
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por meio do bloqueio da producdo das prostaglandinas, principais agentes do

desencadeamento do processo inflamatério.

Os AINE podem ser classificados pela sua classe e seu mecanismo de agéo, quando
verificados, encontramos os: salicilatos, derivados do p-aminofenol, derivados do pirazol,
acidos arilalcandides e derivados, derivados do acido antranilico, compostos de ouro,
oxicans, imunossupressores, inibidores seletivos de COX-2 e diversos, sendo que dentre
eles, mais de 7 tipos s@o utilizados para a administragdo em bovinos (GUARNIERI
FILHO, 2015) com destaque para meloxicam e flunixina meglumina, como mais

utilizados.

Um dos mais utilizados nessa atividade, ¢ um AINE pertencente a classe dos
oxicans, o meloxicam (GUARNIERI FILHO, 2015). O meloxicam tem ag&o seletiva,
inibindo a acdo da enzima cicloxigenase-2 (COX-2), impedindo a sintese de
prostaglandina (HIRSCH et al., 2003). Smith et al. (2008) relataram a permissao de seu
uso na Europa, onde é aplicado para tratamento de doencas respiratdrias em bovinos,
diarreia e mastite, e também no Canadé, onde é utilizado principalmente como analgésico
apos o processo de descorna. Ainda, 0s mesmos autores citam que nos Estados Unidos, a
utilizacdo de tal medicamento foi somente liberada para fins comerciais e utilizacdo em
baixas dosagens, pois ndo ha o conhecimento do periodo de caréncia quando esse

medicamento é utilizado em dosagens continuas.

No Brasil, foi realizado estudo com uso de meloxicam em vacas zebuinas durante
protocolo de IATF para amenizar estresse durante remoc¢do temporéaria de bezerro e
melhorar os indices de penhez (COOKE et al., 2016). Os autores avaliaram os efeitos
apenas nos d 9 a d 11 do protocolo de sincronizagéo, logo ndo foram detectados efeitos
significativos nos niveis de haptoglobina, mas registrou-se elevacdo na concentracdo
plasmatica de cortisol. Contudo nesse estudo, a administragdo via intramuscular de
meloxicam (0,5 mg/kg PV) ndo reduziu o nivel de cortisol e nem trouxe beneficios aos

indices reprodutivos.

Sua administracdo ja foi relatada de diversas maneiras, como: intra-venosa,
subcutanea ou intramuscular, no entanto, Coetzee et al. (2009) analisaram o efeito da
administracao oral em bezerros Holandeses e verificaram que os efeitos do medicamento

pela administragdo oral é o mesmo ou até melhores, quando comparado ao intra-venoso.
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Isso ocorreu, pois, a biodisponibilidade foi maior no tratamento oral, no qual a meia-vida
média de eliminacdo de meloxicam foi de 27,54 horas, quando administrado via oral para
bovinos na concentracao de 1mg/kg de peso corporal. Os mesmos autores afirmam ainda
que o meloxicam pode ter efeitos em reduzir a resposta antinflamatdria mais eficientes
contra estimulos de estresse, quando comparado por exemplo, a outro antinflamatério de

amplo uso, o flunixin meglumine (4 a 8 h de meia vida).

A utilizagdo desse farmaco ja é bem descrita na medicina humana e animal, e na
literatura encontramos varias citagdes como: Guarnieri Filho et al. (2014), Liu et al.
(2003), Repenning et al. (2014), Brown et al. (2015), que testaram seus efeitos em
situacOes de estresse e no geral a substancia foi capaz de reduzir a resposta inflamatdria

e melhorar o desempenho do animal.

Com base em todas estas consideragdes foi delineado um experimento que avaliasse
os efeitos do Meloxicam sobre as respostas metabdlicas, inflamatorias e de fase-aguda
em bovinos sob situacdes estressantes incitadas por desafios imunoldgicos, sendo eles a
administracdo de LPS bacteriano isolado ou vacina contra patdgenos respiratorios. O

estudo esta descrito no proximo capitulo sob normas da revista Journal of Animal Science.
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Efeitos da administracdo via oral de meloxicam para bovinos de corte recebendo
desafio de lipopolissacarideo bacteriano ou vacina contra patégenos respiratorios.

Resumo: Este estudo avaliou os efeitos da administracdo oral de meloxicam nas
respostas metabolicas, inflamatdrias e de fase-aguda em bovinos de corte recebendo um
desafio de lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (Exp. 1; d -1 a d 6) ou vacina contra
patdgenos respiratorios (Exp. 2; d 7 ad 21). Vinte e um novilhos (n=11) e novilhas (n=10)
foram alocados em baias individuais no d -15 e receberam agua, mistura de sais minerais
e vitaminas, e feno de alfafa ad libitum até d 21. No d -1, os animais foram classificados
por sexo e peso corporal (PC) e designado para um dos trés tratamentos a seguir: 1)
Administracéo via oral de Meloxicam (1mg/Kg PC, diariamente; Carlsbad Technologies
Inc., Carlsbad, CA, EUA) do d -1 até d 6 (MELS); 2) Administracdo via oral de
Meloxicam (1mg/Kg PC; Carlsbad Technologies Inc., Carlsbad, CA, EUA) no d 0 e de
monoidrato de lactose (1mg/Kg PC; Avantor Performance Materials, Center Valley, PA,
EUA)nod-ledod1atéd6 (MELL); ou3) Administracdo via oral de monoidrato de
lactose (1mg/Kg PC, diariamente; Avantor Performance Materials, Center Valley, PA,
EUA) dod -1 até d 6 (CON). Para o Experimento 1, no d 0, os animais receberam infusao
intravenosa de LPS (0,5 pg/Kg PC; Escherichia coli 0111:B4, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) simultaneamente & administragdo do tratamento. Temperatura retal (RTEMP)
foi medida, e amostras de sangue coletadas nas horas —2, 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36, 48,
60, 72, 96, 120, e 144 h relativa a administracdo de LPS. Nao foram detectados efeitos de
tratamentos (P > 0,36) para RTEMP, concentragdo sérica de Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNFa), concentragdes plasmaticas de haptoglobina, cortisol, insulina e leptina,
assim como para expressdo de RNAm sanguineo para TNFa e ciclooxigenase-2 (COX2),
contudo todas as variaveis se elevaram (P < 0,01) dentre os tratamentos, apos

administracdo de LPS.

