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TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA DE VACAS DA RACA HOLANDESA
IMUNIZADAS E NAO IMUNIZADAS CONTRA ROTAVIRUS PARA SEUS
BEZERROS

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta imune
humoral de vacas primiparas e pluriparas imunizadas ou ndo contra rotavirus com
vacina comercial inativada e a transferéncia dessa imunidade para seus bezerros.
Para tal, ensaio imunoenzimatico indireto (EIE indireto) foi utilizado, sendo
constituidos dois grupos e quatro subgrupos experimentais: grupo V1: 24 vacas
imunizadas contra rotavirus bovino (BRV), com dois subgrupos - V1n (12 vacas
primiparas) e V1v (12 vacas pluriparas) e grupo V2: 24 vacas ndo imunizadas contra
BRV, com dois subgrupos - V2n (12 vacas primiparas) e V2v (12 vacas pluriparas).
Os bezerros também foram alocados em grupos e subgrupos, de acordo com a
distribuicdo de suas maes para a avaliacdo da imunidade humoral sérica, da cinética
de parametros hematolégicos, bioquimicos e da excrecao de rotavirus nas fezes nos
trinta primeiros dias de vida. Os bezerros foram ainda realocados, de acordo com a
ocorréncia de diarreia no primeiro més de vida, sendo constituidos os grupos A (sem
diarreia), B (diarreia, negativos para a deteccao de rotavirus) e C (diarreia, positivos
para rotavirus). Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e o teste de
Tukey e o teste de correlacdo de Pearson foram empregados, considerando-se as
diferencas significativas quando P<0,05. Nas vacas dos grupos V1 e V2, nao foi
verificada influéncia do niumero de paricbes sobre os parametros séricos analisados,
enguanto que na analise do colostro, verificou-se maiores teores de IgA e IgG em
vacas do subgrupo V1v. A imunizacdo pré-parto aumentou significativamente os
titulos séricos de IgG anti-BRV, sendo os maiores titulos verificados também nos
animais do subgrupo V1v. Os bezerros que receberam colostro dessas vacas (grupo
B1) também apresentaram maiores titulos de IgG anti-BRV, quando comparados ao
grupo B2, no entanto, a vacinagdo da vaca e a transferéncia de imunidade passiva
aos bezerros ndo impediram a ocorréncia de infeccédo por esse virus. Nos bezerros,
verificou-se ainda maior média de idade de manifestacdo de diarreia nos animais do
grupo B1, bem como maiores teores séricos de proteina total, globulinas, IgA e IgG
nos animais do subgrupo Blv. 6,97% das 330 amostras de fezes coletadas
apresentavam-se diarreicas, com maior percentual de ocorréncia de diarreia nos
bezerros do subgrupo B2n. Os gendtipos de rotavirus detectados foram G6P[11] no
grupo B1 e G6P[5] no grupo B2, gendtipos diferentes dos presentes na vacina
comercial. Avaliando-se os momentos de manifestacdo de diarreia, verificou-se
menores teores de globulinas e IgG e maiores concentra¢cdes de ceruloplasmina no
grupo C, quando comparado ao grupo B, no entanto, ndo foi constatada diferenca
guanto aos titulos de IgG anti-rotavirus entre os grupos A, B e C. Esses resultados
mostram que a imunizacdo passiva ndo protegeu os bezerros, uma vez que foi
constatado um maior nimero de casos de diarreia nos bezerros do grupo vacinado e
gue, de fato, o numero de paricbes da vaca interfere na protecdo conferida aos
bezerros.

Palavras-chave: diarreia, resposta imune passiva, vacinacdo, imunoglobulinas,
proteinas de fase aguda, rotavirose
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PASSIVE IMMUNITY TRANSFER FROM HOLSTEIN COWS, IMMUNIZED OR NOT
IMMUNIZED AGAINST ROTAVIRUS TO ITS CALVES

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the humoral immune
response of primiparous and multiparous cows immunized with an inactivated
commercial vaccine against rotavirus, as well as the passive immunity transfer to its
calves through indirect enzymatic immunoassay (EIE); thus, two groups and four
subgroups were formed: Group V1: 24 cows immunized with a commercial
inactivated vaccine against BRV, comprising two subgroups - V1n (12 first gestation
cows) and V1v (12 second or later gestation cows) and Group V2: 24 cows not
immunized against BRV, comprising two subgroups - V2n (12 first gestation cows)
and V2v (12 second or later gestation cows). The calves were also allotted into
groups and subgroups according to its mother’s distribution, in order to evaluate
humoral immune response in serum, the kinetics of hematological and biochemical
parameters, the acute phase proteins response, and rotavirus excretion in feces
throughout the first 30 days of life. The same calves were also redistributed into
groups according to the occurrence of diarrhea in the first month of life as Group A
(no diarrhea), group B (diarrhea, but negative to rotavirus detection) and group C
(diarrhea, positive to rotavirus detection). Data were submitted to variance analysis
and Tukey’s test was performed in order to compare mean values of parameters and
establish differences between groups; differences were considered significant when
P<0,05. Pearson’s correlation test was also performed in some of the studied
parameters, and was considered significant when P<0,05. In group V1 and V2 cows,
there was no influence of lactation number in the serum parameters analyzed, whilst
in the colostrum whey, higher levels of IgA and IgG were noted in V1v cows when
compared to the other Subgroups. Prepartum immunization of cows with a
commercial vaccine against rotavirus effectively raised titers of specific IgG against
rotavirus in its blood serum, with higher titers in Subgroup V1v when compared to the
other Subgroups. Calves that received colostrum from these cows (Group Bl) also
presented higher titers of specific IgG against rotavirus, when compared to Group B2,
even though the vaccination of cows and passive immunity transfer to the calves did
not prevent the occurrence of BRV infection. Group Bl calves also presented
diarrhea at an older age, as well as higher levels of total protein, globulins, IgA and
IgG in Blv calves, when compared to the other Subgroups. 6,97% of the 330 fecal
samples taken were diarrheic, and Subgroup B2n calves presented the higher
percentage of diarrhea occurrence. Rotavirus genotypes detected were G6P[11] in
Group B1 and GG6P[5] in Group B2. The evaluation of the diarrhea manifestation
period showed lower levels of globulins and IgG and higher levels of ceruloplasmin in
Group C when compared to Group B, but specific I1gG titers against BRV where not
different among groups A, B, and C. These results demonstrate that passive
immunity did not effectively protect calves against rotavirus diarrhea, as a higher
incidence of cases was found in the vaccinated group, and that in fact, the number of
parturitions of cows influences the protection of its calves.

Keywords: diarrhea, passive immunity response, vaccination, immunoglobulins,
acute phase proteins, rotavirus infection
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BRYV - rotavirus bovino

cDNA — acido desoxirribonucleico complementar
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dsRNA - double strand ribonucleic acid (acido ribonucleico de fita dupla)
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GGT - gamaglutamiltransferase

IgA — imunoglobulina A

IgG — imunoglobulina G

IgG1 — imunoglobulina G1

IgG2 — imunoglobulina G2

IgM — imunoglobulina M

NRC — Nutritional requirements council

NSP — non-structural protein (proteina néo estrutural)
PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida

PCR - reacao em cadeia da polimerase

PFAs — proteinas de fase aguda

p/v — peso/volume

g.s.p. — quantidade suficiente para

RNA — acido ribonucleico

TIP — transferéncia de imunidade passiva
SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil-sulfato de sodio
VP — viral protein (proteina viral)
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1 INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Consideracgdes gerais

A diarreia neonatal bovina € considerada uma das doencas mais importantes
de bezerros por ser a principal causa de morbidade e mortalidade em animais jovens
e resultar em perdas econdmicas em razdo dos custos com o tratamento e a
profilaxia, aumento na susceptibilidade a outras infec¢bes, retardo no
desenvolvimento e morte de animais (RADOSTITS et al., 2007).

Essa enfermidade cosmopolita tem carater multifatorial e pode ser causada
por varios patdgenos, como rotavirus bovino (BRV), coronavirus, Escherichia coli
K99 (E. coli) e Cryptosporidium parvum. Garcia et al. (2000) relataram que esses
microrganismos foram detectados em 75 a 95% dos casos de infecgbes intestinais
em bezerros com menos de um més de idade, e verificaram estreita associacéo
entre a presenca de um desses agentes intestinais e a ocorréncia de diarreia. Dentre
as etiologias virais merece destaque o rotavirus bovino, cuja prevaléncia estimada
em estudos que avaliaram a presenca simultanea de diversos enteropatégenos na
mesma propriedade foi 20% na Bélgica, 25,1% no Brasil e 59% na Suica (DE
GRAAF et al., 1999; LANGONI et al., 2004; UHUDE et al., 2008).

O BRV tem maior importancia epidemiologica em animais com 2 a 8 semanas
de idade, antes do desenvolvimento de imunidade ativa (KOHARA; TSUNEMITSU,
2000; DHAMA et al., 2009). Os rotavirus também constituem uma causa importante
de diarreia em muitas espécies de mamiferos domésticos neonatos, aves
domeésticas e seres humanos, nos quais sao responsaveis por, aproximadamente,
440.000 mortes de criangas com menos de cinco anos de idade, por ano, em todo o
mundo (PARASHAR et al., 2003).

O rotavirus bovino pertence a familia Reoviridae e o virion apresenta estrutura
icosaédrica, ndo envelopada, com 32 capsdmeros, triplo capsideo e genoma que
contém 11 segmentos de RNA de fita dupla, que codifica ao menos seis proteinas
estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7) e, dependendo da estirpe, cinco ou
seis proteinas ndo estruturais (NSP1 a NSP6) (MURPHY et al., 1999; ESTES, 2001,
DHAMA et al., 2009).
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Os membros do género rotavirus séo classificados de acordo com o resultado
de analises genotipicas e sorologicas. A especificidade dos grupos € determinada
pela proteina viral 6 (VP6), que classifica 0os virus em sete grupos maiores
(denominados A a G). Nos rotavirus do grupo A, que estdo entre os agentes
enteropatogénicos mais comumente associados a diarreia neonatal em bezerros, a
VP6 também inclui antigenos responsaveis pela classificacdo em subgrupos I; II;
Nao-I/N&o-1l; e | + Il (GENTSCH et al., 1996; MURPHY et al., 1999; ESTES, 2001).

As propriedades antigénicas dos rotavirus sdo determinadas pelas proteinas
do capsideo, sendo a diferenciagdo entre sorotipos baseada em testes de
neutralizacdo. Um sistema binario de classificacdo de sorotipos foi desenvolvido,
uma vez que ambas as proteinas do capsideo externo (VP4 e VP7) carreiam
epitopos tipo-especificos reconhecidos por anticorpos neutralizantes (MURPHY et
al.,, 1999). Nesse sistema, a VP4 é referida como antigeno P (proteina protease-
sensivel), e a VP7 como antigeno G (glicoproteina) (ESTES, 2001). Nos rotavirus do
Grupo A, 14 sorotipos foram definidos com base em diferentes antigenos VP7 e 8

sorotipos com base em diferentes antigenos VP4 (MURPHY et al., 1999).

1.2 Epidemiologia do rotavirus bovino

As infec¢des por BRV séo ubiquas no ambiente dos animais domésticos e as
vacas podem excretar o virus nas fezes na fase final da gestacéao, constituindo fonte
de infeccdo para suas crias. Entretanto, é provavel que a principal forma de
disseminacdo desse virus seja de bezerros infectados para aqueles susceptiveis
(RADOSTITS et al., 2007).

Na fase aguda da doenca, os bezerros podem excretar até 10 particulas
virais por grama de fezes e essa excrecdo continua por 7-8 dias (MURPHY et al.,
1999; ESTES, 2001). Segundo Saif, Rosen e Parwani (1994), a maioria dos bezerros
€ exposta ao BRV por volta da terceira semana de vida, e permanece susceptivel
até, aproximadamente, 8 semanas de idade. No entanto, ao estudar a prevaléncia
de rotavirus em bezerros com idade entre 1 e 8 semanas de vida que apresentavam
diarreia neonatal, por meio da microscopia eletronica, Nourmohammadzadeh et al.
(2012) verificaram maior taxa de prevaléncia da infecgdo por rotavirus em bezerros

com 2 a 4 semanas de idade.
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Fatores como o0 manejo e tamanho do rebanho, o tipo de alojamento, nutricéo,
estado imune e a presenca concomitante de outros patdégenos sao considerados
fatores de risco para a infeccéo por rotavirus (BARTELS et al., 2010; FREITAS et al.,
2011). Além disso, o tamanho da propriedade e o tipo de manejo empregado podem
influenciar a pressao de infec¢ao sofrida pelos animais e, dessa forma, a ocorréncia
ou néo de infeccdo por BRV.

A epidemiologia da diarreia neonatal por rotavirus € complexa em razao da
co-circulacao de diferentes sorotipos do virus em uma determinada area geogréfica,
causada principalmente por mudancas genéticas e por rearranjos gendmicos
(STEELE; GEYER; GERDES, 2004).

No Brasil, Alfieri et al. (2006) relataram taxa de prevaléncia de 19,4% de BRV
nas fezes de bezerros com diarreia em diversas regibes do pais. Esses autores
verificaram maior frequéncia de BRV do Grupo A em animais no primeiro més de
vida, sendo que, apds os 60 dias de idade, a frequéncia de amostras de fezes
diarreicas positivas era muito semelhante a das amostras de fezes positivas com
consisténcia normal.

Em um levantamento em rebanhos leiteiros no Estado de S&o Paulo,
Buzinaro e Freitas (2002) constataram que 9,9% das fezes diarreicas e 1,7% das
fezes normais coletadas eram positivas para BRV do Grupo A, e que a maior
frequéncia de infec¢ao foi em bezerros com idade entre 16 e 20 dias.

Langoni et al. (2004), estudando a etiologia de diarreia em bezerros no
Estado de Sao Paulo, constataram que o rotavirus foi o agente etiolégico mais
prevalente, contabilizando 25,1% dos enteropatégenos detectados em fezes
diarreicas de bezerros com até 30 dias de idade.

Freitas et al. (2011), avaliando a prevaléncia e a caracterizacdo antigénica de
amostras de fezes provenientes de rebanhos leiteiros no Estado de S&o Paulo,
constataram que a prevaléncia de rotavirus nas propriedades estudadas foi de 6,7%,
e que amostras positivas foram obtidas tanto de animais com diarreia quanto
daqueles que apresentavam fezes de consisténcia normal; ademais, notaram
relagéo inversamente proporcional entre a frequéncia de positividade e a idade, com

maior frequéncia de infeccdo em bezerros com idade entre 1 e 15 dias. Segundo
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esses autores, a associacdo entre os genotipos G e P circulantes nos rebanhos
estudados era G6P[5] e G10P[11].

Silva et al. (2012), avaliando a caracterizacdo molecular de rotavirus bovino
do Grupo A nas regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, verificaram que 5,5% das
amostras analisadas foram positivas para rotavirus pela técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida, sendo a associacdo genotipica G6P[11] a mais prevalente
circulando nos rebanhos dos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais, e G6P[5] a mais
prevalente nos Estados de Goias e Mato Grosso do Sul, o que comprova a
existéncia de importantes diferencas regionais quanto as estirpes de rotavirus
circulantes.

Em dois levantamentos sorolégicos, um dos quais em 19 municipios do
Estado de S&o Paulo e outro no municipio de Uruara, no Estado do Para, constatou-
se soropositividade de 30% a 100%, em animais de diversas faixas etérias
(BRANDAO et al., 2002a; BRANDAO et al., 2002b). Jerez et al. (1987) também
verificaram alta ocorréncia de anticorpos anti-BRV em um estudo realizado em 27
municipios do Estado de S&o Paulo, com frequéncia de ocorréncia de 48%.

Em BRVs do Grupo A, as combina¢des binarias mais comuns, que
correspondem as cepas de referéncia, sdo: G6P[1] (virus Nebraska de diarreia de
bezerros - NCDV); G6P[5] (cepa UK); G10P[11] (cepa B223) e G8P[1] (cepa Ab5)
(ALKAN et al., 2010). Na Turquia, Alkan et al. (2010) identificaram como genotipos
mais comuns G6P[11] e G10P[11], enquanto nos EUA a cepa encontrada mais
comumente € G6P[1] (PARWANI et al., 1993).