No Experimento 2, os animais receberam 0s mesmos tratamentos para 0s quais
foram designados no Exp. 1, dos dias d 7 até d 13 e foram vacinados contra patégenos
respiratorios juntamente com a administracao dos tratamentos no d 8. Amostras de sangue
foram coletadas e RTEMP registradas nos mesmos momentos realizados no Exp. 1 com

adicéo das horas 168, 240 e 336 h relativas ao momento da vacinagdo. Nenhum efeito de



27

tratamento foi detectado (P > 0,26) para RTEMP, nem para nenhumas das mesmas
concentracOes plasmaéticas e séricas avaliadas no Exp. 1, e concentragdes sericas de
anticorpos contra Mannheimia haemolytica ou titulos contra Virus Sincicial Bovino,
Herpesvirus-1, Diarreia Viral Bovina virus-1, e Virus Parainfluenza-3. Todas as variaveis
aumentaram (P < 0,01) dentre os tratamentos apds a vacinagao, exceto para TNFa sérico
e titulos contra Diarreia Viral Bovina virus-1 (P > 0,40). Coletivamente, este estudo ndo
encontrou evidencias de que administracdo oral de meloxicam, nas doses e intervalos
adotados, mitigaram reacGes metabolicas, inflamatorias e de fase-aguda desencadeadas

pela infusdo de LPS ou vacinagdo contra doencas respiratorias.

Palavras-chave: gado de corte, inflamacéo, lipopolissacarideo, meloxicam, vacinacéo.
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Effects of oral meloxicam administration to beef cattle receiving
lipopolysaccharide administration or vaccination against respiratory pathogens

Abstract: This study evaluated the effects of oral meloxicam administration on
metabolic, inflammatory, and acute-phase responses of beef cattle receiving a
lipopolysaccharide (LPS) challenge (Exp. 1; d —1 to 6) or vaccinated against respiratory
pathogens (Exp. 2; d 7 to 21). Twenty-one Angus steers (n = 11) and heifers (n = 10) were
housed in individual pens on d —15 and were offered free-choice water, mineral-vitamin
mix, and hay until d 21. In Exp. 1, cattle were ranked on d —1 by sex and BW and assigned
to 1) oral meloxicam administration (1 mg/kg BW daily) from day —1 to 6 (MELS), 2)
oral meloxicam administration (1 mg/kg BW) on d 0 and oral lactose monohydrate
administration (1 mg/kg BW) on d —1 and from d 1 to 6 (MEL1), or 3) oral lactose
monohydrate administration (1 mg/ kg BW daily) from d —1 to 6 (CON). On d 0, cattle
received an intravenous LPS bolus (0.5 pg/kg BW) concurrently with treatment
administration. Rectal temperature (RTEMP) was assessed, and blood samples were
collected at —2, 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 120, and 144 h relative to LPS
administration. No treatment effects were detected (P > 0.36) for RTEMP, concentrations
of serum tumor necrosis factor o (TNFa), plasma haptoglobin, cortisol, insulin, and leptin,
as well as blood mRNA expression of TNFa and cyclooxygenase-2, although all variables

increased (P < 0.01) across treatments after LPS administration.

In Exp. 2, cattle received the same treatments that they were assigned to in Exp. 1
from d 7 to d 13 and were vaccinated against respiratory pathogens concurrently with
treatment administration on d 8. Blood samples were collected, and RTEMP was assessed
asin Exp. 1 inaddition to 168, 240, and 336 h relative to vaccination. No treatment effects
were detected (P > 0.26) for RTEMP, the same plasma and serum variables evaluated in
Exp. 1, and serum concentrations of antibodies against Mannheimia haemolytica or serum
titers against bovine respiratory syncytial virus, bovine herpesvirus-1, bovine viral
diarrhea virus-1, and parainfluenza-3 virus. All variables increased (P < 0.01) across
treatments after vaccination, except for serum TNFa and titers against bovine viral
diarrhea virus-1 (P > 0.40). Collectively, this study found no evidence that oral

meloxicam administration, at the doses and intervals utilized herein, mitigated the
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metabolic, inflammatory, and acute-phase reactions elicited by LPS administration or
vaccination against respiratory pathogens.

Key words: beef cattle, inflammation, lipopolysaccharide, meloxicam, vaccination
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1.Introducéo

Manejos estressantes como por exemplo o desmame, transporte e vacinacao,
estimulam respostas inflamatérias e de fase-aguda em bovinos (Carroll and Forsberg,
2007). Essas reagdes séo importantes processos do sistema imune inato mas podem ser
prejudiciais para o desempenho dos animais (Johnson, 1997). Meloxicam é um anti-
inflamatdrio ndo-esteroide comumente utilizado na medicina animal e humana (Coetzee
et al., 2009). Guarnieri Filho et al. (2014) relataram que a administracdo via oral de
meloxicam para bovinos aliviou a resposta de proteina de fase-aguda e preveniu a queda
no ganho médio diario (GMD), ingestdo de matéria seca (IMS), e eficiéncia alimentar
(G:1) causada pelo transporte e entrada no confinamento. Contudo, ainda sdo necessarios
mais estudos para compreender melhor o papel do meloxicam nas rea¢des imunes inatas
(Van Engen et al., 2014) e que biologicamente sustente os beneficios para bovinos de
corte sob grande estresse. Um modelo experimental que caracteriza os efeitos do
meloxicam no sistema imune inato de bovinos é o desafio de lipopolissacarideos
bacteriano (LPS) e subsequente avaliacdo dos parametros metabdlicos, inflamatorios e de
fase-aguda (Carrol et al., 2009). Vacinacdo contra agentes patogénicos causadores de
doencas respiratdrias em bovinos, também estimulam reac6es inflamatorias e de proteinas
de fase-aguda além de reducdo no GMD, E:A (Arthington et al., 2013), e IMS (Rodrigues

et al., 2015) em animais confinados.

Portanto, é necessario pesquisar e desenvolver manejos que beneficiem tanto a
protecdo imunoldgica como também o desempenho dos bovinos (Arthington et al., 2013).
Com base nos beneficios do meloxicam para bovinos sob estresse (Guarnieri Filho et al.,
2014), surgiu a hipotese de que administragdo oral de meloxicam para bovinos recebendo
o desafio de LPS ou vacinacdo contra patdgenos respiratorios, alivia as respostas
inflamatdria e de fase-aguda resultantes. Consequentemente, este estudo avaliou 0s
efeitos da administracdo via oral de meloxicam nos parametros metabolicos,
inflamatdrios e de fase-aguda em novilhos e novilhas de corte recebendo desafio de LPS
bacteriano (Exp. 1) ou vacina contra patdgenos respiratorios (Exp. 2).
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2. Materiais e métodos

Ambos experimentos foram conduzidos no Centro de Pesquisa da Universidade
Estadual do Oregon (OSU) nos Estados Unidos (Eastern Oregon Agricultural Research
Center, Oregon State University, Burns, OR, EUA). Os animais utilizados foram
manejados de acordo com os protocolos de boas praticas experimentais e de bem-estar
animal aprovados pelo Comité Institucional de Uso e Cuidados de Animais da OSU
(Institutional Animal Care and Use Committee — N° 4592) e também pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp de
Botucatu (N° 14/2015 — CEUA/FMVZ).

Vinte e um bovinos da raga Angus, 11 novilhos e 10 novilhas, foram utilizados no
Exp. 1 (d -1 até d 6) e posteriormente no Exp. 2 (d7 até d 21). Todos animais séo
provenientes do mesmo rebanho, sob 0 mesmo manejo desde a gestacao, nascimento, até
0 inicio do experimento, quando foram desmamados no d -21 e treinados com cabresto
diariamente até o d -2 para que reduzisse 0s impactos do manuseio por pessoas e desmame
nas variaveis que foram analisadas neste estudo (Arthington et al., 2005; Cooke &
Bohnert, 2011; Cooke et al., 2012). No desmame, os animais foram vacinados contra
Clostridium (2mL injecdo subcutanea One Shot Ultra 7, Zoetis, Florham Park, NJ, EUA),
virus causador de rinotraqueite infecciosa bovina, virus parainfluenza-3, virus sincicial
respiratorio bovino, virus tipo 1 e 2 de diarreia viral bovina, e M. haemolytica (2mL
injecdo subcutanea Bovi-shield Gold One Shot, Zoetis, Florham Park, NJ, EUA).
Também foi administrado anti-helmintico (ImL/50kg PC via subcutanea de Dectomax;
Zoetis, Florham Park, NJ, EUA).

Do d -15 até d 21, os animais foram alocados em baias individuais (7 x 15m) e
receberam agua, suplemento comercial vitaminico e mineral, e feno misto de alfafa para
consumo ad libitum. Amostras de feno foram coletadas semanalmente, e analisadas para
determinacdo dos niveis nutricionais por um laboratério comercial de anélises
bromatoldgicas (Dairy One Forage Laboratory, Ithaca, NY, EUA). As amostras foram
analisadas por determinacdo quimica das concentragdes de PB (método 984.13; AOAC,
2006), FDA (meétodo 973.18 adaptado para analisador de fibras Ankom 200, Ankom
Technology Corp., Fairport, NY, EUA; AOAC, 2006), e FDN (Van Soest et al., 1991;
adaptado para analisador de fibras Ankom 200, Ankom Technology Corp., Fairport, NY,
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EUA). Para os célculos de NDT utilizou-se da equacao proposta por Weiss et al. (1992),
enquanto as equacdes adotadas para determinacéo de ELm e ELg foram as propostas por
NRC (2000). O perfil nutricional do feno foi (com base de matéria seca) 64,0% NDT,
34,0% FDN, 24,0% FDA, 1,41 Mcal/kg de ELm, 0,83% Mcal/kg de ELg, e 20,0% de PB.
O suplemento mineral (Cattleman’s Choice, Perfomix Nutrition Systems, Nampa, ID,
EUA), continha 14% Ca, 10% P, 16% NaCl, 1,5% Mg, 3.200mg/kg de Cu, 65mg/kg de
I, 900mg/kg de Se, 6.000mg/kg de Zn, 136.000 Ul/kg de Vitamina A, 13.000 Ul/kg de
Vitamina D3 e 50 Ul/kg de Vitamina E.

2.1 - Experimento 1

2.1.1 - Animais e tratamentos

No d -1, os animais foram classificados por sexo e PC (PC inicial = 232 + 4kg,

Idade inicial = 223 £ 2d) e alocados em 1 dos 3 tratamentos:

1) Administracdo via oral de Meloxicam (1mg/Kg PC, diariamente; Carlsbad
Technologies Inc., Carlsbad, CA, EUA) do d -1 até d 6 (MELS);

2) Administragdo via oral de Meloxicam (1mg/Kg PC; Carlsbad Technologies
Inc., Carlsbad, CA, EUA) no d 0 e de monoidrato de lactose (1mg/Kg PC;
Avantor Performance Materials, Center Valley, PA, EUA)no d-1edod 1 até
d 6 (MELL);

3) Administracdo via oral de monoidrato de lactose (1mg/Kg PC, diariamente;
Avantor Performance Materials, Center Valley, PA, EUA) do d -1 até d 6
(CON)

Meloxicam era apresentado originalmente em tabletes de 15mg, que foram
moidos diariamente utilizando um processador de alimentos comercial (Soho Food
Processor; West Bend Housewares, West Bend, W1, EUA) para assegurar que 0s animais
MEL8 e MEL1 receberiam a dose exata de acordo com seus respectivos PC iniciais
(média do PC cheio obtida nos d -2 e -1). Monoidrato de lactose foi administrado para

contar como potencial efeito placebo. Meloxicam e monoidrato de lactose foram
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misturados manualmente com 50mL de Solucdo Salina 0,9% até se dissolverem
completamente e administrados individualmente para os animais via oral as 08h00
assegurando a ingestdo completa do produto. Tratamentos foram dissolvidos em solucgéo
salina dentro de 30 segundos antes da administracdo por meio de seringas estéreis de
60mL (Monoject Covidien Animal Health; Mansfield, MA, EUA). No d 0, todos animais
receberam um bolus de LPS bacteriano (0.5 pg/kg PC, Escherichia coli 0111:B4, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) juntamente com a administracao do tratamento (Carroll et
al., 2009). O LPS bacteriano foi dissolvido em 10 mL de Solucdo Salina 0,9%
imediatamente antes da aplicacdo do desafio, com uso de seringas estéreis de 10mL
(Monoject Covidien Animal Health; Mansfield, MA, EUA) de acordo com o PC inicial
(média do PC cheio obtida nos d -2 e -1). O intervalo experimental (d -1 a 6) foi
apropriado para avaliar as respostas do sistema imune inato causadas pelo desafio de LPS
sem deixar nenhum potencial efeito para o Exp. 2, considerando-se que as variaveis
avaliadas regressam aos niveis basais dentro de 5 dias apds administragdo de LPS (Carroll
et al., 2009). Os tratamentos MEL8 e CON sdo baseados no estudo feito por Guarnieri
Filho et al. (2014) e pesquisas anteriores que indicam que a concentracao de proteinas de
fase-aguda na circulacdo pode ficar elevada por até 5 dias apds um estimulo patogénico
ou por estresse (Cooke et al., 2012; Rodrigues et al., 2015). Guarnieri Filho et al. (2014)
também sugerem que diferentes intervalos de administracdo de meloxicam devem ser
investigados, portanto, o tratamento MEL1 foi incluido neste estudo para determinar se
uma dose Unica de meloxicam é capaz de mitigar as respostas inflamatdrias e de fase
aguda causadas pelo desafio de LPS, que se iniciam dentro das 24 horas seguintes a
aplicacdo, enquanto que a meia-vida média de eliminacdo de meloxicam é de 28 horas,
qguando administrado via oral para bovinos na concentracdo de 1mg/kg (Coetzee et al.,
2009).