Em um estudo realizado na Argentina, constatou-se que 0s genoétipos mais
prevalentes em rebanhos bovinos leiteiros foram: G10P[11], G6P[11l] e GG6P[5]
(BADARACCO et al., 2012). Fukai et al. (1999) relataram, em surtos de diarreia em
bezerros no Japao, alta prevaléncia do genétipo G8 de BRV do grupo A, sendo as
combinacgdes binarias mais comuns G8P[6]+8 e G10P[8]. Segundo esses autores, 0
genotipo G8 foi 0 mais prevalente, o que difere dos achados em outras partes do
mundo. Ao avaliarem bezerros assintomaticos, também no Japao, Abe et al. (2009)
relataram que 5,3% dos animais excretavam rotavirus, e que a maioria das amostras

pertencia ao gendtipo G10P[11].



1.3 Patogenia e achados clinicos na infec¢cao por rotavirus bovino

Os rotavirus penetram no hospedeiro pela via oral e infectam enterécitos
maduros da borda em escova do intestino delgado, em especial nas regides do
duodeno e jejuno, se replicando no citoplasma e ocasionando alteragdes
degenerativas (HALL et al., 1993; MURPHY et al., 1999). A perda rapida de grande
guantidade de células leva a substituicAo do epitélio colunar por enterécitos
cuboidais ou escamosos, com predominancia de células imaturas provenientes das
criptas, resultando em atrofia das vilosidades e hiperplasia das criptas intestinais
(SCOTT et al., 2004).

Na diarreia por rotavirus em bezerros, as fezes apresentam coloracéo
amarelo-palida ou esbranquicada em razdo da alta concentracdo de leite nao
digerido. As manifestacdes clinicas sdo agudas e o periodo de incubacdo € muito
curto (12 a 24h). Os animais afetados apresentam-se apenas moderadamente
deprimidos, e continuam a mamar (MURPHY et al., 1999). A enfermidade cursa com
desidratacdo e acidose metabdlica; a ocorréncia de pirexia € variavel, mas quando
ocorre normalmente € branda e pode ser decorrente de infeccdo secundaria por
patdégenos oportunistas (SCOTT et al., 2004).

Em neonatos, a taxa de mortalidade em razao da diarreia por BRV pode
superar 80%, mas a maioria dos relatos sugere que varia de 5 a 20%, sendo maior
em bezerros que receberam volume insuficiente de colostro, que sao afetados por
outros patdgenos, como E. coli patogénica ou que estdo sob condi¢cdes de estresse

(DHAMA et al., 2009).

1.4 Diagndostico laboratorial de rotavirose

O diagnodstico de rotavirose pode ser direto, baseado no isolamento e/ou
identificacdo do agente viral ou indireto, baseado na identificacdo de antigenos virais
nas fezes dos animais (PEREIRA et al., 1983; PEREIRA et al., 1985).

O cultivo de rotavirus provenientes de amostras fecais em sistemas celulares
de linhagem continua é dificil. Para a identificacao direta ou indireta do virus a partir
de amostras de fezes, as técnicas utilizadas sdo microscopia eletrénica, reacao de
imunofluorescéncia, reacdo de imunoperoxidase, ensaio imunoenzimatico (EIE),

eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), reacdo em cadeia da polimerase
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(PCR) e PCR em tempo real [RT-PCR] (GOUVEA et al., 1990; CHAUHAN; SINGH,
1992; GOUVEA; SANTOS; TIMENETSKY, 1994a; GOUVEA; SANTOS;
TIMENETSKY, 1994b; CHAUHAN; SINGH, 1999; STEELE; GEYER; GERDES,
2004). O EIE é o mais empregado em razao de sua alta sensibilidade, praticidade e
possibilidade de analise simultdnea de grande namero de amostras (DHAMA et al.,
2009). Ja a PAGE permite a determinacao do eletroferétipo por meio da avaliacao de
um padrédo de migracédo caracteristico do RNA, sendo muito empregada em estudos
epidemiologicos da infeccdo por rotavirus, uma vez que permite diferenciar os
rotavirus dos Grupos A, B e C (HERRING et al., 1982; MURPHY et al., 1999).

A avaliacdo da resposta sérica ao BRV pode ser realizada por meio de
ensaios de soroneutralizacdo, ensaio imunoenzimatico, imunoensaio bloqueador de
epitopo, radioimunoensaio e coloracdao imunocitoquimica (ACRES; BABIUK, 1978;
JEREZ et al., 1987; SAIF; ROSEN; PARWANI, 1994).

1.5 Imunidade passiva e protecdo contra a infec¢cédo por rotavirus

A placenta de vacas possui cinco camadas que separam 0S suprimentos
sanguineos materno e fetal, evitando, dessa forma, a transferéncia de
imunoglobulinas para o feto no decorrer da gestagcdo. Em razdo disso, os bezerros
nascem agamaglobulinémicos, dependendo assim, da absorcédo de imunoglobulinas
do colostro nas primeiras 24 horas de vida para a protecdo contra doencas
(FAGLIARI et al., 1986; GODDEN, 2008).

Sabe-se que o0 volume e a qualidade do colostro produzido por vacas é
amplamente variavel, em especial em vacas de primeira cria (RADOSTITS et al.,
2007). Segundo Rocha et al. (2012), os teores de proteina total e de globulinas
foram maiores em bezerros filhos de vacas pluriparas, quando comparados aos
filhos de vacas primiparas, em vacas da ragca Canchim.

Especificamente com relacdo a infeccdo por rotavirus, a principal abordagem
empregada para conferir imunidade aos bezerros consiste na vacinacdo de vacas
prenhes no periodo final da gestacdo, visando aumentar o titulo de anticorpos
colostrais especificos anti-BRV, bem como prolongar o tempo de secrecdo desses
anticorpos no colostro, melhorando assim a imunidade lactogénica e a transferéncia
de imunidade passiva (FERNANDEZ et al., 1996; MURPHY et al., 1999).
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Embora a maioria das vacas seja soropositiva para o BRV em razédo de
exposicdo natural, em vacas ndo vacinadas os teores de anticorpos no leite
declinam até titulos néo-protetores poucos dias apos o parto. A imunizacéo de vacas
prenhes com vacinas contra rotavirus aumenta de maneira efetiva os teores de
imunoglobulinas especificas, as quais sado transportadas seletivamente para o
colostro no periodo periparto (FERNANDEZ et al., 1996; FERNANDEZ et al., 1998).
E importante ressaltar que, os teores de imunoglobulinas colostrais s&o menores em
novilhas de primeiro parto (ROCHA, 2010), o que contribui para as maiores taxas de
morbidade e mortalidade de seus bezerros (RADOSTITS et al., 2007).

N&o obstante, a protecéo contra a infeccao e diarreia causadas pelo BRV em
bezerros durante o periodo de amamentacdo também tem sido relacionada a teores
altos de anticorpos neutralizantes na luz intestinal, em especial o isétipo 1gG1
adquirido passivamente (FERNANDEZ et al., 1998), e o isétipo IgA secretado
localmente (McNEILLY et al., 2007). Segundo Besser et al. (1988), a ingestao de um
grande volume de colostro incrementa a transferéncia de anticorpos do soro
sanguineo para a luz intestinal, favorecendo assim o estabelecimento de imunidade
mucosa local.

A resposta imune da mucosa atua como a primeira linha de defesa contra
muitos patdgenos, tendo um papel essencial em determinar o resultado da infeccéo.
Em ruminantes, varios métodos tém sido empregados para a avaliacdo da resposta
humoral da mucosa in vivo, incluindo a quantificacdo de anticorpos antigeno-
especificos no contetdo do intestino delgado e nas fezes (GERDTS et al., 2001,
HAN et al., 2006).

Ainda que, segundo alguns autores, nao ofereca protecao efetiva contra a
diarreia por rotavirus em bezerros, o nivel de imunidade passiva sistémica e local
conferida aos bezerros pela ingestdo do colostro, de alguma forma, determina o
risco e a gravidade da infeccdo por BRV (PARRENO et al., 2004; VAN METRE,
TENNANT; WHITLOCK, 2008).

O papel da imunidade tipo-especifica versus a imunidade cruzada na
protecdo contra a infec¢do por rotavirus ainda nao esta claro. Varios relatos sugerem
gue a protecdo contra rotavirus €, principalmente, sorotipo-especifica (ALKAN et al.,

2010). Uma vez que no campo ha varios sorotipos de BRV, a inclusédo as vacinas do
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sorotipo predominante em determinada regido é importante para conferir imunidade
passiva adequada aos bezerros, ja que a incompatibilidade entre os antigenos
vacinais e 0s virus existentes a campo € uma das principais causas de falha vacinal
(KIM et al., 2002; ALKAN et al., 2010).

Apés a infeccdo natural por BRV, os bezerros ficam imunes a doenca.
Acredita-se que isso decorra da imunidade mucosa ativa fornecida pela IgG1 e por
mecanismos mediados por células. Episodios repetidos de reinfeccdo sem a
manifestacdo de sinais clinicos ocorrem ao longo da vida dos animais, mantendo a
imunidade do rebanho e o virus na populagédo e no ambiente (SCOTT et al., 2004).

O desenvolvimento da resposta imune ativa pode ocorrer a partir da quarta
semana de vida em bezerros que receberam colostro - sendo mais precoce em
animais com falha de transferéncia de imunidade passiva (FTIP) - e continua a se
desenvolver até a puberdade. A interferéncia da imunidade materna sobre o
desenvolvimento da imunidade ativa ja foi discutida por outros autores, e influencia a
resposta dos bezerros ao contato com agentes infecciosos e a vacinacao
(BARRINGTON; PARISH, 2001; CHASE; HURLEY; REBER, 2008; THIRY, 2012).
Uma vez que a maior parte das imunoglobulinas adquiridas passivamente tem meia-
vida de 16 a 28 dias, com frequéncia, os titulos dessas imunoglobulinas decaem a
niveis ndo protetores para infeccbes de campo, embora impecam a resposta dos
bezerros a vacinacdo (CHASE; HURLEY; REBER, 2008).

1.6 Exames laboratoriais em animais jovens

O conhecimento das alteracdes que ocorrem no perfil bioquimico sérico de
animais jovens € importante para a interpretacdo correta dos resultados em
situacdes de morbidade, sendo uma ferramenta diagndstica valiosa na avaliacédo de
varios sistemas organicos (RUSSEL; ROUSSEL, 2007).

A desidratacdo rapida que acompanha a enterite aguda em neonatos
ocasiona hemoconcentracdo e, por consequéncia, choque hipovolémico. Ja4 a
hipercalemia resulta do aumento da transferéncia de potassio para o fluido
extravascular e da reducdo da sua excrecdo renal. Hipoglicemia marcante pode
também ser verificada ocasionalmente antes da morte em bezerros com infec¢des

entéricas agudas, como resultado da reducdo da gliconeogénese e do aumento da
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glicdlise anaerbébia decorrente do choque hipovolémico (KANEKO, HARVEY;
BRUSS, 2008).

A determinacdo do proteinograma € importante para identificacdo e
guantificacado de diferentes fracdes proteicas, inclusive imunoglobulinas e proteinas
de fase aguda (PFAs), tanto no soro sanguineo quanto na secrecdo lactea. A
avaliacdo das PFAs € um método de triagem promissor de animais que apresentam
doenca clinica ou subclinica e, dentre as diferentes técnicas empregadas para a sua
realizacdo, a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) apresenta como vantagem a possibilidade de identificacdo e
guantificacdo de um maior nimero de proteinas especificas (COLE; ROUSSEL;
WHITNEY, 1997; FAGLIARI et al., 2006).

1.7 Hipotese e Justificativa

Apesar de varios pesquisadores relatarem aumento nos titulos de anticorpos
especificos anti-rotavirus no colostro e no leite apds a vacinacédo de vacas prenhes
com vacinas inativadas e com adjuvantes (SNODGRASS; FAHEY; WELLS, 1980;
SAIF et al., 1983; SAIF; SMITH, 1985; SILVA, 2004) e protegdo passiva de bezerros
contra diarreia ap6s desafio com BRV (SAIF; SMITH, 1985; ROUSIC et al., 2000),
outros estudos ndo verificaram protecdo (SNODGRASS; FAHEY; WELLS, 1980;
MYERS; SNODGRASS, 1982; SILVA, 2004) indicando que, em trabalhos a campo,
a eficacia da vacina contra BRV é variavel.

As vacinas comerciais contra rotavirus presentes atualmente no mercado
nacional, que, de maneira geral, sdo importadas dos Estados Unidos ou da
Argentina, contém os genotipos G6P[1] e G10P[11], embora Parwani et al. (1993) ja
relatasse que a estirpe predominante a campo nos Estados Unidos era G6P[5],
engquanto que Badaracco et al. (2012), na Argentina, relataram que 0s genotipos
encontrados em rebanhos leiteiros foram G10P[11], G6P[11] e G6P[5].

Levantamentos epidemiologicos recentes mostram que as estirpes que
circulam nas diferentes regides do Brasil também n&o coincidem com aquelas
presentes nas vacinas comerciais. Segundo Alfieri et al. (2004), as estirpes mais
prevalentes em um levantamento que incluiu os Estados de Goias, Mato Grosso do
Sul, Sdo Paulo e Parana foram G6P[5] e G10P[11]. Barreiros et al. (2004), relataram
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gque as cepas circulantes em rebanhos vacinados foram G6P[11], G6P[5] e G8P[11],
enquanto em rebanhos ndo vacinados, foram G6P[1] e G8P[1]. Buzinaro et al.
(2009) verificaram a presenca dos genotipos G6P[11] e G6P[5] no Estado de Séo
Paulo, enquanto Silva et al. (2012) relataram que as combinacfes binarias mais
comuns encontradas foram G6P[5] nos Estados de Goias e Mato Grosso do Sul, e
G6P[11] nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais.

Uma vez que o papel da imunidade cruzada para rotavirus ainda nao foi
esclarecido, mas que, no entanto, pesquisadores ja relataram a auséncia de
protecdo cruzada entre as estirpes G6P[5] e G6P[1], (PARWANI et al., 1993), a
presenca de cepas encontradas a campo diversas daguelas presentes na vacina
pode determinar um maior risco de falha vacinal (ALKAN et al., 2010).

Diante do exposto, é fundamental avaliar a eficacia das vacinas disponiveis
no mercado nacional contra diarreia neonatal na prevencdo da infeccdo e
manifestacado clinica de diarreia em bezerros frente ao desafio natural por BRV, bem
como a transferéncia de imunidade passiva de vacas primiparas e pluriparas aos
seus bezerros. Além disso, a literatura nacional também € escassa quanto a
avaliacdo de parametros hematoldgicos e bioquimicos, inclusive proteinas de fase

aguda (PFAs), de bezerros com diarreia causada por rotavirus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a transferéncia de imunidade passiva de vacas da raca Holandesa
primiparas e pluriparas, imunizadas e ndo imunizadas com vacina comercial
inativada contra rotavirus, para suas respectivas crias e determinar parametros
hematolodgicos, bioquimicos e teores de imunoglobulinas anti-BRV em bezerros que

manifestaram ou n&o diarreia no decorrer do primeiro més de vida.

2.2 Objetivos Especificos:
2.2.1 Experimento 1:
O experimento 1 teve como objetivos:

- Determinar a resposta vacinal e a cinética de anticorpos anti-BRV no soro
sanguineo das vacas primiparas e pluriparas ao final da gestacao.

- Avaliar a transferéncia de imunoglobulinas anti-BRV para as secrecdes
lacteas das vacas e a cinética dessas imunoglobulinas nos dois primeiros dias de
lactacao.

- Investigar a influéncia do final da gestacdo sobre o proteinograma do soro

sanguineo das vacas, em especial a resposta das proteinas de fase aguda.

2.2.2 Experimento 2:
O experimento 2 teve como objetivos:

- Avaliar a transferéncia passiva de imunoglobulinas anti-BRV de vacas
primiparas e pluriparas para o soro sanguineo das suas respectivas crias e a
cinética dessas imunoglobulinas nos primeiros 30 dias de vida dos bezerros.