2.1.2 - Amostragens

A temperatura retal dos animais foi aferida com um termdémetro digital GLA
M750 (GLA Agricultural Electronics, San Luis Obispo, CA, EUA) a cada 2 horas desde
-2 até 8h, a cada 6 horas da 12 até 24h, a cada 12 horas da 36 até 72h, e a cada 24 horas

da 96 até 144h relativas a aplicacdo de LPS na hora 0. Amostras de sangue foram
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coletadas nos mesmos momentos de afericdo da temperatura retal, via puncéo da veia
jugular em tubos comerciais de coleta de sangue (Vacutainer, 10-mL; Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, EUA) com e sem heparina sédica para coleta de plasma e soro
respectivamente. As amostras de sangue foram imediatamente colocadas em gelo, em
seguida centrifugadas (2.500 x G por 30 minutos; 4°C) para colheita do plasma ou soro,
e armazenadas a -80°C no mesmo dia da coleta. Todas amostras de plasma foram
submetidas a analise da concentracdo de haptoglobina de acordo com método
colorimétrico descrito por Cooke & Arthington (2013). Amostras de plasma coletadas de
Oh a 48h foram submetidas também as analises de concentracGes de cortisol, insulina e
leptina. Concentragdo de fator de necrose tumoral alfa (TNFa) foi analisado em amostras
de soro coletados nos momentos Oh até 6h com base nos resultados mostrados por Carroll
et al. (2009). Concentracdo de cortisol e insulina foram determinados através de
imunoensaio enzimatico quimioluminescente (Immulite 1000; Siemens Medical
Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA, EUA). Concentracdo plasmatica de leptina foi
analisada por radioimunoensaio de acordo com procedimentos descritos por Delavaud et
al. (2000). Concentragdes séricas de TNFo foram determinadas com uso de um kit ELISA
comercial, especifico para bovinos (RayBiotech, Inc., Norcross, GA, EUA). O CV intra
e inter ensaios das analises de haptoglobina foram respectivamente 2,7% e 3,7% e da
anélise de TNFa foram respectivamente 4,8% e 7,2%. Cortisol, insulina e leptina foram
analisados em um Unico ensaio com CV de 3,3% para cortisol, 2,1% para insulina e 4,2%

para leptina.

Foram coletadas amostras de sangue adicionais, em tubos PAXgene (Qiagen,
Valencia, CA, EUA) nos momentos 0, 2 e 4h relativos a aplicacdo de LPS para
subsequente isolamento de RNA para andlise de expressdo de mRNA de TNFa,
ciclooxygenase-2 (COX2), e B2-microglobulina em células sanguineas via técnica de
PCR por transcricdo reversa quantitativa em tempo real. Ap6s a coleta, os tubos PAXgene
foram mantidos em temperatura ambiente durante a noite e entdo congelados a -80°C até
o isolamento de RNA. RNA total foi extraido das amostras de sangue com uso de um kit
PAXgene Blood RNA (Qiagen, Valencia, CA, EUA). Quantidade e qualidade do RNA
isolado foi medido por absorbancia UV (UV Mini 1240; Shimadzu Scientific Instruments
Inc., Columbia, MD, EUA) a medida de 260nm e 260/280nm respectivamente (Fleige
and Pfaffl, 2006). O RNA extraido (120ng) foi transcrito reversamente usando o Kit de
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Transcricdo Reversa cDNA de alta capacidade com hexameros aleatorios (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). PCR em tempo real foi completado utilizando o
protocolo Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e
primers especificos de gene (20 pM cada; Tabela 1) com o StepOne Realtime PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com procedimentos
descritos por Cooke et al. (2008). Ao final de cada PCR-TR, os produtos amplificados
foram submetidos a um gradiente de dissociacdo (95°C por 15 s, 60°C por 30 s, e 95°C
por 15 s) para verificar a amplificacdo de um Unico produto por desnhaturacdo a
temperatura antecipada. Os resultados foram quantificados com base no ciclo de limiares
(CL), o numero de ciclos PCR necessarios para amplificagdo atingir um limiar
predeterminado. Os resultados de CL para TNFa e COX2 foram normalizados para f2-
microglobulina (Silva et al., 2008), e o CV para valores de CL de p2-microglobulina
dentre todas as amostras foi de 4,2%. Os resultados séo expressados como mudanca de
fold (2724€T), como descrito por Ocdn-Grove et al. (2008).

2.2 - Experimento 2

2.2.1 - Animais e tratamentos

Imediatamente ap6s a Gltima coleta do Experimento 1 no d 6, os animais (PC =
228 + 4 kg, idade = 230 £ 2 d) foram designados ao Experimento 2. Todos animais
receberam 0s mesmos tratamentos aos quais foram submetidos durante o Experimento 1,
e foram aplicados também as 8h00 do d 7 até d 13. No d 7, os animais foram revacinados
contra rinotraqueite infecciosa bovina, virus parainfluenza-3, virus sincicial respiratorio
bovino, diarreia viral bovina tipos 1 e 2, e M. haemolytica (2 mL subcutaneo de Bovi-
Shield Gold One Shot; Zoetis, Florham Park, NJ, EUA), juntamente com a administracao
do tratamento. O intervalo entre a primeira aplicagdo (d -21) e a revacinacdo (d 7)
seguiram as recomendacdes do fabricante (Zoetis) da vacina para os agentes infecciosos
respiratorios. Apesar de revacinacdo contra M. haemolytica ndo ser obrigatoria, esta é
uma pratica comum em confinamentos comerciais devido a frequente falta de histérico

de sanidade dos rebanhos dos quais os terneiros sdo provenientes (Richeson et al., 2008;
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Edwards, 2010). Como no Experimento 1, os tratamentos MEL8 e CON sdo baseados nos
estudos anteriores da presente equipe de pesquisa (Cooke et al., 2012; Guarnieri Filho et
al., 2014).

Dado que leucdcitos responsaveis pela resposta inflamatdrio e de fase-aguda séo
diretamente envolvidos com a sinalizacdo de antigeno para células T (Durum & Muegge.
1996), a administracdo excessiva de meloxicam poderia afetar a resposta imune inata
necessaria para a adequada eficiéncia da vacina. Portanto, MEL1 foi adotado para
determinar se uma Unica administracdo de meloxicam, simultaneamente ao manejo de
vacinacao, seria capaz de modular as respostas inflamatdrias e de fase-aguda (Arthington

et al., 2013; Rodrigues et al., 2015) sem afetar a eficacia da vacina.