- Determinar o leucograma, o perfil bioquimico sérico e o proteinograma dos
bezerros, do nascimento aos 30 dias de idade.

- Verificar a presenca, a excrecdo e 0 genotipo de rotavirus nas fezes dos

bezerros.
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2.2.3 Experimento 3:
O experimento 3 teve como objetivos:
- Avaliar o leucograma, parametros bioquimicos e concentracdes de
imunoglobulinas especificas anti-BRV em bezerros que manifestaram ou néo

diarreia no decorrer do primeiro més de vida, positivos ou negativos para rotavirus.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV)/Unesp/Campus
de Jaboticabal, em 20 de julho de 2010 (protocolo n° 015110/10).

3.1 Rebanhos

Foram avaliados animais provenientes de um rebanho comercial que
praticava regularmente vacinacdo contra diarreia neonatal bovina, criado no
municipio de Descalvado-SP e de um rebanho criado no municipio de Séo Carlos-
SP, no qual ndo era pratica regular a vacinacao contra diarreia neonatal bovina.

O rebanho de animais imunizados (Descalvado - SP), contava com 3.130
vacas da raca Holandesa, sendo 1.400 em lactacdo, com producdo média de 32
litros de leite/vaca/dia, 170 bezerras com 1 a 80 dias de idade, 450 bezerras com
idade entre 80 dias e 9 meses, 780 novilhas com 10 a 30 meses de idade e 330
vacas prenhes.

O rebanho de animais nédo imunizados (Sao Carlos - SP) era composto de
367 animais, dos quais, 100 eram vacas em lactacdo, que produziam, em média, 20
litros de leite/vaca/dia, 35 bezerras com 1 a 80 dias de idade, 98 novilhas com 10 a
30 meses de idade e 134 vacas prenhes.

3.2 Animais

Foram coletadas amostras de sangue de 93 vacas da raca Holandesa do
rebanho vacinado e 62 vacas do rebanho ndo vacinado, dos quais foram
selecionados 48 animais que atenderam aos seguintes critérios: fémeas gestantes
acompanhadas desde os 60 dias pré-parto, que levaram a gestacdo a termo, ndo
manifestavam clinicamente indicios de nenhuma enfermidade por ocasido do parto e
produziram volume de colostro suficiente para alimentar a respectiva cria no dia do
parto.

As vacas de ambas as propriedades foram alocadas em dois grupos

experimentais, com 24 animais cada, sendo 12 novilhas em regime de semi-
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confinamento e 12 vacas pluriparas (Quadro 2) mantidas em regime de estabulacao

livre (free-stall). A alimentacdo das fémeas seguiu as orientaces do National

Research Council Comitee on Animal Nutrition — Nutrient Requirements of Dairy
Cattle (NRC - 2001).

Quadro 2. Distribuicdo das vacas pluriparas das propriedades de animais vacinados

e nao vacinados, de acordo com o numero de gestacoes.

Gestacoes _ Rebanhos _ |
Vacinado Nao vacinado

2a4d 8 3

5 2 g

6 1 1

7 1 -

Na propriedade de Descalvado, as novilhas e vacas pluriparas foram

Imunizadas de acordo com o seguinte esquema:

1)

2)

3)

Vacina comercial com adjuvante e contendo as cepas G6P[1] e G10P[11]
de rotavirus inativado, coronavirus morto, colibacterina de Escherichia coli
K99 e toxoide de Clostridium perfringens tipo C, de acordo com as
recomendagdes do fabricante — administragdo, em vacas e novilhas
prenhes, de duas doses por via intramuscular, com intervalo de,
aproximadamente, 3 semanas entre elas, sendo a segunda dose
administrada entre 3 e 6 semanas antes do parto.

Aos 60 e 30 dias pré-parto (APENDICE A): vacina comercial contendo
suspensdo de Salmonella Dublin, Pasteurella multocida e Salmonela
Typhimurium em soro fisiolégico fenicado a 0,5% inativadas pela adicdo
de formalina a 40%;

Vacina comercial contendo uma preparacao liofilizada de amostras vivas
guimicamente alteradas dos virus da IBR e PI3 associado com uma
amostra viva modificada de BRSV, um diluente composto de uma
combinacgéo inativada de amostras citopaticas e néo citopaticas do virus

da BVD e culturas inativadas dos cinco sorotipos de Leptospira.
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JA na propriedade de Sao Carlos, apenas a vacina polivalente contra
rotavirus, coronavirus, colibacilose e clostridiose ndo era administrada
rotineiramente nos animais.

Em ambas as propriedades, os bezerros, filhos dessas fémeas, foram
examinados e mantidos em abrigos individuais até o desmame. No dia do
nascimento, os bezerros receberam colostro da prépria mde em mamadeira, a
vontade em um volume minimo de 4 litros por animal e, no segundo dia de vida, os
bezerros receberam 4,0 L de colostro da segunda ordenha da propria mae,
fracionados em duas refei¢des, pela manha e a tarde.

Desde o nascimento até trinta dias de idade, os bezerros foram inspecionados
diariamente e, aqueles que manifestavam indicios de anormalidade clinica foram
separados dos demais e submetidos ao exame fisico (DIRKSEN; GRUNDER;
STOBER, 1993) e aos procedimentos terapéuticos, cirlrgicos ou preventivos

adequados. Os dados relativos a cada animal foram anotados em fichas individuais.

3.3 Grupos experimentais
3.3.1 Experimento 1:
As vacas da raca Holandesa foram alocadas em dois grupos e quatro
subgrupos experimentais:
= Grupo V1: 24 vacas que receberam vacina comercial inativada contra BRV.
- Subgrupo V1n: 12 vacas em primeira gestacdo vacinadas.
- Subgrupo V1v: 12 vacas em segunda ou mais gestacdes vacinadas.
= Grupo V2: 24 vacas nédo vacinadas contra BRV.
- Subgrupo V2n: 12 vacas em primeira gestacdo nao vacinadas.

- Subgrupo V2v: 12 vacas em segunda ou mais gestacdes nao vacinadas.

3.3.2 Experimento 2:
Os 48 bezerros também foram alocados em dois grupos e quatro subgrupos
experimentais:
= Grupo B1l: 24 bezerros de vacas que receberam vacina comercial inativada
contra BRV.
- Subgrupo Bl1n: 12 bezerros de vacas em primeira gestacéo vacinadas.
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- Subgrupo Blv: 12 bezerros de vacas em segunda ou mais gestacoes
vacinadas.
= Grupo B2: 24 bezerros de vacas ndo vacinadas contra BRV.
- Subgrupo B2n: 12 bezerros de vacas em primeira gestacdo ndo vacinadas.
- Subgrupo B2v: 12 bezerros de vacas em segunda ou mais gestacdes nao

vacinadas.

3.3.3 Experimento 3:

Vinte e quatro bezerros pertencentes aos grupos experimentais Bl e B2
(Experimento 2) foram realocados em trés grupos, de acordo com a ocorréncia de
diarreia:

= Grupo A: 8 bezerros que ndo manifestaram diarreia no decorrer do
primeiro més de vida.

= Grupo B: 8 bezerros que manifestaram diarreia no decorrer do
primeiro més de vida, mas foram negativos para a detec¢éo de rotavirus
nas fezes.

= Grupo C: 8 bezerros que manifestaram diarreia no decorrer do
primeiro més de vida, e foram positivos para a detec¢do de rotavirus nas

fezes.

Quadro 3. Numero de animais realocados nos grupos A, B e C no Experimento 3, de
acordo com os subgrupos de origem no Experimento 2.

Origem Destino
Grupo Subgrupo Grupo A Grupo B Grupo C
B1 Grupo Bln 2 1 1
Grupo Blv 3 4 4
B2 Grupo B2n 1 1 1
Grupo B2v 2 2 2
Total 8 8 8

3.4 Coleta e preparacao das amostras
3.4.1 Amostras obtidas das vacas
As amostras de sangue para separacdo do soro sanguineo das vacas foram

coletadas em trés ocasides: imediatamente antes da vacinacado de 60 dias pré-parto,
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aos 30 dias pré-parto e no dia do parto. Essas amostras foram obtidas por pungéo
jugular ou da veia mamaria, apos assepsia local com alcool iodado, utilizando-se
sistema de coleta a vacuo, em frascos de 10 mL sem anticoagulante. Foram
centrifugadas a 1.000 x g durante 10 minutos, obtendo-se aliquotas de 1,5 mL de
soro que foram identificadas e armazenadas em microtubos, em temperatura de
20°C negativos, até o momento das analises.

Apés o parto e no segundo dia de lactacdo, foram realizadas coletas de
colostro por meio de ordenha manual de um volume aproximado de 12,5 mL de
secrecOes lacteas de cada quarto mamario, formando assim um pool de 50 mL, logo
apos assepsia local com solucéo clorada, uma vez ao dia. As secrecdes lacteas das
vacas eram acondicionadas em tubos tipo Falcon de 50 mL e armazenadas sob
refrigeracdo até o momento do processamento.

Para obtencdo do soro lacteo foi realizado o procedimento recomendado por
Sant'ana e Birgel (2003) - uma solucéo de renina® foi adicionada em quantidade
correspondente a 5% do volume de colostro e, em seguida, as amostras
permaneceram em banho-maria a 37°C durante 20 minutos, até a formacéo e
retracdo do coagulo. Posteriormente, foram centrifugadas a 4.200 x g durante 20
minutos, em centrifuga refrigerada a 15°C. Apds a centrifugacdo foram aspiradas
aliquotas de 1,5 mL do soro lacteo que foram congeladas a -20°C, até o momento

das analises.

3.4.2 Amostras obtidas dos bezerros

Amostras de sangue dos bezerros para a realizacdo do leucograma e para a
separacdo de soro sanguineo foram coletadas em sete momentos: antes da
ingestao de colostro e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apds o nascimento. Nos animais que
apresentaram episédios de diarreia, as coletas de sangue foram realizadas a
intervalos de 24 horas, por até dois dias ap0s a cessacado da diarreia. As amostras
de sangue foram obtidas por venopuncéo jugular, apos assepsia local com alcool
iodado, utilizando-se sistema de coleta a vacuo, sendo 5 mL em frascos contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), para a realizacdo do leucograma e 10 mL

em frascos sem anticoagulante, para as analises bioquimicas do soro sanguineo. As

! Coalho Estrella®, Chr. Hansen Brasil Ind. e Com. LTDA, Valinhos, Sao Paulo, Brasil.
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amostras de sangue sem anticoagulante foram processadas para obtencdo do soro
sanguineo, como descrito no item 3.4.1.

As amostras de fezes dos bezerros foram obtidas diretamente da ampola
retal, nos mesmos momentos especificados para as coletas de sangue, sendo
classificadas, em escores, de acordo com sua consisténcia, presenca de muco e
estrias de sangue, ou seja: escore 0 (fezes firmes/mecénio), escore 1 (fezes
pastosas), escore 2 (fezes semiliquidas) e escore 3 (fezes liquidas) (FERNANDEZ et
al., 1998). As fezes foram acondicionadas em sacos plasticos e mantidas sob
refrigeragcdo em caixa isotérmica até a chegada ao laboratorio, sendo posteriormente

armazenadas a -20°C até o momento das andlises.

3.5 Analises laboratoriais

O perfil bioquimico das amostras de sangue e leite e o leucograma foram
realizados no Laboratério de Apoio a Pesquisa do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria da FCAV/Unesp/Campus de Jaboticabal.

Os testes imunoenzimaticos indiretos (EIE indireto) para deteccdo de 1gG
(h+1) especifica anti-BRV no soro sanguineo e no soro colostral foram realizados no
Laboratério de Imunologia e Virologia do Departamento de Patologia Animal da
FCAV/Unesp/Campus de Jaboticabal.

A eletroforese em gel de poliacrilamida para andlise da presenca e
caracterizacdo eletroforética do rotavirus nas fezes dos bezerros foi realizada no
Laboratorio de Rotavirose do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
FCAV/Unesp/Campus de Jaboticabal.

A reacdo em cadeia da polimerase e a genotipagem das amostras de fezes
positivas para rotavirus foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular
Aplicada e de Sorologia (LABMAS), do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
FMVZ/USP, Sao Paulo.

3.5.1 Parametros bioquimicos do soro sanguineo e da secrecéo lactea
Nas amostras de soro sanguineo das vacas foram determinados os teores de

proteina total (método do biureto) e de albumina (método do verde de bromocresol)
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e nas amostras de soro sanguineo dos bezerros foram determinadas as atividades
da enzima gamaglutamiltransferase (método de Szasz modificado), bem como os
teores de proteina total, albumina, cloretos (método do tiocianato mercurio), ureia
(método enzimatico UV) e creatinina (método picrato alcalino - Jaffé) utilizando-se
conjuntos de reagentes comerciais®. As leituras das amostras foram realizadas em
espectrofotdmetro semiautomatico®, com luz de comprimento de onda apropriado
para cada teste. Também, foram determinados os teores séricos de calcio ionizado,
sédio e potassio dos bezerros, pelo método do ion seletivo, empregando-se
analisador de fons®. Os teores de globulinas séricas de vacas e bezerros foram
calculados por meio da diferenca aritmética entre as concentracdes de proteina total
e albumina.

Nas amostras de soro lacteo, foram realizadas as analises da atividade da
enzima gamaglutamiltransferase e do teor de proteina total empregando-se o0s
mesmos testes e métodos mencionados anteriormente.

Sempre que necessario, foram realizadas diluicbes das amostras de soro
sanguineo e do soro lacteo em agua destilada para as leituras no espectrofotdmetro,

de acordo com o esquema mostrado no Quadro 4 (ROCHA, 2010).

Quadro 4. Dilui¢cdes realizadas nas amostras de soro sanguineo e de soro lacteo
para leitura em espectrofotbmetro.

Amostra par?(l)?r?aipc?rign to Parametro avaliado Diluicéo
Soro sanguineo _ Gamaglutamiltransferase L0
(bezerros) 2e7 9 1:10
o Gamaglutamiltransferase L0
Soro lacteo 1 9 1:50 a 1:100
0 Proteina Total 1:3

Para o fracionamento das proteinas do soro sanguineo e do soro lacteo, foi
utilizada a técnica de SDS-PAGE de acordo com o proposto por Laemmli (1970).
Apés o fracionamento, o gel foi corado em solugdo de azul de coomassie 0,2% e,
posteriormente, o excesso de corante foi removido adicionando-se uma solucéo de

acido acético 0,1% e alcool metilico 0,25%, até que as fracdes proteicas se

2 | abtest Diagnéstica, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil.
8 Labquest, Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil.
* 9180 Electrolyte Analyser, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany.
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apresentassem nitidas. As concentracfes das proteinas foram determinadas em
densitdmetro computadorizado® e como referéncia foi utilizada uma solucdo
marcadora® com diferentes pesos moleculares, de amplo e estreito espectro, além
das proteinas purificadas IgG, transferrina, lactoferrina, a;-glicoproteina acida, -

lactoglobulina, a-lactoalbumina e B-caseina de origem bovina®.

3.5.2 Leucograma
De cada amostra de sangue venoso coletada com o anticoagulante EDTA
foram realizadas as contagens de leucécitos em aparelho automatico’. A contagem
diferencial de leucécitos foi realizada a partir da diferenciacdo de 200 células em
esfregaco sanguineo corado com o corante de Rosenfeld modificado, por meio de
microscopia 6ptica (THRALL, 2007).

3.5.3 Ensaio imunoenzimatico indireto (EIE indireto) para a quantificagcdo dos
titulos de imunoglobulinas anti-rotavirus
A determinacéo dos titulos dos isétipos de imunoglobulinas anti-rotavirus, no
soro sanguineo e nas secrecdes lacteas das vacas e no soro sanguineo dos
bezerros foi realizada por meio da EIE indireto, como preconizado por Fernandez et
al. (1996), com algumas modificacdes, de acordo com as etapas descritas a seguir.
O antigeno viral empregado (estirpe UK (G6P[5]) de rotavirus bovino),
gentiimente cedido pelo Laboratério Biogenesis (Argentina), foi concentrado
segundo indicacdes de Killington, Stokes e Hierholzer (1996), com algumas
modificacBes. Todas as etapas do processo de concentracdo foram realizadas a
temperatura de 4°C. Em resumo, para um volume de 250 mL de suspens&o viral, foi
adicionado polietilenoglicol (PEG) 6.000 a uma concentracdo final de 8,7%
peso/volume (p/v) e cloreto de sodio (NaCl) a uma concentracéo final de 2,7% plv,
sob agitagcdo magnética lenta e constante. A mistura foi deixada em agitacdo por 1
hora apds a dissolugdo do PEG e do NaCl, e acondicionada em repouso a 4°C
durante 18 horas. Posteriormente, realizou-se centrifugacdo a 11.739 x g por 30

minutos, sendo o precipitado ressuspenso em 5 mL de tampéo PBS (0,01M PO4;

® Shimadzu CS9301, Téquio, Jap&o.
® Sigma, St Louis, MO, USA.
7 pocH-100iV Diff, Sysmex, Roche Diagndéstica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
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NaCl 0,14M; pH 7,4). As amostras de antigeno concentrado foram armazenadas em
aliquotas a -70°C até o momento da utilizagao.

Leite em po desnatado a 10%, desnaturado por fervura, foi utilizado no
sistema de bloqueio do EIE indireto para evitar reagdes inespecificas (‘ruidos”) de
acordo com as recomendacdes de Montassier (1999).

Amostras de soro bovino anti-rotavirus utilizadas como referéncia positiva e
negativa foram obtidas de quatro bezerros pertencentes a propriedade de animais
vacinados (Descalvado, SP). O controle negativo foi obtido de um bezerro recém-
nascido, antes da ingestao de colostro, enquanto o controle positivo foi oriundo de
trés bezerros com 140 dias de idade, acometidos anteriormente por rotavirose, que
foram imunizados com duas doses da mesma vacina comercial contendo o virus
inativado empregada nas vacas, administradas por via intramuscular (IM), a um
intervalo de 4 semanas. Os soros utilizados como referéncia positiva foram
provenientes de um pool de amostras, coletadas aos 15, 30 e 45 dias apods a
administracdo da ultima dose da vacina.

Empregou-se o conjugado imunoenzimatico de coelho anti-IgG de cadeias
pesada e leve bovina®, conjugado & enzima peroxidase.

O substrato utilizado na reacao consistiu de uma solugcdo cromodgena de 4 mg
de ortofenilenodiamina (OPD) diluida em 5,5 mL de agua deionizada e acrescida de
20 pL de peroxido de hidrogénio (H2.0,) a 3%.

As diluicBes ideais do antigeno viral, amostras de soro sanguineo e de
colostro e dos conjugados imunoenzimaticos foram determinadas por titulagdes em
bloco, por meio da reacdo de diferentes diluicbes seriadas por imunorreagente
testado, pela técnica do EIE indireto. O antigeno foi testado nas diluicdes 1:2 a
1:256. Para as amostras de soro dos bezerros e das vacas, partiu-se da diluicéo
1:12,5 até 1:1.600, enquanto que para as amostras de colostro, partiu-se da diluicdo
1:1.600 até 1:25.600. Ao final, foram escolhidas as diluicdes que proporcionaram
densidades Opticas (DO’s) por volta de 1,2 a 1,5, sem desencadear reagdes
inespecificas.

As microplacas rigidas de fundo plano, com 96 cavidades® foram

sensibilizadas com 50 uL por cavidade do antigeno viral (rotavirus estirpe UK) na

8 Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA.
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sua diluicdo ideal (1:32) em tampdo carbonato-bicarbonato (TCB, Apéndice B),
seguido por incubagdo por 18 horas a 4°C, em camara Umida. Apds adsorgdo do
antigeno viral e antes da adicdo de cada imunorreagente, foram realizadas quatro
lavagens sucessivas das microplacas com PBS (Apéndice B), contendo 0,05% de
tween 20 (PBSt) em lavadora automatica™.

Depois da lavagem das microplacas foram adicionados 100 pyL da solucdo
blogueadora, constituida de leite em p6 desnatado a 10% diluido em TCB,
desnaturado por fervura e centrifugado a 3.214 x g. As microplacas foram incubadas
durante uma hora a 37°C em camara Umida e, apds a incubacéo, foi realizada
lavagem das microplacas como descrito anteriormente. ApGs a lavagem, foram
adicionadas em duplicata 50 yL das diluicbes Unicas e ideais, preparadas em leite
em po6 desnatado a 10% desnaturado por fervura, acrescido de ovoalbumina a 2,5%
e PBSt (tampdo diluente), das amostras-teste do soro sanguineo e colostro e das
amostras de referéncia positiva e negativa. Foi realizada nova incubacdo de uma
hora a 37°C, em camara Umida, e lavagem das microplacas como descrito
anteriormente.

As microplacas receberam na fase subsequente, 50 pL por cavidade da
diluicdo ideal do conjugado imunoenzimatico anti-lgG bovina conjugada a
peroxidase em tampado diluente. As microplacas foram entdo incubadas durante
duas horas, a 37°C, em camara Umida, e novamente lavadas como descrito. Para
completar a reacdo, foram adicionadas 50 pL por cavidade de uma solucao
cromoégena contendo dois comprimidos (2 mg/comprimido) de OPD diluidos em 5,5
mL de 4gua deionizada, acrescido de 20 pL de peréxido de hidrogénio (H,0;) a 3%.
Foi realizada uma nova incubacdo durante 15 minutos, a temperatura ambiente e
sob protecao da iluminacéo direta.

O bloqueio da atividade enziméatica foi realizado com a adicdo de 50 pL por
cavidade de uma solucao de &cido cloridrico (HCI) 2M. A leitura das DOs da reagéo
foi realizada em leitor de microplacas®, a um comprimento de onda de 490 nm. A
média das DOs, para cada amostra teste, foi transformada em valor A/P

(amostra/positivo), calculado por meio da seguinte formula:

% Costar 3590, Corning Incorporated, Corning, NY, USA.
19 Wellwash 4, Labsystems, Uniscience.
! Bjo-Rad iMark microplate reader.
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A/P = Z-X ,naqual:
Y-X

Z= DO média da amostra teste (soro sanguineo ou colostro)
X= DO média do controle negativo (soro sanguineo)

Y= DO média do controle positivo (soro sanguineo)

Uma vez que as amostras de soro sanguineo e soro colostral foram avaliadas
em diferentes dilui¢cdes, foi necessario corrigir essas diferengas, multiplicando-se o
valor A/P de cada amostra pelo fator de diluicho empregado e, em seguida,
dividindo-se esse resultado por 550, para que a maior parte das A/Ps obtidas se

mantivessem no intervalo de 0 a 1,5.

3.5.4 Analise da presenca de rotavirus nas fezes por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE)

A deteccéo de rotavirus nas fezes foi realizada por meio da técnica de PAGE
de acordo com as recomendagdes de Herring et al. (1982), com algumas
modificagles introduzidas por Pereira et al. (1983).

Suspensbes de fezes a 50% foram preparadas em tampéo Tris/célcio
(Tris/HCI 0,1M; CaClI2 1,5 mM pH 7,3), homogeneizadas por meio de agitacdes
periédicas durante 30 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas a 18.000 x g
por 30 minutos. Para a extracdo do RNA viral, adicionou-se 40 uL de lauril sulfato de
sédio (SDS) a 10%, 40 pL de acetato de sodio 1M e 400 pyL de uma mistura de
alcool isoamilico, cloroformio e fenol a 400 uyL de suspensdo fecal e, apds
homogeneizacédo, os tubos foram centrifugados a 10.621 x g por 15 minutos.
Obteve-se uma solucéo trifasica e o sobrenadante foi transferido para tubos tipo
eppendorf, aos quais adicionou-se 800 pL de etanol a 70% gelado. Os tubos foram
entdo incubados a -20°C overnight. Apés a incubacdao, os tubos foram centrifugados
novamente a 10.621 x g por 15 minutos, desprezou-se o sobrenadante e adicionou-
se 16 uL de dissociador da amostra (3% de SDS, 12,5% de Tris/HCI 0,5M, pH 6,8;

5% de 2-mercaptoetanol; 0,005% de azul de bromofenol; 40% glicerol) ao pellet
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formado no fundo do tubo. Os tubos foram entdo incubados em banho-maria a 56°C
por 15 minutos.

A corrida eletroforética foi realizada em gel de poliacrilamida 7,5%, utilizando-
se solugao estoque de acrilamida/bisacrilamida na concentracdo 30/0,8 para o
preparo do gel. O gel de poliacrilamida foi distribuido entre duas placas de vidro com
espacadores de 1,0 mm de espessura. Adicionou-se primeiramente o gel inferior
[acrilamida 7,5% - bisacrilamida 0,2%; TEMED (tetrametiletiienediamina) 0,2%;
persulfato de aménio 0,03%]. Apds a polimerizacdo o gel superior foi adicionado
(acrilamida 3,5% - bis-acrilamida 0,04%, TEMED 0,2%, persulfato de amonio
0,015%), e o pente colocado imediatamente na abertura superior, para a formacao
das canaletas. Ap6s o posicionamento do gel na cuba de corrida, os reservatorios
desta foram preenchidos com tampéo de corrida Tris/Glicina (Tris 0,025M, glicina
0,109M - pH 8,3) e posteriormente as amostras com dissociador foram distribuidas
nas canaletas. A corrida foi realizada a 20mA por placa, durante 4 horas e 30
minutos.

A coloracdo com nitrato de prata foi realizada de acordo com as
recomendacfes de Herring et al. (1982), logo ap6s o término da corrida. Ao ser
retirado da cuba, o gel foi lavado trés vezes com agua destilada e fixado durante 30
minutos em solucdo aquosa de etanol (10%) e &cido acético (1%) sob agitacdo. A
seqguir, realizou-se a coloracdo com solucdo aquosa de nitrato de prata 0,011M,
durante 60 minutos também sob agitacdo. Apbés esse periodo, a solucdo foi
desprezada e lavou-se o0 gel para a retirada do excesso adicionando a solucdo
reveladora de hidroxido de sodio 0,75M e formaldeido 0,95%, até ser possivel
visualizar os segmentos do genoma viral. O bloqueio do processo de coloragéo foi
realizado com solucdo de &cido acético 5% por 15 minutos sob agitacdo, e o gel
conservado em solucéo de etanol a 10%. As amostras que apresentaram disposi¢cao
de bandas na migracdo eletroforética semelhante ao controle positivo (padréo
NCDV), foram consideradas positivas, sendo posteriormente submetidas a reacéo
em cadeia da polimerase precedida por transcricio reversa (RT-PCR) e

genotipagem (Figura 1).
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Figura 1. PAGE para deteccdo do rotavirus nas fezes. Padrdo (P), amostras
positivas (+), nas quais é possivel observar os segmentos de RNA do virus
(identificados de 1 a 11) e amostras negativas (-).

3.5.5 Genotipagem das amostras positivas para rotavirus

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) precedida de transcricdo reversa
(RT) do RNA viral foi utilizada para a caracterizacdo dos genétipos G e P de
rotavirus bovino, baseando-se na metodologia descrita a seguir. Para a extracao
RNA, empregou-se o reagente Trizol*? de acordo com as instrucées do fabricante. O
RNA extraido foi entdo ressuspendido em 17 pL de agua previamente tratada com
DEPC e mantido a -20°C até o seu processamento nas etapas subsequentes. A
partir do RNA extraido, as amostras foram submetidas a reacdo de transcricdo
reversa (RT) utilizando-se primers randémicos*®, de acordo com o protocolo descrito
a seguir.

Sete microlitros da amostra de RNA extraido foram misturados a solugéo “RT-
mix”, que por sua vez é composta por 4 uL de First Strand Buffer'®, 2 uL de solucéo
de dNTP a 10 mM, 2 pL de DTT (100mM), 1puL de Random primers** (50 ng/pL), 3pL

12 Invitrogen®, Life Technologies, Carlsbed, CA, EUA.
3 Invitrogen®, Life Technologies, Carlsbed, CA, EUA. (Cat. n°. 18067017)
* Invitrogen®, Life Technologies, Carlsbed, CA, EUA. (Cat. n°. 48190011)
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de 4gua e 200 U transcriptase reversa'® para um volume final de reacéo de 20 pL;
incubando-a a seguir por 37°C/50 minutos e 70°C/15 minutos.

Para cada gene VP4 e VP7, foram adotados diferentes pares de primers
(Quadro 5) e ciclos de tempo/temperatura (Quadro 6). 2,5 pL (para algumas
amostras foram utilizados 5,0 uL, caso ndo tenha havido adequada amplificacdo do
fragmento) de cDNA (oriundo da reacdo de RT) foram misturados a solugéo “PCR-
mix”, que por sua vez, € composta por 1x PCR Buffer™®, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5
pmol/uL de primer (senso e anti-senso), 1,5 mM de MgCl,, 0,625 U de Platinum Taq
DNA Polymerase®, agua q.s.p. 25 pL; e submetidos ao respectivo ciclo de

termociclagem.

Quadro 5. Relacdo dos primers e respectivas sequéncias, fragmentos gerados e
referéncias utilizadas na caracterizacdo dos genes de rotavirus.

Genes | Primers Sequéncia ACIEIED Referéncias
gerados
sCon3 TTCGCTCATTTATAGACA 873 Desenvolvido USP
VP4 Con2 ATTTCGGACCATTTATAACC Gouvea et al. (1994a)
sCon3 TTCGCTCATTTATAGACA 815 Desenvolvido USP
VP4RV TAYTGCATYTCYTTCCA Tonietti et al. (2013)
sBeg9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC 933 Gouvea et al. (1994b)
VP7 VP7RV TGCCACCAYYTYTTCCA Tonietti et al. (2013)
sBeg9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC 1062 Gouvea et al. (1994b)

Quadro 6. Relacao das condicdes de termociclagem utilizadas nas reacdes de PCR,
de acordo com os primers empregados, visando a caracterizacdo G e P de

rotavirus.
Primers Ciclo - tempo — temperatura

Scon3/Con? 94°C - 3 min/40 ciclos de [94°C - 1 min; 42°C - 2 min;

72°C - 1 min}/ 72°C - 10min

94°C - 3 min/40 ciclos de [94°C - 1 min; 50°C — 1,5 min;

YRR PR 72°C - 1 min]/ 72°C - 10min
94°C - 3 min/40 ciclos de [94°C - 1 min; 42°C - 2 min;

sBegd/ End9CRWS 72°C - 1 min}/ 72°C - 10min

3.6 Anédlise Estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram

comparadas entre si pelo teste de Tukey, utilizando-se o programa AgroEstat 1.0

5 MMLV reverse transcriptase (Cat. n°. 28025021) ou SuperScript Il Reverse transcriptase (Cat. n°. 18080093) -
Invitrogen®, Life Technologies, Carlsbed, CA, EUA.
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(BARBOSA; MALDONADO JUNIOR, 2008). As diferencas foram consideradas
significativas quando P<0,05.

Empregou-se, ainda, o teste de correlacdo de Pearson para verificar o grau
de relacé@o entre algumas variaveis, considerando-se correlagao significativa quando
P<0,05.

Os dados relativos aos momentos de manifestacao de diarreia dos Grupos B
e C foram analisados por meio da amplitude studentizada de Tukey (HSD Test)

empregando-se o programa Statistical Analysis System (SAS).
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1:

Os resultados obtidos sdo mostrados nas Tabelas 1 a 14 e nas Figuras 2 a 7.

4.1.1 Avaliacdo do soro sanguineo das vacas

4.1.1.1 Proteina total

Constatou-se diferenca significativa entre subgrupos com relacdo ao teor
sérico de proteina total (Tabela 1 e Figura 2) aos 30 dias pré-parto, ocasido na qual
a maior concentracdo foi notada no subgrupo V2v e a menor no subgrupo V2n.
Independente dos resultados da analise estatistica, verificou-se que os teores de
proteina total das vacas do grupo V2 foram significativamente maiores que das
vacas do grupo V1.

Né&o foi verificada diferenca significativa entre momentos aos 60 e 30 dias pre-
parto em nenhum dos grupos, no entanto, no dia do parto (momento 0), os teores
encontrados foram significativamente menores que aqueles constatados nas coletas

anteriores.