2.2.2 - Amostragem

Temperatura retal foi registrada e amostras de sangue foram coletadas para as
mesmas variaveis analisadas em plasma e soro como feito no Experimento 1. Amostras
de sangue adicionais foram coletadas nos momentos 168h, 240h, e 336h relativos a
aplicagdo da vacina na hora 0 no d 7, e avaliadas as respectivas concentragdes de
haptoglobina no plasma (Cooke and Arthington, 2013). Além disso, amostras de soro
coletadas imediatamente antes (Oh) e 168h, 240h e 336h ap6s a vacinagdo também foram
analisadas para determinar as concentracdes de anticorpos contra M. haemolytica (Confer
et al., 1996; Burciaga-Robles et al., 2010), e também titulos contra Virus Sincicial
Respiratorio Bovino (BRSV), Hepesvirus bovino-1 (BHV-1), Diarréia Viral Bovina
Tipo-1 (BVD-1), e Virus Parainfluenza-3 (P1-3) através de teste de neutralizacdo viral
(Rosenbaum et al., 1970; Oklahoma Animal Disease Diagnostic Laboratory, Stillwater,
OK, EUA). O CV intra e inter ensaios foram respectivamente 4,2 e 4,3% para
haptoglobina, € 2,1% e 4,7% para TNFa. Concentragdes plasmaticas de cortisol, insulina
e leptina foram analisadas em um Unico ensaio cujo CV foi de respectivamente 5,1% para

cortisol, 1,7% para insulina e 2,6% para leptina.
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3 - Analise estatistica

Os dados de ambos experimentos foram analisados por meio do procedimento
MIXED do programa SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA) e com aproximacao
Satterthwaite para determinar os graus de liberdade para os testes de efeitos fixos. A
unidade experimental considera foi o animal. Todos os modelos continham os efeitos de
tratamento, tempo, sexo, e todas as interagdes. Animal (tratamento x sexo) foi usado como
variavel aleatdria. O termo especifico utilizado para repeti¢ao foi tempo, e a estrutura de
covariancia adotada foi autoregressiva, que forneceu o menor critério de informacéo
Akaike e portanto o melhor ajuste. Os resultados foram expressados em quadrados
minimos e separados usando procedimento PDIFF. Significancia foi estabelecida com P<
0.05, e tendéncias entre P > 0.05 e <0.10.

4 - Resultados e discussao
4.1 - Experimento 1

Nenhum efeito foi detectado (P> 0.36) em temperatura retal, concentragao sérica
de TNFa, concentragdo plasmatica de haptoglobina, e expressdo de mRNA para TNFa e
COX2 (Tabela 2). Efeitos de tempo foram detectados (P < 0.01) para todas estas variaveis
(Tabela 3) indicando que o desafio de LPS causou a resposta imune esperada (Carroll and
Forsberg, 2007) como também relatado por outros (Carroll et al., 2009; Reuter et al.,
2008; Waggoner et al., 2009). Apds um estimulo patogénico como administracdo de LPS,
0 sistema imune inato provoca reacdes severas com a intencdo de controlar ou eliminar a
infecgdo (Abbas and Lichtman, 2007). Isto inclui a sintese de citocinas pro-inflamatérias
como TNFa pelos leucdcitos e subsequente aumento da temperatura corporal, via
modulacdo da enzima COX2 e sintese hepéatica de proteinas de fase-aguda como
haptoglobina (Carroll and Forsberg, 2007; Silva et al., 2008). De acordo com isto, dentre
todos os tratamentos, houve aumento da temperatura retal registrada (P < 0.02) das 2h até
6h, aumento da concentragdo plasmatica de haptoglobina (P < 0.05) das 16h até 96h, e
aumento das concentracdes de TNFa e da expressdo de mRNA para TNFa e COX2 no

sangue (P<0,01) as 2h relativas ao momento de aplicacdo do desafio de LPS (Tabela 3).
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Entretanto, administragdo oral de meloxicam falhou na tentativa de mitigar estes
resultados (Tabela 2), o que de fato ndo suporta a hipdtese abordada dado que meloxicam
é capaz de modular a enzima COX2 e subsequentes respostas inflamatdria e de fase-aguda
(Beretta et al., 2005). Estes resultados também diferem de estudos anteriores que
demonstraram que componentes anti-inflamatorios reduziram as respostas imunologicas
provocadas por infusdo de LPS em bovinos (Lohuis et al., 1991; Wagner & Apley, 2004;
Myers et al., 2010), assim como estudos que relataram reducdo nas variaveis
inflamatdrias e de fase-aguda quando meloxicam foi administrado via oral para bovinos
de corte submetidos a situacdo de estresse (Guarnieri Filho et al., 2014; Van Engen et al.,
2014).

Nenhum efeito de tratamento foi detectado (P > 0.74) para concentragdes de
cortisol, insulina e leptina (Tabela 2). Efeitos de tempo foram detectados (P<0,01) para
todas estas variaveis (Tabela 3), indicando que a administracdo de LPS alterou as
respostas metabdlicas dos animais de acordo com o resultado de outros autores (Reuter
et al., 2008; Carroll et al., 2009; Waggoner et al., 2009), enquanto que a administracdo
de meloxicam n&o teve impacto sobre estes resultados. O cortisol regula as primeiras
respostas fisiologicas apds um estimulo patogénico, como por exemplo a administracao
de LPS, no papel de molécula chave para as reacdes pro-inflamatorias e de fase-aguda
seguintes. (Steiger et al., 1999; Carroll et al., 2009; Cooke et al., 2012).

A sintese de insulina e leptina aumenta durante a resposta inflamatoria (Eizirik et
al., 1995; Andersson et al., 2001; Roelfsema et al., 2001) no intuito de elevar a utilizacéo
de energia pelo corpo para restabelecer a homeostase (Waggoner et al., 2009). Leptina
também esta envolvido com a maturacéo e ativacdo de leucdcitos e subsequente sintese
de citocinas pro-inflamatdrias (Matarese et al., 2005; Fernandez-Riejos et al., 2010).
Portanto, houve aumento na concentracao de cortisol plasmatico (P <0.03) das 2h até 4h,
de insulina plasmatica (P < 0.05) das 2h até 8h, e de leptina plasmatica (P < 0.04) das 12h

até 16h apds administracdo de LPS, em todos os grupos tratados (Tabela 3).

Ao contrério do que foi encontrado, compostos anti-inflamatérios tém mostrado
afetar as concentragdes de cortisol e insulina circulantes na corrente sanguinea de bovinos
durante um processo inflamatorio (Cooke et al., 2012; Farney et al., 2013). Porém,

Guarnieri Filho et al. (2014) e Van Engen et al. (2014) também relataram que
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administracdo oral de meloxicam para bovinos de corte submetidos a situagdes
estressantes ndo afeta a concentragdo de cortisol circulante. O Experimento 1 néo
encontrou evidéncias de que administracdo oral de meloxicam, nas doses e intervalos
utilizados neste estudo, previne ou pelo menos aliviam as reacdes metabolicas,
inflamatorias e de fase-agua provocadas pela administragdo de LPS a 0,5 pug/kg PC para
bovinos de corte. Talvez a resposta bioldgica causada pela infusdo de LPS tenha
sobrecarregado a capacidade anti-inflamatdria de MEL1 e MELS, uma vez que os niveis
de haptoglobina tiveram um pico aproximadamente duas vezes maior que o0 obtido por
Guarnieri Filho et al. (2014). Ou talvez estes tratamentos impactaram respostas
imunolégicas ndo avaliadas no presente experimento, como a sintese e concentracdes de
eicosanoides e bradicinina (Myers et al., 2010). Por esse motivo, ainda se faz necessario
maiores estudos para se esclarecer os impactos de meloxicam nas reaces do sistema

imune inato de bovinos, induzidas por agentes patogénicos ou estresse.