Tabela 1. Média e desvio-padréo da concentracéo sérica de proteina total (g/dL) de
vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas (grupo V2)
contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos
V1v e V2v), antes da vacinacdo de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto
e no dia do parto (0).

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von VoV
60 7,73+0,50"*  8,05+0,50** 8,13+0,50**  8,36+0,61 "
30 7,79+052 8%  824+0,43 78 782+0535  8,53+0,63 "

0 6,34+0,97 ®®*  6,65+0,56 “®® 6,62+0,73*®*  7,15+0,60 P

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 2. Teor sérico de proteina total (g/dL) de vacas da raca Holandesa
vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas
(subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da
vacinacao de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).

4.1.1.2 Globulinas
N&o foi constatada diferenca significativa entre grupos quanto ao teor seérico
de globulinas (Tabela 2). Entre momentos, verificou-se em ambos 0s grupos, assim
como para o teor de proteina total, diminuicdo significativa da concentracdo de
globulinas no dia do parto (momento 0), quando comparado aos 60 e 30 dias pré-

parto.

Tabela 2. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de globulinas (g/dL) de
vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas (grupo V2)
contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos
V1v e V2v), antes da vacinacao de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto
e no dia do parto (0).

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von Vv
60 5,20+0,47 " 5,54+0,75"* 5,38+0,59 ** 5,63+0,73 "
30 5,28+0,50 ** 5,86+0,57 ** 5,23+0,57 ** 5,80+0,57 @
0 3,75+0,96 A* 3,93+0,66"° 4,13+0,59 ** 4,38+0,50 *°

Médias seguidas de letras maiUsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

4.1.1.3 Imunoglobulina A (IgA) pela técnica de SDS-PAGE
Notou-se diferenca significativa entre subgrupos quanto ao teor sérico de IgA

aos 60 e 30 dias pré-parto, (Tabela 3 e Figura 3). Em ambos os momentos, a
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concentracdo sérica dessa imunoglobulina foi significativamente maior no subgrupo
V2v, valor intermediario foi notado no subgrupo V2n e menores teores foram
constatados no grupo V1.

Entre momentos, foi verificado menor teor de IgA no dia do parto, quando

comparado as demais avaliagdes, em ambos 0S grupos.

Tabela 3. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de imunoglobulina A
(mg/dL) de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e nao
vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e
pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da vacinacéo de 60 dias pré-parto,
aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von Vov
60 74,0+27,6 °* 69,4+16,6 °* 85,3+37,4"°* 112+39,9
30 77,737,158 75142895 101+32,57% 112+34,7"@
0 43,0+28,5"° 31,2+13,1 " 56,9+19,1"° 61,7+46,8 *°

Médias seguidas de letras mailUsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 3. Teor sérico de imunoglobulina A (mg/dL) de vacas da raca Holandesa
vacinadas (grupo V1) e nado vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas
(subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da
vacinacao de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).

4.1.1.4 Ceruloplasmina pela técnica de SDS-PAGE
Constatou-se diferenca significativa entre subgrupos quanto ao teor de
ceruloplasmina (Tabela 4 e Figura 4). Aos 60 dias pré-parto, a maior concentracao

sérica foi constatada nas vacas do subgrupo V2n, quando comparadas aos
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subgrupos V1n e V2v. No dia do parto, verificou-se maior teor dessa PFA no
subgrupo V2n, quando comparado aos subgrupos V1n e V2v; no subgrupo Vin,
guando comparado ao subgrupo V1v e no subgrupo V2v, quando comparado ao
subgrupo V1v.

A excecdo do subgrupo V1v, no qual ndo houve diferenca significativa entre
momentos, constatou-se a maior concentracdo de ceruloplasmina no dia do parto,
guando comparado as coletas anteriores (60 e 30 dias pré-parto), no subgrupo V1n

€ no grupo V2.

Tabela 4. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de ceruloplasmina
(mg/dL) de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e nao
vacinadas (grupo V2) contra BRYV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e
pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da vacinagao de 60 dias pré-parto,
aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von Vv
60 35,8+12,0%°  36,7#22,1°% 64,4+334"° 37,5+10,5"°
30 43,8+11,2 "% 33,0+9,79 °* 58,2+15,1"° 36,1+13,2 **°
0 64,1426,8 %  38,6x18,3“* 101+26,4"* 68,2+36,9 °*
Médias seguidas de letras maiUsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 4. Teor sérico de ceruloplasmina (mg/dL) de vacas da raca Holandesa
vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas (grupo V2) contra BRYV, primiparas
(subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da
vacinagdo de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).



32

4.1.1.5 Transferrina pela técnica de SDS-PAGE
Verificou-se que o teor sérico de transferrina (Tabela 5 e Figura 5) foi
significativamente maior no subgrupo V2n, quando comparado ao subgrupo V1n, em
todos os momentos avaliados.
Entre momentos, no grupo V2, notou-se diminuicdo do teor dessa proteina a
partir dos 60 dias pré-parto até o momento 0, enquanto nos animais vacinados
(grupo V1), verificou-se aumento sutil do teor dessa PFA entre os 60 e 30 dias pré-

parto, seguido por diminuicdo no momento 0.

Tabela 5. Média e desvio-padréo da concentracao sérica de transferrina (mg/dL) de
vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas (grupo V2)
contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos
V1v e V2v), antes da vacinacdo de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto
e no dia do parto (0).

: Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von VoV
60 265+55,9 °2 275+66,7 °®® 418+83,9"®  360+132 “F?
30 274+84,1 8% 206+64,9 782 392+99 27 311+127 AR
0 186+65,0 87 212+89,1 8°  343+134 4"  242+141 AP

Médias seguidas de letras mailisculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 5. Teor sérico de transferrina (mg/dL) de vacas da raca Holandesa
vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas
(subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da
vacinacao de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).
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4.1.1.6 Imunoglobulina G (IgG) pela técnica de SDS-PAGE
Aos 30 dias pré-parto, nao foi verificada diferenca significativa entre grupos
guanto ao teor sérico de IgG (Tabela 6 e Figura 6). No dia do parto, a maior
concentracdo dessa imunoglobulina foi constatada no subgrupo V2v, enquanto o
menor teor foi verificado no subgrupo V1v.
Em ambos os grupos, notou-se diminuicdo do teor dessa fracéo proteica entre

os 60 dias pré-parto e o dia do parto.

Tabela 6. Média e desvio-padrdao da concentracao sérica de imunoglobulina G
(mg/dL) de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e nao
vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e
pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da vacina¢éo de 60 dias pré-parto,
aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).

: Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von oy
60 1.987+232 52 2.142+442 "% 2.209+417 "5 2.486+429 @
30 2.164+371 7%  2.210+394 7% 2.320+335”%  2.415+283 "2
0 1.529+335 BP  1.443+471 °° 1.901+438 *B® 2.020+746 *°

Médias seguidas de letras mailUsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 6. Teor sérico de imunoglobulina G (mg/dL) de vacas da raca Holandesa
vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas
(subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da
vacinacdo de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).
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4.1.1.7 Haptoglobina pela técnica de SDS-PAGE
N&o foi constatada diferenca significativa entre grupos quanto ao teor seérico
de haptoglobina (Tabela 7) em nenhum dos momentos avaliados.
Entre momentos, notou-se aumento significativo do teor dessa proteina entre
0os 60 dias pré-parto e o dia do parto apenas no subgrupo V2v, no entanto, nos
demais subgrupos, também foi constatado aumento do teor dessa PFA, mesmo que

sem diferenca estatistica, entre 30 dias pré-parto e o dia do parto.

Tabela 7. Média e desvio-padréo da concentracdo sérica de haptoglobina (mg/dL)
de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas (grupo
V2) contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos
V1v e V2v), antes da vacinacao de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto
e no dia do parto (0).

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von oy
60 15,747,25"% 19,049,93"% 22,1+18,9/% 222+8,90 "
30 18,6+10,9 °* 16,5+3,63°® 23,0+17,0”* 21,0+9,80 *°
0 21,9+12,3%% 18,9+4,79% 29,8+18,2"% 31,1+14,0"°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

4.1.1.8 ay-glicoproteina acida pela técnica de SDS-PAGE
O teor sérico de a;-glicoproteina acida (Tabela 8) ndo diferiu
significativamente entre grupos aos 30 dias pré-parto. Nos demais momentos,
verificou-se maior concentracdo dessa PFA no soro sanguineo das vacas do
subgrupo V2v, quando comparado ao subgrupo V1v.
N&o foi constatada diferenca significativa entre momentos.

Tabela 8. Média e desvio-padréo da concentragdo sérica de a;-glicoproteina acida
(mg/dL) de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e nao
vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e
pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da vacinacéo de 60 dias pré-parto,
aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv van Vv
60 8,29+5,93 °* 6,00+3,29 "* 10,3+5,75"* 14,3+7,23 "
30 7,47+458"% 713+287"* 11,5+8,40"* 12,6+3,75"°
0 6,41+2,81 52 6,36+2,68 % 10,5+5,36 %% 12,146,512

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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4.1.1.9 Avaliacao dos titulos de imunoglobulina G total anti-rotavirus pela
técnica de EIE indireto

Antes da administracdo da primeira dose de vacina aos 60 dias pré-parto,
verificou-se que as vacas pluriparas de ambos 0s grupos ja apresentavam altos
titulos de 1gG especifica anti-BRV, quando comparadas as vacas primiparas (Tabela
9 e Figura 7). Aos 30 dias pré-parto, notou-se maior titulo de IgG especifica anti-BRV
no subgrupo V1v, quando comparado aos subgrupos V1n e V2v, bem como maior
titulo de IgG nas vacas do subgrupo V2v, quando comparadas aos animais do
subgrupo V2n. No dia do parto, ndo foi verificada diferenca significativa entre o
grupo V1 e o subgrupo V2v, enquanto as vacas do subgrupo V2n apresentaram
titulos baixos de 1gG anti-rotavirus.

Entre momentos, constatou-se que apenas 0s animais do grupo V1
apresentaram aumento significativo dos titulos de IgG aos 30 dias pré-parto,
enguanto no dia do parto houve diminuicdo desse parametro nas vacas pluriparas
de ambos os grupos. Nos animais do subgrupo V2n nao foi verificada diferenca

significativa entre os trés momentos avaliados.

Tabela 9. Média e desvio-padrdo dos titulos séricos de imunoglobulina G
especifica anti-rotavirus (valor A/P) de vacas da raca Holandesa
vacinadas (grupo V1) e nado vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas
(subgrupos V1n e V2n) e pluriparas (subgrupos V1v e V2v), antes da
vacinagao de 60 dias pré-parto, aos 30 dias pré-parto e no dia do parto (0).

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von Vv
60 0,48+0,39 P 1,23+0,63°¢  0,73+0,38 °“* 1,82+0,46 @
30 1,47+0,37 B2 2,25+0,37 "  0,86+0,60 “@ 1,71+0,49 B

0 1,21+0,56 2 1,69+0,45”"  0,66+0,58 8  1,44+0,57 *°

Médias seguidas de letras mailUsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 7. Titulos séricos de imunoglobulina G especifica anti-rotavirus (valor
A/P) de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas
(grupo V2) contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e pluriparas
(subgrupos V1v e V2v), antes da vacinacao de 60 dias pré-parto, aos 30
dias pré-parto e no dia do parto (0).

4.1.2 Avaliacao do soro lacteo

4.1.2.1 Gamaglutamiltransferase

A atividade de gamaglutamiltransferase (GGT) no soro lacteo (Tabela 10)
diferiu significativamente entre subgrupos no dia do parto, quando foi maior nas
vacas primiparas, quando comparadas as vacas pluriparas, e maior nas vacas
vacinadas, quando comparadas as vacas nao vacinadas. No momento 1, constatou-
se maior atividade nos animais dos subgrupos V1v e V2n, quando comparados ao
subgrupo V2v.

Entre momentos, verificou-se que a maior atividade de GGT ocorreu no dia do

parto (momento 0), seguida por redu¢do no momento 1 em ambos 0s grupos.

Tabela 10. Média e desvio-padrao da atividade de gamaglutamiltransferase (U/L)
no soro lacteo de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e ndo
vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e
pluriparas (subgrupos V1v e V2v) imediatamente apés o parto (0) e com
um dia de lactacao.

Grupo V1 Grupo V2
Vin V1v V2n V2v
0 42.461+15.214 " 29.743+10.891 B2 33.853+11.067 52 22.571+6.461 “®
1 29.390+12.673 °° 23.430+8.905 "% 23.684+6.978 "°  14.222+7.365 %°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Momentos (dias)
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4.1.2.2 Proteina total
Constatou-se que o teor de proteina total no soro lacteo (Tabela 11) foi maior
no subgrupo V1v, quando comparado ao subgrupo V2v, e menor no subgrupo V2n,
guando comparado aos subgrupos V1n e V2v no dia do parto. No momento 1, o teor
de proteina total foi maior no subgrupo V1v quando comparado aos subgrupos V1n
e V2v.
Entre momentos, verificou-se a maior concentracéo de proteina total no dia do

parto (momento 0) em ambos 0s grupos, seguido por diminuicdo no momento 1.

Tabela 11. Média e desvio-padréo da concentracdo de proteina total (g/dL) no soro
lacteo de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e ndo vacinadas
(grupo V2) contra BRYV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e pluriparas
(subgrupos V1v e V2v), imediatamente apds o parto (0) e com um dia de

lactacao.
Momentos Grupo V1 Grupo V2
(dias) Vin V1v V2n V2v
0 21,644,865 24 4+4 57 @ 14,3+3,63 “2 19,3+5,87 52
1 11,0+7,65 B° 18,1+9,09 "° 8,42+3,14 B° 10,4+6,19 B°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

4.1.2.3 Imunoglobulina A (IgA) pela técnica de SDS-PAGE
Verificou-se diferenca significativa entre subgrupos quanto ao teor de IgA no
soro lacteo no dia do parto (Tabela 12), quando a concentracdo dessa
imunoglobulina foi maior no subgrupo V1v quando comparado aos subgrupos V1n e
V2v. Nao foi constatada diferenca significativa entre os subgrupos do grupo V2.
Entre momentos, a excecdo do subgrupo V2n, a média do teor de IgA foi

maior no dia do parto, quando comparada ao momento 1.

Tabela 12. Média e desvio-padréo da concentracdo de imunoglobulina A (mg/dL)
no soro lacteo de vacas da raca Holandesa vacinadas (Grupo V1) e ndo
vacinadas (Grupo V2) contra BRV, primiparas (Subgrupos V1n e V2n) e
pluriparas (Subgrupos V1v e V2v), imediatamente ap6s o parto (0) e com
um dia de lactacao.

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von Vov
0 455+151 B2 647+244 " 323+80,2 52  447+211 B2
1 250+183 AP 406+188 AP 220+104 7%  274+173"°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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4.1.2.4 Imunoglobulina G (IgG) pela técnica de SDS-PAGE

Notou-se diferenca significativa entre subgrupos quanto ao teor de IgG no
soro lacteo em ambos os momentos avaliados (Tabela 13). No dia do parto
(momento 0), a concentragdo dessa imunoglobulina foi maior no subgrupo V1v,
quando comparado ao subgrupo V2v e maior no subgrupo V1n, quando comparado
ao subgrupo V2n. Ja no momento 1, o maior teor foi constatado também no
subgrupo V1v, sem diferenca significativa entre os demais subgrupos.

Em ambos os grupos foi constatada diminuicédo significativa da concentracao
de IgG entre o dia do parto e 0 momento 1.

Tabela 13. Média e desvio-padrédo da concentracdo de imunoglobulina G (mg/dL)
no soro lacteo de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo V1) e ndo
vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e V2n) e
pluriparas (subgrupos V1v e V2v), imediatamente apds o parto (0) e com
um dia de lactacéao.