4.2 - Experimento 2

Nenhum efeito de tratamento foi detectado (P > 0.29) para temperatura retal,
concentracdo sérica de TNFa e concentracdo plasmatica de haptoglobina (Tabela 4).
Efeitos de tempo foram detectados (P<0,01) para temperatura retal e concentracdo de
haptoglobina no plasma, mas ndo para concentragdo sérica de TNFa (P = 0,97). A vacina
aplicada neste experimento continha uma preparacdo com cepas de virus vivo
modificado, produtos de culturas inteiras de M. haemolytica, e uma formulacdo propria
de adjuvante (Zoetis) para promover maior protecdo imunolégica contra os antigenos
(McKee et al., 2007; Coffman et al., 2010). A fracdo do virus e os adjuvantes estimulam
o0 recrutamento de leucécitos de reconhecimento de antigenos até o local de aplicacdo da
vacina, que por sua vez sintetizam citocinas pré-inflamatérias e estimulam respostas
inflamatdrias e de proteinas de fase-aguda (Heegaard et al., 2000; Tizard, 2004; Carroll
and Forsberg, 2007). E de acordo com isso, com os tratamentos foi registrado o aumento
da temperatura retal (P < 0.05) das 2 até 48h, e elevacdo da concentracdo plasmatica de
haptoglobina (P < 0.05) das 16 até 144h relativas ao momento de aplicacdo da vacina
(Tabela 5), indicando que a vacinagdo contra patdgenos respiratorios estimulou uma

resposta do sistema imune inato (Carroll & Forsberg, 2007), como mostrado
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anteriormente (Arthington et al., 2013; Rodrigues et al., 2015). Rodrigues et al. (2015)
também sugeriram que a vacinagdo contra patdégenos respiratorios nao apresenta um pico
de aumento na concentragdo sérica de TNFa em até 6h apds a aplicacdo, que foi o
intervalo de amostragem adotado para esta varidvel com base em estudos anteriores com
administracdo de LPS (Carroll et al., 2009). Apesar disso, assim como no Experimento
1, a administracdo de meloxicam falhou na tentativa de mitigar o aumento de temperatura
retal e haptoglobina plasmatica induzidas pela vacina, diferindo da hipotese baseada nas
propriedades anti-inflamatdrias de meloxicam (Beretta et al., 2005; Guarnieri Filho et al.,
2014; Van Engen et al., 2014).

Nenhum efeito de tratamento foi encontrado (P > 0.46) para concentracdes de
cortisol, insulina e leptina no plasma (Tabela 4). Em todos os tratamentos foram
detectados efeitos de tempo (P<0,01) para todas estas variaveis (Tabela 5), dado que
concentracgdes de cortisol aumentaram (P <0.05) de 4 até 16h, enquanto que as de insulina
e leptina se mantiveram elevadas (P < 0.04) de 8 até 16h relativas a aplicacdo da vacina
(Tabela 5). Rodrigues et al. (2015) também reportaram aumentos transitorios até 16h nas
concentracOes de cortisol, insulina e leptina em bovinos de corte apds vacinagdo contra
patdgenos respiratorios, e atribuiram estes resultados as funcdes imunorreguladoras e
homeostaticas desses horménios durante reacdes inflamatorias (Steiger et al., 1999;
Matarese et al., 2005; Waggoner et al., 2009). Assim, no presente estudo a vacinacao
contra patdgenos respiratorios alterou os parametros metabdlicos em bovinos, como
esperado (Rodrigues et al., 2015), e a administragdo de meloxicam ndo afetou estes
resultados assim como no Experimento 1. Titulos de anticorpos neutralizantes ddo uma
indicacdo de protecdo imunologica, prevencdo de doencas, e eficacia de vacina em
bovinos (Howard et al., 1989; Bolin and Ridpath, 1990; Richeson et al., 2008).

Com base na hipoOtese de que os efeitos de meloxicam sobre os leucdcitos
responsaveis pelas reagdes inflamatorias e de fase-aguda, que sdo diretamente ligadas
com a apresentagédo de antigenos as células T (Durum and Muegge. 1996), tais titulos de
anticorpos neutralizantes contra 0s patdgenos respiratorios foram avaliados para
determinar se os tratamentos afetariam a eficicia da vacina. Nenhum efeito de tratamento
foi detectado (P > 0.26) para concentragdes séricas de anticorpos contra M. haemolytica
ou titulos contra BRSV, BHV-1, BVD-1, e PI3 (Tabela 4), corroborando para a auséncia
de efeito de tratamento nas respostas metabdlica, inflamatoria e de proteinas de fase-
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aguda. Efeito de tempo foi detectado (P<0,01) para todas as variaveis (Tabela 6) exceto
para titulos de BVD-1 (P=0,40). Como esperado, concentracdes de anticorpos de M.
haemolytica e titulos contra BRSV, BHV-1, e PI3 aumentaram (P < 0.04) dentre todos os
tratamentos quando comparadas as amostras coletadas antes (Oh) e depois da vacinagédo
(168, 240 e 336h; Tabela 6). A auséncia de efeito de tempo (P=0,40) na concentracdo
sérica de titulos contra BVD-1 foi inesperada, mas pode ser atribuida ao fato de que,
provavelmente, os titulos de BVD-1 se elevaram na vacinacdo realizada no d -21 (Dean
et al., 2003; Fairbanks et al., 2004).

Em resumo, o Experimento 2 ndo encontrou nenhuma evidéncia de que
administracdo oral de meloxicam, nas doses e intervalos adotados neste estudo, mitigaram
as reacdes metabodlicas, inflamatorias e de fase-agua provocadas pela vacinagdo contra
patdgenos respiratorios e nem afetaram as concentragdes séricas de titulos de anticorpos
contra estes patogenos. Como no Experimento 1, talvez a vacinagdo provoca respostas
bioldgicas que sobrecarregam a capacidade anti-inflamatéria de MEL1 e MELS8 pois o
pico de concentracdo de Haptoglobina foi cerca de quatro vezes maior que o registrado
por Guarnieri Filho et al. (2014), ou estes tratamentos influenciam respostas imunolégicas
inatas ndo avaliadas no presente experimento (Myers et al., 2010).
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Tabela 1. Sequéncias de Primers e nimero de acesso para todas as
transcrices de genes analisados via PCR quantitativo em tempo real no
Exp. 1.