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv von VoV
0 14.375+2.803 *%% 17.709+4.027 ** 9.539+2.233 ©@ 11.612+3.992 B¢
1 7.501+6.053 % 12.261+6.532 " 5.621+2.262 % 7.068+4.912 P

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

4.1.2.5 Avaliacao dos titulos de imunoglobulina G total anti-rotavirus pela
técnica de EIE indireto
Constatou-se diferenca significativa entre subgrupos nos dois momentos
avaliados: no dia do parto (momento 0), o titulo de IgG especifica anti-rotavirus foi
maior no subgrupo V1v quando comparado ao subgrupo V2v, maior no subgrupo
V1n gquando comparado ao subgrupo V2n, e maior no subgrupo V2v quando
comparado ao subgrupo V2n (Tabela 14). No momento 1, verificou-se que, em
ambos 0s grupos, as vacas pluriparas apresentaram maior titulo de IgG especifica
anti-BRV quando comparadas as vacas primiparas. As vacas dos subgrupos Vi1n e
V1v apresentaram titulos de IgG anti-rotavirus significativamente maiores que as
vacas dos subgrupos V2n e V2v, respectivamente.
Apenas 0 subgrupo V1v ndo apresentou diferenca significativa entre
momentos, enquanto nos demais subgrupos, verificou-se diminuicdo significativa dos

titulos de IgG anti-BRV no momento 1, quando comparado ao momento 0.
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Tabela 14. Média e desvio-padrédo dos titulos de imunoglobulina G anti-rotavirus
(valor A/P) no soro lacteo de vacas da raca Holandesa vacinadas (grupo
V1) e ndo vacinadas (grupo V2) contra BRV, primiparas (subgrupos V1n e
V2n) e pluriparas (subgrupos V1v e V2v), imediatamente apds o parto (0)
e com um dia de lactagao.

. Grupo V1 Grupo V2
Momentos (dias) vin Viv vVon Vov
0 2,61+0,737%%  320+0,60"*  1,03+0,83“® 2,02+0,94 B2
1 1,75+1,24%  3,08+0,70”®  0,59+0,48 “°  1,44+1,04°%°

Médias seguidas de letras maiUsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Os titulos de IgG anti-BRV no soro colostral (momento 0) dos animais
correlacionaram-se de forma positiva e significativa com os titulos de IgG verificados
no soro sanguineo das vacas aos 30 dias pré-parto (r = 0,77; P<0,0001) e com 0s
teores de IgG total verificados por meio da técnica de SDS-PAGE no soro lacteo das
vacas no dia do parto (r = 0,57; P<0,0001).

4.2 Experimento 2:

Embora para alguns dos parametros analisados as diferencas verificadas
entre 0S grupos nao possam ser atribuidas ao tratamento (realizacdo ou ndo de
imunizagdo contra BRV), considerou-se interessante manter as comparagoes entre
0S grupos para que, ao analisar os momentos de manifestacdo de diarreia, fosse
possivel diferenciar alteracdes decorrentes da enfermidade daquelas alteracdes
fisiologicas inerentes ao momento da coleta (influenciadas pela idade dos animais).

Os resultados obtidos sdo mostrados nas Tabelas 15 a 30 e nas Figuras 8 a
21.

4.2.1 Idade de manifestacéo de diarreia
Verificou-se que a média de idade de inicio da manifestacdo de diarreia foi
maior no grupo B1 (10,3 dias e 11 dias nos subgrupos B1ln e Blv, respectivamente),
guando comparado ao grupo B2 (9,7 dias no subgrupo B2n e 8,6 dias no subgrupo
B2v).



40

4.2.2 Leucograma
4.2.2.1 Contagem de leucécitos

A média da contagem de leucdcitos (Tabela 15 e Figura 8) diferiu
significativamente entre grupos apenas no momento 1, quando as maiores médias
foram notadas no subgrupo B2v, com valores menores no subgrupo B2n.

Entre momentos, em todos os subgrupos, exceto no B1n — no qual o aumento
da contagem de leucocitos foi verificado no momento 2 - notou-se aumento da
contagem de leucd6citos no momento 1, quando comparado ao dia do nascimento.
Embora néo tenha sido verificada diferenga significativa, notou-se diminuigdo na
contagem de leucécitos em ambos 0s grupos, do nascimento aos 21 dias de vida.
Foi interessante notar que, aos 30 dias de idade, verificou-se aumento da contagem
dessas células, mais expressivo nos subgrupos Blv e B2v e comparavel aos valores
constatados com 1 dia de idade. As menores contagens de leucdcitos foram
verificadas aos 15 e 21 dias nos subgrupos Blv e B2v, e aos 2, 15 e 21 dias de

idade no subgrupo B2n.

Tabela 15. Média e desvio-padrao da contagem de leucocitos (/pL) de bezerros da
raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo B1l) e ndo vacinadas
(grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos B1ln e B2n) e pluriparas
(subgrupos B1lv e B2v), antes da ingestdo de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21
e 30 dias apo6s o nascimento.

Momentos Grupo B1 Grupo B2
(dias) Bln Blv B2n B2v
0 9.042+2.370"*  9.875+3.146 *®  9.292+2.959 A®  10.058+2.388 "%
1 8.683+2.256 %@  11.208+3.440 “®® 11.058+4.461 "B® 12.300+3.037 *?
2 10.267+5.272 B¢ 8.467+3.015 "B® 7.575+2.999 B®  11.250+4.236 "
7 8.783+4.287 "%  8.767+3.384°®  8.052+2.116 *®  9.708+2.186 "
15 8.450+2.828 A2 7.483+3.210""  7.750+3.049 *°  8.358+3.690 *°
21 7.658+2.314 "%  7.967+2.360"°  7.308+2.475"°  8.142+2.904 *°

30 8.608+2.743 "%  11.308+4.342 "% 8.958+2.570 %  11.592+4.455 ~2

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 8. Contagem de leucécitos (X10°/uL) de bezerros da raca Holandesa, filhos
de vacas vacinadas (grupo B1) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRYV,
primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v),
antes da ingestdo de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apds o
nascimento.

4.2.2.2 Neutroéfilos bastonetes
A contagem de neutréfilos bastonetes avaliada no periodo compreendido
entre antes da ingestao de colostro (momento 0) e com 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apos
0 nascimento, variou de 10 a 181 células/pL no subgrupo B1n, de 0 a 186 células/uL
no subgrupo Blv, de 0 a 140 células/uL no subgrupo B2n e de 0 a 170 células/ pL

no subgrupo B2v.

4.2.2.3 Neutrofilos segmentados

A média da contagem de neutrofilos segmentados (Tabela 16 e Figura 9)
diferiu significativamente entre grupos apenas com 1 e 2 dias de idade. Com 1 dia
de vida, as menores médias foram constatadas no subgrupo Bln, quando
comparado aos subgrupos Blv e B2n, enquanto aos 2 dias de idade, as menores
médias foram notadas nos subgrupos B2n, quando comparado aos subgrupos Bln e
B2v.

Entre momentos, verificou-se maior contagem desse tipo celular com 2 dias
de idade no subgrupo Bln e com 1 dia de vida nos demais subgrupos. Seguiu-se
diminuicdo gradativa da contagem de neutrofilos segmentados chegando as
menores contagens aos 15 e 21 dias em todos os subgrupos. Nos subgrupos Blv e
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B2v, notou-se um novo aumento da contagem de neutréfilos segmentados aos 30

dias de vida.

Tabela 16. Média e desvio-padrdo da contagem de neutrofilos segmentados (/uL)
de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo Bl) e
ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos B1n e B2n)
e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestédo de colostro (0) e 1,
2,7, 15, 21 e 30 dias ap6s o nascimento.

Momentos Grupo B1 Grupo B2
(dias) Bln Blv B2n B2v

0 5.601+1.730 A% 5787+2.391 "% 5003+2.299 A%  4.959+1.840 A*°
1 5.047+1.874 B®° 7.636+3.303 %  7.329+3.574 "%  7.769+2.737 A?
2 7.079+5.047 " 5.634+2.661 “B® 4.070+2.463 B°  6.898+3.466 AP
7 4.055+3.242 A 3.652+1.697 A*°  3.074+1.317 A*°  3.940+1.802 A€
15 2.819+1.585° 2.268+2.290"°  2.410+1.440%°  1.960+863 A%
21 2.645+1.325° 2.186+1.667 °  2.298+1.548 °°  1.582+743 "¢
30 2.994+1.734 ¢ 4.393+2.699 A*°  2.686+1.584 A*°  4.266+3.252 A«

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 9. Contagem de neutrofilos segmentados (/uL) de bezerros da raca
Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo B1) e ndo vacinadas (grupo
B2) contra BRV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas
(subgrupos B1lv e B2v), antes da ingestdo de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21
e 30 dias apds o nascimento.

4.2.2.4 Linfécitos
A contagem de linfocitos (Tabela 17 e Figura 10) nado diferiu

significativamente entre subgrupos em nenhum dos momentos avaliados.
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Entre momentos, verificou-se menor contagem aos 2 dias de vida em ambos

0S grupos, e maior contagem aos 30 dias de idade, também em ambos o0s grupos.

Tabela 17. Média e desvio-padrdo da contagem de linfécitos (/uL) de bezerros da
raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo B1l) e n&do vacinadas
(grupo B2) contra BRYV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas
(subgrupos Blv e B2v), antes da ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21

e 30 dias apds o nascimento.

. Grupo Bl Grupo B2
Momentos (dias) B1n B1y B2 B2y
0 3.375+1.203 A"° 3.993+1.191 %  4.002+1.170 **° 4.799+1.210 ~*
1 3.469+842 A 3.345+865 A% 3.405+1.182 *°  4.046+1.089 A
2 2.954+1.024 *° 2.509+726 *¢ 3.291+707 *° 3.977+1.174
7 4.434+1.087 A® 5.027+2.058 A  4.834+1.111*® 5.549+1.607 *°
15 5.563+1.566 ~* 5.055+1.814 "*°  5.240+1.856 "* 6.204+2.894 A%
21 4.955+1.113 %% 5.686+1.679®  4.902+1.767 "* 6.326+2.384 A%
30 5.500+1.561 " 6.813+2.863"*  6.143+1.306 ** 7.078+2.015"®
Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 10. Contagem de linfécitos (/uL) de bezerros da raca Holandesa, filhos de
vacas vacinadas (grupo B1l) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV,
primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v),
antes da ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias ap6s o
nascimento.

4.2.2.5 Mondcitos
Verificou-se que a contagem de mondcitos no periodo entre antes da ingestao
de colostro (momento 0) e com 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apds o nascimento, variou
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de 5 a 59 células/uL no subgrupo Bln, de 23 a 69 células/pL no subgrupo Blv, de
55 a 124 células/uL no subgrupo B2n e de 100 a 177 células/puL no subgrupo B2v.

4.2.2.6 Eosinéfilos
A contagem de eosindfilos no periodo entre antes da ingestdo de colostro
(momento 0) e com 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apds o nascimento, variou de 18 a 103
células/pL no subgrupo Bln, de 4 a 89 células/uL no subgrupo Blv, de 22 a 70
células/puL no subgrupo B2n e de 63 a 214 células/uL no subgrupo B2v, antes da
ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias ap0s 0 hascimento.

4.2.2.7 Basofilos
A contagem de basoéfilos no periodo entre antes da ingestdo de colostro
(momento 0) e com 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apdés o nascimento, variou de O a 8
células/pL no subgrupo Bln, de 0 a 16 células/pL no subgrupo Blv e de 0 a 19
células/pL no subgrupo B2v, antes da ingestédo de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30
dias apds o nascimento. No subgrupo B2n, néo foi verificada a presenca desse tipo

celular em nenhum dos esfregacos sanguineos avaliados.

4.2.3 Andlises Bioquimicas

4.2.3.1 Gamaglutamiltransferase

A média da atividade sérica de gamaglutamiltransferase (GGT) (Tabela 18 e
Figura 11) diferiu entre grupos com 1 e 2 dias de idade, quando foi maior nas vacas
primiparas (subgrupos Bln e B2n), quando comparadas as vacas pluriparas
(subgrupos Blv e B2v).

Entre momentos, verificou-se que 0os maiores valores médios em ambos 0s
grupos ocorreram apo0s a ingestdo do colostro, com 1 dia de idade. O aumento
verificado na atividade dessa enzima ap0s a ingestdo do colostro, ao compara-la
com a atividade verificada antes da ingestdo, foi de 130 vezes, 116 vezes e 94
vezes nos subgrupos B1n, B1lv e no grupo 2, respectivamente. Apos esse aumento,

a atividade de GGT sérica diminuiu gradativamente até os 30 dias de idade.
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Constatou-se correlagao positiva e significativa entre a atividade de GGT no
soro sanguineo dos bezerros as 24 horas de vida e a atividade dessa enzima no

soro colostral das vacas (r = 0,30; p<0,03).

Tabela 18. Média e desvio-padrao da atividade sérica de gamaglutamiltransferase
(U/L) de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo
B1) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos Bln e
B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestdo de colostro
0 el,2,7,15, 21 e 30 dias apds o nascimento.

. Grupo B1 Grupo B2
Momentos (dias) B1n B1v B2n B2y

0 21,144,777 17,2+4,78°  31,3+215"%  21,1+9,86 /°

1 2.751+1.019 *® 1.997+1.049 ®® 2.933+1.647 ** 1.989+1.280 B2
2 1.511+608 **  856+451 BP 1.691+940 ** 986759 B°

7 538227 A° 293+190 A 649+325 /¢ 4374362 A
15 179+74,5”° 110 +94,0 *° 175+48,9 % 140+88,9 ~°

21 114+46,1 ¢ 72,1459,8 A  120+66,2 9  87,0£50,0 A
30 64,4+222 % 54,8+46,1*° 67,624,940 41,7+16,4 *°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 11. Atividade sérica de gamaglutamiltransferase (U/L) de bezerros da raca
Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo B1) e ndo vacinadas (grupo
B2) contra BRV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas
(subgrupos B1lv e B2v), antes da ingestéo de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21
e 30 dias apds o nascimento.
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4.2.3.2 Proteina total

A média do teor de proteina total (Tabela 19 e Figura 12) ndo diferiu entre
subgrupos apenas ao nascimento, antes da ingestdo do colostro. Constatou-se que
o teor de proteina total foi sempre maior nos bezerros filhos de vacas pluriparas que
nos bezerros filhos de vacas primiparas (exceto aos 21 e 30 dias de idade, quando
nao foi verificada diferenca entre os subgrupos Bln e Blv), e, a0 comparar 0S
grupos vacinado (B1) e ndo vacinado (B2), a concentracdo sérica de proteina total
sempre se mostrou mais elevada nos animais do grupo B1.

Entre momentos, a menor concentracdo de proteina total foi verificada ao
nascimento, enquanto os maiores teores foram notados apés a ingestdo do colostro,
com 1 e 2 dias de idade, em ambos 0s grupos. Constatou-se entdo reducao gradual

da concentracdo sérica de proteina total até os 30 dias de vida.

Tabela 19. Média e desvio-padrdo da concentracdo seérica de proteina total (g/dL)
de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo Bl) e
nao vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos B1n e B2n)
e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestéo de colostro (0) e 1,
2, 7,15, 21 e 30 dias apds o0 nascimento.

. Grupo B1 Grupo B2
Momentos (dias) B1n B1y Bon B2y
0 4,37+0,42 ¢ 4,44+0,51 " 4,04£0,16 *¢  4,41+0,37 A
1 7,84+0,52 82 8 77+1,46 "2 6,79+1,04 €@ 7 73+0,95 B2
2 8,14+0,50 “®* 8,86+1,38 @ 7,2240,95 “®  7,76+0,66 B¢?
7 7,59+0,49 AB2 g8 09+1,21 A° 7,15+0,90 B2 7,53+0,56 “B2
15 6,78+0,69 “®*  7,02+0,99 ~° 6,2610,64 B¢ 6,55+0,67 AB°
21 6,94+0,31 "  6,86+0,76 ~° 5,97+0,65 B 6,21+0,55 ABb°
30 6,62+0,48 "*  6,61+0,54 ~° 5,68+0,48 B¢ 5 74+0,59 B°

Médias seguidas de letras maiUsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 12. Teor sérico de proteina total (g/dL) de bezerros da raca Holandesa,
filhos de vacas vacinadas (grupo B1l) e ndo vacinadas (grupo B2) contra
BRV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e
B2v), antes da ingestdo de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apos o
nascimento.

4.2.3.3 Globulinas

O teor sérico de globulinas (Tabela 20 e Figura 13) diferiu significativamente
entre subgrupos com 1 e 2 dias de idade, sendo sempre maior em bezerros filhos de
vacas pluriparas (subgrupos Blv e B2v) que nos filhos de vacas primiparas
(subgrupos B1n e B2n), e em bezerros filhos de vacas vacinadas (grupo B1), quando
comparados aos filhos de vacas nao vacinadas (grupo B2).

Entre momentos, os menores teores de globulinas foram notados ao
nascimento em ambos 0s grupos, enquanto as maiores concentragcdes séricas foram
constatadas com 1 dia de idade nos subgrupos Blv e B2v e aos 2 dias de vida nos
subgrupos B1ln e B2n. ApGs esse aumento inicial do teor de globulinas, verificou-se
diminuicdo gradual da concentracdo dessa fracao proteica até os 30 dias de idade,
guando foram notados os menores teores.

Constatou-se correlacdo positiva e significativa entre o teor sérico de
proteinas totais e de globulinas nos bezerros (r = 0,99; p<0,0001), bem como entre o
teor de globulinas do soro sanguineo dos bezerros as 24 horas de vida e a
concentracdo de proteina total no soro lacteo das vacas no dia do parto (momento O;
r=0,62; p<0,0001).
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Tabela 20. Média e desvio-padrdo da concentracédo sérica de globulinas (g/dL) de
bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo B1) e néao
vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e
pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestéo de colostro (0) e 1, 2,
7, 15, 21 e 30 dias apds o nascimento.

. Grupo B1 Grupo B2
Momentos (dias) B1n B1v Bon B2y
0 2,20+0,24 *%  2,30+0,42 "° 2,12+0,16 /4 2,33+0,35 "¢
1 5,01+0,59 %2 6,92+1,55 *2 5,08+1,13°* 5,08+0,93 B2
2 6,05+0,55 %2  6,89+1,48 A2 5,37+1,05 5%  590+0,71 B
7 5,23+0,50 “B®  5,86+1,29 AP 5,00+0,95 % 5 34+0,57 ABP
15 4,19+0,65"°  4,60+0,98 “° 4,01+0,63 "  4,29+0,53 A°
21 4,06+0,35"°  4,24+0,73"%  3,67+0,57 **° 3,83+0,40 A
30 3,68+0,41"°  3,92+0,58 A 3,41+0,42 °°  3,47+0,37 A

Médias seguidas de letras mailUsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 13. Teor sérico de globulinas (g/dL) de bezerros da raca Holandesa, filhos
de vacas vacinadas (grupo B1) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV,
primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v),
antes da ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias ap0s o
nascimento.

4.2.3.4 Célcio ionizado
O teor sérico de calcio ionizado (Tabela 21 e Figura 14) deferiu entre
subgrupos com 0, 7, 15 e 21 de idade. De maneira geral, os valores constatados

foram menores no subgrupo B1ln quando comparado ao subgrupo B2n, e, aos 21
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dias de vida, foram também menores no subgrupo Blv, quando comparado ao
subgrupo B2v.

N&o foi verificada diferenca significativa entre momentos no subgrupo B2n.
Constatou-se maior teor sérico de calcio ionizado aos 2 dias de idade no grupo Bl e
com 1 dia de vida no subgrupo B2v, e menores concentracdes dos 7 aos 21 dias de
vida nos subgrupos B1n, aos 21 dias de idade no subgrupo Blv e dos 7 aos 30 dias

de idade no subgrupo B2v.

Tabela 21. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de calcio ionizado
(mMol/L) de bezerros da ragca Holandesa, filhos de vacas vacinadas
(grupo Bl1l) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas
(subgrupos Bl1ln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da
ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apds o nascimento.

. Grupo B1 Grupo B2
Momentos (dias) B1n B1v B2n B2V

0 0,80+0,11 %% 0,84+0,10*®®  0,97+0,14"* 0,91+0,15 "B
1 0,81+0,11 8% 0,87+0,15 "B (0,93+0,16 *®% 0,99+0,14 **
2 0,92+0,10 **  0,96+0,14 "2 0,97+0,22 **  0,88+0,20 A
7 0,75+0,09 ®  0,84+0,08®°  0,98+0,13”%  0,84+0,13 AP
15 0,79+0,11 %  0,77+0,13%°  0,95+0,12”* 0,86+0,12 ABP
21 0,73+0,12 %  0,64+0,11 B¢ 0,94+0,14 "%  0,88+0,11 A%
30 0,79+0,12 “B* 0,71+0,09 5  0,92+0,19”% 0,84+0,13 AP

Médias seguidas de letras mailUsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 14. Teor sérico de célcio ionizado (mMol/L) de bezerros da raca Holandesa,
filhos de vacas vacinadas (grupo B1l) e ndo vacinadas (grupo B2) contra
BRYV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e
B2v), antes da ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apos o
nascimento.
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4.2.3.5 Cloretos
O teor sérico de cloretos variou de 94,7+8,49 mMol/L a 109+5,50 mMol/L nos

quatro subgrupos.

4.2.3.6 So6dio
O teor sérico de sddio variou de 130+7,96 mMol/L a 145+4,89 mMol/L em

ambos 0s grupos.

4.2.3.7 Potassio
O teor sérico de potéassio variou de 4,88+0,63 mMol/L a 5,67+0,37 mMol/L nos

quatro subgrupos.

4.2.3.8 Concentracdes séricas de ureia e creatinina
Os teores séricos de ureia variaram de 17,4+5,58 mg/dL a 40,2+12,8 mg/dL
em ambos 0s grupos.
Os teores séricos de creatinina variaram de 2,64+0,67 mg/dL a 3,28+1,49
mg/dL ao nascimento, a 0,84+0,24 mg/dL a 0,92+0,22 mg/dL aos 30 dias de idade,

nos quatro subgrupos.

4.2.3.9 Imunoglobulina A (IgA) pela técnica de SDS-PAGE

Quanto ao teor sérico de IgA, exceto pelo dia do nascimento, constatou-se
diferenca significativa entre subgrupos em todos os momentos avaliados (Tabela 22
e Figura 15). Com 1 e 2 dias de vida, as concentracdes séricas de IgA foram
maiores no subgrupo Blv, quando comparado ao subgrupo B2v; enquanto que dos
7 aos 30 dias de idade, os teores de IgA foram sempre maiores no grupo B1 que no
grupo B2. Aos 15 dias de vida, verificou-se também que o teor de IgA do subgrupo
B1v foi significativamente maior que aquele do subgrupo B1n.

Entre momentos, constatou-se que o teor dessa imunoglobulina foi menor ao
nascimento e aumentou gradativamente, a partir da ingestédo do colostro, até os 30

dias de vida.



51

Tabela 22. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de imunoglobulina A
(mg/dL) de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo
B1) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos Bln e
B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestdo de colostro

0 el,2,7,15, 21 e 30 dias apds o nascimento.

Momentos (dias) S zh CitipelBz
Bln Blv B2n B2v
0 88,8+12,4"9  91,9+27,8%¢ 78,1+258"% 86,1+26,0
1 200429,1 *B¢  248+64,4"°  141+456°° 170+39,4 °°
2 215+48,6 “B¢  272+80,7°  175+74,3 B 106+43,8 Br°
7 208+48,6 "5  336+74,9”°  194+53,0 “® 251+72,9 BC?
15 317+39,6 5% 382+67,4 7%  240+66,1 ©® 274+81,9 B2
21 349+40,57  379+59,8 4%  232+57,282 2744815 B2
30 36344547  39245357%  234+82,1 52  233+46,4 B°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 15. Teor sérico de imunoglobulina A (mg/dL) de bezerros da raca
Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo B1) e ndo vacinadas (grupo
B2) contra BRV, primiparas (subgrupos B1n e B2n) e pluriparas (subgrupos
Blv e B2v), antes da ingestdo de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias
apos o nascimento.

4.2.3.10 Ceruloplasmina pela técnica de SDS-PAGE
Constatou-se diferenca significativa quanto aos teores séricos de

ceruloplasmina entre subgrupos apenas aos 21 e 30 dias de vida (Tabela 23 e

Figura 16), quando os animais do grupo B2 apresentaram maiores concentracfes

dessa proteina, quando comparados aos bezerros do grupo B1.
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Entre momentos, verificou-se a menor concentragcdo de ceruloplasmina nos
dois primeiros dias de vida em ambos os grupos, e as maiores aos 15 dias de idade

no grupo B1 e aos 30 dias no grupo B2.

Tabela 23. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de ceruloplasmina
(mg/dL) de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo
B1) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos Bln e
B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestdo de colostro
(0)e1, 2,7,15, 21 e 30 dias ap0s o0 nascimento.

Momentos (dias) Grupo B1 Grupo B2
B1ln Blv B2n B2v
0 30,6+4,43%° 32,746,614 29,1+4,734¢ 37,8+11,5 "
1 30,0+7,32 ¢  26,8+7,86"¢ 24,8+585"% 28,0+9,81"°
2 32,948,524 320+12,5%°¢ 32,0£7,15°% 37,0+11,9 A*°
7 39,5+13,7 A%° 34,0+14,3 "9 36,1+8,52 A~ 37,0+14,3 A*°
15 44,6+14,1°%  46,4+16,0* 47,1+8,14 "*° 45,0+16,3 "
21 36,7+8,43 €@ 39 3+12,9 B¢ 57 1+11,6 A8 57,0+21,8°
30 42,6+15,2 83 44 2+16,2 5% 59 0+10,76 ** 57,0+13,3 "

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 16. Teor sérico de ceruloplasmina (mg/dL) de bezerros da raca Holandesa,
filhos de vacas vacinadas (grupo B1l) e ndo vacinadas (grupo B2) contra
BRYV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e
B2v), antes da ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apos o
nascimento.



4.2.3.11 Transferrina pela técnica de SDS-PAGE

O teor sérico de transferrina (Tabela 24 e Figura 17) diferiu significativamente
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entre subgrupos apenas aos 2 e 7 dias de idade, quando a maior concentracao

dessa PFA foi constatada no subgrupo B2v, quando comparado ao subgrupo Blv.

Entre momentos, notou-se 0 maior teor sérico de transferrina aos 7 dias de

idade e 0 menor ao nascimento, em ambos 0S grupos.

Tabela 24. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de transferrina (mg/dL)
de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo Bl) e
ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos B1n e B2n)
e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestédo de colostro (0) e 1,
2,7, 15, 21 e 30 dias apés o nascimento.

Momentos (dias) CECIEE CIlROIE2
Bln Blv B2n B2v
0 205+73,0°%  268+56,6 °°  268+64,8°  344+108 “°
1 353+135 AP 376+81,2 4%  381+120°%*  436+85,1 *°
2 437+109 "B 348+101 B°  445+1107B% 458+72,6 A
7 462+98,9 AB*  413+127°%*  447+151°P*  539+63,5"?
15 410+67,9°%® 3381101 4%¢  346+103 "¢  395+75,5 A°
21 397+65,0 44°  360+51,5”%*  306+73,9 "  339+55,3 A°
30 308+98,6 Y  316+86,8 "  283+88,6°°  328+58,7 "¢

Médias seguidas de letras mailisculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 17. Teor sérico de transferrina (mg/dL) de bezerros da raca Holandesa,
filhos de vacas vacinadas (grupo B1l) e ndo vacinadas (grupo B2) contra
BRYV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e
B2v), antes da ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apds o
nascimento.
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4.2.3.12 Imunoglobulina G (IgG) pela técnica de SDS-PAGE

Ao nascimento e a partir dos 7 dias de vida, ndo foi constatada diferenca
significativa quanto ao teor de IgG entre subgrupos (Tabela 25 e Figura 18). No
entanto, apdés a ingestdo do colostro, o teor dessa imunoglobulina permaneceu
maior nos bezerros do subgrupo Blv, quando comparado aos subgrupos Bln e B2v.

Entre momentos, notou-se menor concentracdo de IgG ao nascimento,
aumento significativo dos seus teores apOs a ingestdo do colostro, seguido por
diminuicdo gradativa das suas concentracfes até os 30 dias de vida em ambos os
grupos.

Verificou-se correlacdo significativa entre os titulos de IgG especifica anti-
BRV no soro colostral das vacas e o teor de IgG aferido pela técnica de SDS-PAGE
no soro sanguineo dos bezerros apés a ingestdo do colostro (momento 1) (r = 0,44;
P<0,0019).

Tabela 25. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de imunoglobulina G
(mg/dL) de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo
B1) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos Bln e
B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestdo de colostro
(0)e1, 2,7, 15, 21 e 30 dias apds o nascimento.

Momentos (dias) Grupo B1 Grupo B2
B1n Blv B2n B2v

0 506+177 *¢  555+189°°  582+97,07°  610+94,0"°

1 3.207+484 82 4.023+945"% 274816795 3.197+643 B2
2 3.254+444 82 38761894 "% 29204561 5% 3.158+551 B2
7 2.541+451 *° 3.022+832"° 2.204+546 B° 2.541+415 AP
15 1.736+349 ¢  2.057+560 "¢ 1.617+289"° 1.745+344 *°
21 1.510+297 A4 1.709+422 A% 1.403+262 A 1.421+258 A
30 1.277+240 7% 1.489+296 A4 1.237+195"9 1.188+196 A

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 18. Teor sérico de imunoglobulina G (mg/dL) de bezerros da raca
Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo B1) e ndo vacinadas (grupo
B2) contra BRV, primiparas (subgrupos B1n e B2n) e pluriparas (subgrupos
Blv e B2v), antes da ingestdo de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias
apos o nascimento.

4.2.3.13 Haptoglobina pela técnica de SDS-PAGE

Ao nascimento, nédo foi verificada diferenca significativa entre grupos quanto
ao teor sérico de haptoglobina (Tabela 26 e Figura 19). Constatou-se diferenca
significativa entre subgrupos a partir de 1 dia de vida, momento no qual foram
verificadas menores concentracdes no subgrupo Blv, quando comparado ao
subgrupo B2v. Nos demais momentos, notou-se diferenga significativa entre
bezerros de vacas primiparas e pluriparas do grupo B1, sendo o teor de
haptoglobina do subgrupo B1v significativamente maior que o subgrupo Bln.

Entre momentos, verificou-se que a menor concentracdo dessa PFA ocorreu
ao nascimento, com aumento gradativo até os 15 dias de vida em ambos os grupos.
Os maiores teores de haptoglobina foram constatados aos 15 dias de idade no

grupo B1 e no subgrupo B2v e aos 7 dias de vida no subgrupo B2n.
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Tabela 26. Média e desvio-padréo da concentragdo sérica de haptoglobina (mg/dL)
de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo Bl) e
ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos B1n e B2n)
e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestédo de colostro (0) e 1,
2,7, 15, 21 e 30 dias apds o nascimento.

Momentos (dias) ClRCIE CllIROIEZ
B1ln Blv B2n B2v
0 5,7142,60 " 7,41+2,24"%  805+1,99°9  9,42+3,07*°
1 9,85+4,99 B  11,3+4,958¢ 13 8+3,8275° 16,8+4,08 A2
2 10,8+6,54 B2 158+6,00 A% 14,8+2,24 "B 17 644,74 A2
7 12,3+4,84 5% 17,1+591 7%  193+2,837%  19,1+3,08 "2
15 13,5¢5,05 5%  19,6+5,50"% 17,9+5,49 ABa 2 5+3 98 A2
21 11,2+3,07 B2 14,243,37 A8 15 7+3 87 ABaC 18 5+2 33 A2
30 9,60+4,43 8%  153+4,894° 18745017 17,7+4,12"2

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 19. Teor sérico de haptoglobina (mg/dL) de bezerros da raca Holandesa,
filhos de vacas vacinadas (grupo B1l) e n&do vacinadas (grupo B2) contra
BRYV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e
B2v), antes da ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apos o
nascimento.

4.2.3.14 a;-glicoproteina acida pela técnica de SDS-PAGE
N&o foi notada diferenca significativa entre subgrupos quanto ao teor de a;-
glicoproteina &cida apenas ao nascimento (Tabela 27 e Figura 20). De maneira
geral, verificou-se que o teor dessa PFA foi maior nos bezerros do grupo B2, quando

comparados aos animais do grupo B1. Com 2 e 21 dias de vida, constatou-se que o
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teor de a;-glicoproteina acida foi significativamente maior no subgrupo B1n, quando
comparado ao subgrupo Blv.