Gene alvo Sequéncia do Primer’ Num. de Acesso
2-microglobulina NM_173893
Sequéncia 5'-GGGCTGCTGTCGCTGTCT-3'
Reverso 5'-TCTTCTGGTGGGTGTCTTGAGT-3'
Cicloxigenase-2 AF031699
Sequéncia 5'-AATCATTCACCAGGCAAAGG-3’
Reverso 5'-TAGGGCTTCAGCAGAAAACG-3’
Fator de Necrose Tumoral a NM 173966
Sequéncia 5'-AACAGCCCTCTGGTTCAAAC-3’
Reverso 5'-TCTTGATGGCAGACAGGATG-3'

'Sequencias de Primers obtidas de Silva et al. (2008) para 32-microglobulina e
cicloxigenase-2, e de Riollet et al. (2000) para Fator de Necrose Tumoral o
(TNFa).
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Tabela 2. Respostas metabdlicas, inflamatdrias, e expressdo de mRNA no sangue de
Novilhos (n=11) e Novilhas (n=10) que receberam infusdo de Lipopolissacarideo
Bacteriano (LPS; 0,5 pg/ kg de PC) e selecionados para receber meloxicam via oral (1
mg/kg de PC diariamente) por 7 d (MELS8; n = 7), monoidrato de lactose por 7 d (CON;
n =7), ou meloxicam por 1 d e monoidrato de lactose por 6 d (MEL1; n = 7)’

Item CON MEL8 MEL1 SEM P-valor
Respostas Metabdlicas e Inflamatdrias
Temperatura Retal,? °C 38,99 38,95 38,96 0,07 0,90
Cortisol (plasma), ng/mL 30,4 30,6 30,1 2,70 0,98
Insulina (plasma), pul/mL 2,72 3,04 2,75 0,66 0,93
Leptina (plasma), ng/mL 4,89 4,93 5,23 0,34 0,74
Haptoglobina (plasma), pg/mL 260 290 280 0,05 0,95
TNFo? (soro), ng/mL 0,96 1,31 1,39 0,43 0,75
Expressdao de mRNA no sangue
Expressdo de TNFo, mudanca de fold. 3,70 3,15 2,76 0,44 0,36
Expressdo de COX2* mudanca de fold. 6,90 9,63 9,92 3,78 0,82

"Meloxicam e monoidrato de lactose foram misturados manualmente com Solug¢do
Salina 0,9% e administrados individualmente nos animais via oral as 08h00 do d -1 até
d 6 do experimento. No d O, todos os animais receberam bolus de LPS bacteriano
(Escherichia coli 0111:B4, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) juntamente com a
administragdo do tratamento (Carroll et al., 2009).

2Temperatura retal dos animais foi aferida (Termémetro digital GLA M750; GLA
Agricultural Eletronics, San Luis Obispo, CA, EUA), e amostras de sangue coletadas a
cada 2 horas desde -2h até 8h, a cada 6 horas da 12h até 24h, a cada 12 horas da 36h
até 72h, e a cada 24 horas da 96h até 144h relativas a aplicacdo de LPS.

3TNFa = Fator de Necrose Tumoral Alfa
4 COX2 = Cicloxigenase-2
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Tabela 3. Temperatura Retal (RTEMP), concentragbes plasmaticas de cortisol, insulina, leptina, haptoglobina, e Fator de necrose tumoral alfa (TNFa) sérico, e
expressdo de mRNA no sangue (mudanca de fold) para TNFa e ciclooxigenase-2 (COX2) em bovinos de corte (novilhas, n = 11; novilhas, n = 10) em desafio de
lipopolissacarideo bacteriano (0.5 pa/kg PC)!

Hora RTEMP, °C Cortisol, ng/mL Insulina, pUl/mL Leptina, ng/mL Haptoglobina, pg/mL TNFo, ng/mL  TNF RNAm  COX2 RNAm
-2 39,09¢ 33,8 1,574= 4,948 104#

0 39,11° 22,74 1,474= 4,848 19® 0,260 2,108 3,608
2 39,720 46,98 7,018 4,780 163d. 2,868 4,98 19,602
a 40,773 55,60 5,67=b 4,878 1564 0,546 2,560 2,558
<] 39,54% 37,5 4,968 4,938 109= 0,310 — —

8 39,12¢ 21,2:d 3,37¢ 5,040 129# — — —

12 38,9248ze 24,34 2,854« 5,567 158d4. — — —

16 38,8284 20,08 1,534 5,38 2724« — — —

24 38,33~ 22,9:=d 0,99¢ 4,968 4978 — — —

36 38,838+ 23,654 0,98¢ 5,028 5802 — — —

48 38,7632k 25,74 0,82¢ 4,928 6153 — — —

60 38,97:4 — — — 4318 — — —

72 38,51hs — — — 4318 — — —

96 37,99 — — — 332¢ — — —
120 38,6681 — — — 223de — — —
144 38,56nef — — — 1624 — — —
SEM 0,1 2,40 0,65 0,22 52 0,32 0,34 2,90
P-valor <0,01 «<0,01 <0,01 «<0,01 «<0,01 «<0,01 =0,01 «<0,01

#=-h dentre colunas, valores com diferentes superscritos diferem estatisticamente (P = 0.05)

TAnimais receberam bolus intravenoso de Lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (Escherichia coli 0111:B4, Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO, EUA)} na 0 h, que foi dissolvida
em 10 mL de Solugdo Salina 0.9% imediatamente antes da administragdo. A temperatura retal dos animais foi aferida (Term&metro digital GLA M750; GLA
Agricultural Eletronics, San Luis Obispo, CA, EUA), e amostras de sangue coletadas a cada 2 horas desde -2h até 8h, a cada 6 horas da 12h ateé 24h, a cada 12 horas
da 36h até 72h, e a cada 24 horas da 96h até 144h relativas a aplicagdo de LPS.



Tabela 4. Varidveis metabdlicas, inflamatdrias, e anticorpos séricos de Novilhos (n=11) e
Novilhas (n=10) vacinados contra patdgenos causadores de doencas respiratérias e
selecionados para receber meloxicam via oral (1 mg/kg de PC diariamente) por 7 d (MELS;
n = 7), monoidrato de lactose por 7 d (CON; n = 7), ou meloxicam por 1 d e monoidrato de
lactose por 6 d (MEL1; n=7).

ltem CON MEL8 MEL1 SEM  P-valor

Respostas Metabdlicas e Inflamatdrias
Temperatura Retal, °C 39,19 39,06 39,13 0,06 0,29
Cortisol (plasma), ng/mL 26,60 26,10 24,40 1,60 0,61
Insulina (plasma), ulu/mL 1,84 192 191 0,38 0,98
Leptina (plasma), ng/mL 500 5,29 5,44 0,25 0,46
Haptoglobina (plasma), pg/mL 570 520 560 0,09 0,92
TNFa (soro), ng/mL 0,15 0,20 0,26 0,07 0,57

Anticorpos séricos
Mannheimia haemolytica, ng/anticorpo ligado 0,87 0,70 0,96 0,17 0,53

Virus Sincicial Bovino, titulo log2 1,70 1,57 1,32 0,22 0,26
Herpesvirus bovino-1, titulo log2 0,79 066 0,75 0,28 0,90
Diarreia viral bovina virus-1, titulo log2 1,35 1,45 1,17 0,21 0,62
Virus Parainfluenza-3, titulo log2 1,52 1,01 1,25 0,27 0,29

" Meloxicam e monoidrato de lactose foram misturados manualmente com Solugdo Salina
0,9% e administrados individualmente nos animais via oral as 08h00 do d 7 até d 13 do
experimento. No d -21, todos os animais foram vacinados contra Costridium (2 mL injecdo
subcutanea [s.c.] de One Shot Ultra 7; Zoetis, Florham Park, NJ, EUA), virus parainfluenza-3,
virus causador de Rinotraqueite Infecciosa Bovina, diarreia viral bovina - virus tipos 1 e 2, e
Mannheimia haemolytica (2 mL injecdo s.c. de Bovi-Shield Gold One Shot; Zoetis)
concomitantemente com administracdo dos tratamentos. A temperatura retal dos animais
foi aferida (Termémetro digital GLA M750; GLA Agricultural Eletronics, San Luis Obispo, CA,
EUA), e amostras de sangue coletadas a cada 2 horas desde -2h até 8h, a cada 6 horas da
12h até 24h, a cada 12 horas da 36h até 72h, e a cada 24 horas da 96h até 168h e as 240h e
336h relativas a aplicacdo da vacina no d8.
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Tabela 5. Temperatura Retal (RTEMP), concentra¢des plasmaticas de cortisol, insulina,
leptina, haptoglobina, e Fator de necrose tumoral alfa (TNFa) sérico, em bovinos de
corte (novilhos, n = 11; novilhas, n = 10) vacinados contra patdgenos causadores de
doencgas respiratorias.

Cortisol, Insulina, Leptina, Haptoglobina,

Hora RTEMP, "C ng/mL uul/mL ng/mL pg/mL

TNFa, ng/mL

-2 38,56k  22,5%% 126" 5,06%¢f 176" —
0 38,69¢M  184¢ 1,504 4,74f 285¢h 0,23
2 39,54¢ 19,8%f¢ 1,208 5,07¢¢f 181" 0,20
4 39,84 33,5? 1,674 4,98%f  2418h 0,19
6 40,17° 30,6%° 1,93¢de 4,895 191" 0,19
8 40,30° 29,23bc  2,32b¢ 5,64°¢ 258¢h —
12 39,94 28,10cd 2,70*° 6,14° 405 —
16 39,47¢ 27,34 3,100 5,73° 502°f —
24 39,02F  25,5%¢¢ 1 819 5,29 870%¢ —
36 39,65%¢ 23,99ef 1 g4cde 5,24%%¢  1049%P —
48 39,08¢ 24,2¢eF 1,400 4,94°f 1098%° —
60 38,62M1 — — 1108%° —
72 38,41k — — — 1205° —
96 38,87¢" — — 976°¢ —
120 38,450k — — — 695¢%¢ —
144 38,79%h — — 518f —
168 38,520k — — 26280 —
240 38,520k — — 24180 —
336 39,08¢ — — — 23geh -
SEM 0,09 1,8 0,28 0,19 90 0,04
P-valor <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,97
ah dentre colunas, valores com diferentes superscritos diferem estatisticamente (P <
0.05)

'0s animais foram revacinados contra virus parainfluenza-3, virus sincicial respiratério
bovino, diarréia viral bovina virus tipos 1 e 2, e Mannheimia haemolytica (2 mL injecdo
s.c. de Bovi-Shield Gold One Shot; Zoetis,Florham Park, NJ, EUA) na Oh do d 8. A
temperatura retal dos animais foi aferida (Termémetro digital GLA M750; GLA
Agricultural Eletronics, San Luis Obispo, CA, EUA), e amostras de sangue coletadas a
cada 2 horas desde -2h até 8h, a cada 6 horas da 12h até 24h, a cada 12 horas da 36h
até 72h, e a cada 24 horas da 96h até 168h e as 240h e 336h relativas a aplicacdo da
vacina.
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Tabela 6. Concentracdes séricas de anticorpos contra
Mannheimia haemolytica, e titulos contra virus sincicial
respiratério bovino (BRSV), Herpesvirus bovino-1 (BHV-1), diarréia
viral bovina virus-1 (BVD-1), e virus parainfluenza-3 (PI3), em
bovinos de corte (novilhos, n = 11; novilhas, n = 10) vacinados
contra patégenos causadores de doencas respiratdrias.’

Hora M. haemolytica BRSV ~ BHV-1 BVD-1 PI3
0 0,61° 1,03  0,22¢ 1,27 0,64°
168 0,82° 1,65 0,65° 1,31 1,42°
240 1,00? 1,80° 1,05° 1,38 1,452
336 0,87° 1,64° 1,03* 1,33 1,542
SEM 0,1 0,11 0,15 0,12 0,15

P-valor <0,01 <0,02 <0,03 0,40 <0,05

ah dentre colunas, valores com diferentes superscritos diferem
estatisticamente (P < 0,05)

'0s animais foram revacinados contra virus parainfluenza-3, virus
sincicial respiratdrio bovino, diarréia viral bovina virus tipos 1 e 2,
e M. haemolytica (2 mL injecdo s.c. de Bovi-Shield Gold One Shot;
Zoetis,Florham Park, NJ, EUA) na Oh. A temperatura retal dos
animais foi aferida (Termémetro digital GLA M750; GLA
Agricultural Eletronics, San Luis Obispo, CA, EUA), e amostras de
soro coletadas nas horas Oh, 168h, 240h e 336h relativas a
aplicagdo da vacina (Oh).
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Capitulo I
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1. ImplicagGes

Pelo fato de n&o ter sido detectado efeitos de tratamentos nas dosagens e intervalos
de aplicacdo adotados neste estudo, ainda sdo necessarios mais esforcos para desenvolver
estratégias que mitiguem respostas inflamatdrias e de fase aguda conhecidas por
prejudicar o desempenho animal, mantendo ou melhorando a prote¢do imunologica em
bovinos vacinados contra patdgenos respiratorios, incluindo avaliacdo de outras doses de
meloxicam ou de diferentes medicamentos anti-inflamatorios ndo-esteroides.