A excecdo do subgrupo Blv, no qual néo foi verificada diferenca significativa
entre momentos, notou-se menor teor de aj-glicoproteina &acida ao nascimento,
sendo que no grupo B2 ndo houve diferenca significativa entre os momentos a partir
do momento 1, e no subgrupo B1ln, o maior teor dessa PFA foi notado aos 2 dias de
idade.

Tabela 27. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de aj-glicoproteina
acida (mg/dL) de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas
(grupo Bl1l) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas
(subgrupos Bl1ln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da
ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias ap0s 0 nascimento.

Momentos (dias) Grupo B1 Grupo B2
Bln Blv B2n B2v
0 3,90+1,67 "¢  3,41+1,68"% 6,45+2,59"  4,98+1,50
1 6,73+2,92 ¢ 8 .83+3,85 5@ 16,1+4,96° 13,8+2,91 A2
2 17,3+22,07%  7,99+5155% 193+452"%  14,2+4,07 "
7 9,10+4,58 B¢ 8 51+4,098 16,0£3,12"% 12,7+3,35 A82
15 10,9+3,23 B¢ 879+3,76 2  19,0+4,10°% 18,944,852
21 14,8+4,40 **  8,67+5,18%% 18,4+3,12"*  18,5+3,86 @
30 12,3+3,47 B°®° 9 79+4,64 “® 21,5+4,36"* 15,8+5,03 "52

Médias seguidas de letras mailisculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 20. Teor sérico de aj-glicoproteina &cida (mg/dL) de bezerros da raca
Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo B1) e ndo vacinadas (grupo
B2) contra BRV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas
(subgrupos B1lv e B2v), antes da ingestéo de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21
e 30 dias ap06s o nascimento.
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4.2.4 Titulos de imunoglobulina G total anti-rotavirus pela técnica de EIE
indireto

Verificou-se diferenca significativa entre grupos no momento 1, quando o0s
bezerros do grupo Bl apresentaram titulos de 1gG especifica anti-rotavirus
significativamente maiores que os animais do grupo B2; essa tendéncia se manteve
até os 30 dias de vida (Tabela 28 e Figura 21). Verificou-se também que, no decorrer
do periodo experimental, os titulos de IgG anti-BRV foram maiores em bezerros
filhos de vacas pluriparas (subgrupos Blv e B2v), quando comparados aos filhos de
vacas primiparas (subgrupos Bln e B2n). Aos dois e a partir dos quinze dias de
idade, ndo foi constatada influéncia do namero de partos da vaca sobre esse
parametro em nenhum dos subgrupos estudados.

Entre momentos, notou-se aumento significativo dos titulos séricos de IgG
apos a ingestdo do colostro, seguido por diminuicdo gradativa desse parametro até
os 30 dias de vida, em ambos 0s grupos.

Os titulos de IgG sérico nos bezerros apos a ingestdo do colostro
correlacionaram-se de forma positiva e significativa com os titulos de IgG sérico das
vacas no dia do parto (r = 0,57; P<0,0001) e com os titulos de IgG no soro colostral
verificados no dia do parto (r = 0,76; P<0,0001).

Tabela 28. Média e desvio-padrdo dos titulos séricos de imunoglobulina G
especifica anti-rotavirus (valor A/P) de bezerros da raca Holandesa,
filhos de vacas vacinadas (grupo B1l) e ndo vacinadas (grupo B2) contra
BRYV, primiparas (subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e
B2v), antes da ingestao de colostro (0) e 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias apés o

nascimento.
: Grupo B1 Grupo B2
Momentos (dias) B1n B1v Bon Bov
0 00,01 A@ 0+0,01 A -0,01+04°  -0,01+0,01 *°
1 1,38+0,50 38 1,74+0,37"* 0,38+0,10°* 0,76+0,24 <@
2 1,35+0,50**  1,69+0,32°®  0,41+0,09 %% 0,75+0,24 B2
7 1,24+0,46 A 1,49+0,55 %  0,29+0,06 ® 0,66+0,19 B
15 1,15+0,41 43¢ 1,49+0,43** 0,27+0,07 % 0,55+0,23 Ba°
21 1,09+0,41 A*°  1,30+0,42 A  0,25+0,05 B* 0,53+0,22 B
30 0,92+0,43"°  1,16+0,40 *° 0,18+0,05 %% 0,41+0,20 B°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 21. Titulos séricos de imunoglobulina G especifica anti-rotavirus (valor
A/P) de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas (grupo
B1) e ndo vacinadas (grupo B2) contra BRV, primiparas (subgrupos Bln e
B2n) e pluriparas (subgrupos Blv e B2v), antes da ingestdo de colostro
(0)e1, 2,7, 15, 21 e 30 dias apds o nascimento.

4.2.5 Avaliagédo das fezes dos bezerros

4.2.5.1 Escore

Constatou-se que, do total de 330 amostras de fezes coletadas entre o
nascimento e 30 dias de vida dos bezerros, 307 (93%) apresentavam consisténcia
normal (escores O e 1), 16 (4,85%) apresentavam escore 2 (fezes semiliquidas) e 7
(2,12%) apresentavam escore 3 (fezes liquidas) (Tabela 29).

N&o foi notada diferenca significativa entre grupos quanto ao escore das
fezes. O menor escore foi registrado no dia do nascimento (momento 0), sem
diferenca significativa entre os demais momentos.

Das amostras coletadas entre 0 e 7 dias de vida (n=190), foram
contabilizadas como diarreicas apenas amostras coletadas aos 7 dias de idade, uma
vez que, com 1 e 2 dias, os quadros diarreicos observados decorreram da ingestao
de grandes volumes de colostro. Nesse periodo, constatou-se que 182 amostras
(95,8%) apresentaram escore 1, 4 amostras (2,11%) apresentaram escore 2 e 4
amostras (2,11%) apresentaram escore 3. Dentre as amostras coletadas na segunda
semana de vida (n=46), 40 (87%) apresentaram escore 1, 5 (10,9%) apresentaram

escore 2 e 1 (2,17%) apresentou escore 3. Das amostras coletadas na terceira
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semana de vida (n=47), 43 (91,5%) apresentaram escore 1, 3 (6,38%) apresentaram
escore 2 e 1 (2,13%) apresentou escore 3. Ja das 47 amostras coletadas na quarta
semana de vida, 42 (89,4%) apresentaram escore 1, 4 (8,51%) apresentaram escore

2 e 1 (2,13%) apresentou escore 3.

Tabela 29. Caracteristicas das fezes e percentual de amostras normais e diarreicas
coletadas de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas vacinadas
(Grupo Bl) e nao vacinadas (Grupo B2) contra BRV, primiparas
(Subgrupos Bln e B2n) e pluriparas (Subgrupos Blv e B2v), do
nascimento aos 30 dias de idade.

Grupo B1 Grupo B2 Total de
Fezes Subgrupo Bln Subgrupo Blv Subgrupo B2n Subgrupo B2v amostras
n % n % n % n % n %
Normais 80 95,24 78 92,86 73 90,12 76 93,83 307 93,03
Diarreicas 4 4,76 6 7,14 8 9,88 5 6,17 23 6,97
Total 84 100 84 100 81 100 81 100 330 100

4.2.5.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida para deteccdo de rotavirus
nas fezes

Avaliando-se em conjunto os resultados do escore e da deteccao de rotavirus
nas fezes, verificou-se que nenhuma amostra positiva para esse agente foi
encontrada nos animais com até 7 dias de idade. Do total de amostras de fezes
coletadas antes da ingestdo do colostro e com 1, 2, 7, 15, 21 e 30 dias de vida
(n=330), 11 (3,33%) foram positivas para rotavirus, essas amostras foram coletadas
de 8 animais diferentes, sendo encontradas amostras positivas em bezerros de
todos os subgrupos [B1n (n=1), Blv (n=7), B2n (n=1) e B2v (n=2)]. As amostras
positivas para a deteccdo de rotavirus foram encontradas tanto em fezes de
consisténcia normal (n=3) quanto em fezes de consisténcia diarreica (n=8).

Com relacédo a faixa etaria, os animais que eliminaram rotavirus nas fezes
apresentavam de 10 a 30 dias de idade, sendo 4 bezerros positivos na segunda
semana de vida (50%), 3 bezerros na terceira semana de vida (37,5%) e um bezerro
na quarta semana de vida (12,5%).

Ha de se levar em consideracdo a diferenca marcante na metodologia dos
levantamentos de ocorréncia da diarreia por rotavirus em propriedades rurais
guando comparados ao presente estudo, uma vez que, em geral, o

acompanhamento de um mesmo animal ndo é realizado por um periodo prolongado,
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0 que impede também a verificagdo do niumero de dias de eliminacdo do virus nas

fezes dos bezerros acometidos em condicdes de campo.

4.2.5.3 Reacdo em cadeia da polimerase precedida de retrotranscrigcéo
(RT-PCR) e genotipagem para determinagdo da estirpe de rotavirus circulante
De onze amostras analisadas por meio da RT-PCR, obteve-se um total de
nove amostras positivas tendo como alvo o gene VP4 e sete amostras positivas
tendo como alvo o gene VP7. Em uma das amostras analisadas ndo foi possivel
obter quaisquer amplificagbes utilizando os primers descritos no Quadro 5, tendo
sido elas todas testadas por duas vezes, em momentos diferentes e partindo-se de
novas extracbes de RNA, cujos controles positivos e negativos funcionaram de
acordo com o esperado.
O gendtipo verificado na propriedade que realizava vacinacao contra rotavirus

foi G6P[11], e na propriedade que nao realizava vacinacéao foi G6P[5] (Tabela 30).

Tabela 30. Resultado da andlise da reacdo em cadeia da polimerase precedida
por retro-transcricdo (RT-PCR) e do sequenciamento nas fezes
positivas para rotavirus pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE), de bezerros da raca Holandesa, filhos de vacas
vacinadas (Grupo B1) e ndo vacinadas (Grupos B2) contra BRYV,
primiparas (Subgrupos B1n e B2n) e pluriparas (Subgrupos Blv e B2v).

N°de
N‘J de ik A .
. o Idade dias* de Consisténcia RT-PCR Resultado do
SUBIL a:)n;ms:)ss (dias) manifestacéo das fezes sequenciamento
p de diarreia VP4 VP7
Bin 1 15 2(5*) Normal® H+ G6P[11]
4 10 4(6*%) Diarreica” +/+ +/+ G6P[11]
11 3(6*) Diarreica’ 4+ G6P[11]
Blv 15 2(4*) Diarreica’ A+ G6P[11]
18 2(7*) Diarreica’/  ++  ++ G6P[11]
normal®
B2n 1 14 3(6**) Diarreica#: +/+ +/+ GGP[5]
2 11 4(6™) Diarreica’ +- +- -
B2v 30 4(6**) Diarreica’ +H+ A+ G6P[5]

+/+: RT-PCR mostrou bandas positivas fortes, que possibilitaram um bom sequenciamento.

+/-: RT-PCR mostrou bandas positivas fracas, que permites o diagnéstico como positivo, mas ndo um bom sequenciamento.
*Consecutivos ou nao

*NUmero total de dias de acompanhamento da manifestagéo de diarreia, incluindo dois dias consecutivos de eliminacéo de
fezes normais ao final do curso da enfermidade.

§ Escore das fezes: 1 (fezes pastosas); # 2 (fezes semiliquidas); T 3 (fezes liquidas)
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4.3 Experimento 3:

Realizou-se coleta de sangue e fezes diariamente no decorrer do periodo de
manifestacdo de diarreia nos bezerros dos grupos Bl e B2. Convencionou-se
realizar as coletas por dois dias apos o término da manifestacdo clinica, ou seja,
apoOs dois dias consecutivos de fezes com escore normal (0 e 1), a coleta de
amostras era interrompida, mas mantinha-se a observacdo diaria quanto a
manifestacdo de alteracfes clinicas. Os resultados encontrados nesse periodo séo
mostrados nas Tabelas 31 a 49 (A e B) e nas Figuras 22 a 26 (A e B).

Ap6s o término da coleta das amostras e o inicio das analises laboratoriais,
optou-se por realocar esses bezerros em grupos de acordo com a ocorréncia de
diarreia, assim como alocar em grupos distintos animais com fezes positivas e
negativas para rotavirus.

As Tabelas foram elaboradas de acordo com as condi¢cdes de coleta, ou seja,
os dados relativos as amostras coletadas em momentos pré-estabelecidos (0, 1, 2,
7, 15, 21 e 30 dias de idade) sdo mostrados na Tabela nA, enquanto os dados
relativos as coletas realizadas no decorrer da manifestacdo de diarreia sao
mostrados na Tabela nB. As Figuras foram submetidas ao mesmo procedimento.

O primeiro dia de manifestacdo de diarreia, independente da idade do
bezerro, foi considerado como momento 1, e assim sucessivamente. O Quadro 7
mostra 0 numero de animais por momento, nos grupos B e C (bezerros que
manifestaram diarreia cujas fezes foram negativas e positivas para rotavirus,

respectivamente).

Quadro 7. Numero de bezerros da raca Holandesa cujas fezes foram negativas
(grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do primeiro ao sétimo dias
de manifestacao de diarreia.

Grupos
Momentos B C
1 (n=8) (n=28)
2 (n=8) (n=8)
3 (n=8) (n=28)
4 (n=8) (n=7)
5 (n=4) (n =6)
6 (n=3) (n=5)
7 (n=2) (n=1)
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4.3.1 Idade de manifestacéo de diarreia
A média ajustada por minimos quadrados da idade de manifestacdo de
diarreia nao diferiu significativamente entre os grupos B e C. Os valores encontrados
situaram-se entre 10,4 e 16,4 dias de idade no grupo B e entre 10,3 e 16,3 dias de
vida (do primeiro ao sétimo dias de manifestacdo de diarreia, respectivamente). E
interessante notar que a manifestacdo de diarreia ocorreu, em meédia, no periodo

compreendido entre as coletas dos 7 e 15 dias de idade.

4.3.2 Leucograma

4.3.2.1 Contagem de leucécitos

N&o foi verificada diferenca significativa entre grupos quanto a contagem de
leucécitos (Tabela 31A). Constatou-se diferenca significativa entre momentos
apenas no grupo A, no qual a maior contagem desse tipo celular foi observada aos 2
dias, e a menor aos 15 dias de vida.

Embora sem diferenca significativa, verificou-se que a contagem de leucdcitos
em bezerros do grupo C foi maior aos 7 dias de vida quando comparada aos grupos
A e B, enquanto aos 30 dias de vida, a contagem desse tipo celular foi menor no

grupo de animais infectados por rotavirus, quando comparado aos demais grupos.

Tabela 31A. Média e desvio-padrdo da contagem de leucécitos (/uL) de bezerros
da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer do
primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse
periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos
para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 9.280+3.860 " 9.260+2.490 "@ 9.230+2.380 "@
1 11.340+3.940 A2 11.200+1.760 A2 10.410+3.670 @
2 11.150+6.160 ~2° 8.740+2.530 "2 8.960+3.790 "@
7 7.870+1.660 A% 8.840+2.840 "2 10.310+3.570 @
15 7.250+2.790 AP 7.680+2.490 "2 8.830+4.750 "@
21 8.060+1.660 % 7.500+1.330 @ 8.400+3.7500 "2

30 11.090+3.440 A2 10.790+4.690 *2 9.660+3.010 “@

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ha mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Constatou-se diferenca significativa na contagem de leucdécitos apenas no
primeiro dia de manifestacdo de diarreia, quando a contagem verificada no grupo B

foi menor que a do grupo C (Tabela 31B).

Tabela 31B. Média ajustada por minimos quadrados da contagem de leucdécitos
(/uL) de bezerros da raca Holandesa cujas fezes foram negativas (grupo
B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do primeiro ao sétimo dias de
manifestacdo de diarreia.

Grupos
Momentos B C
1 8.4258 11.488 A
2 7.600 A 9.725 A
3 7.975 4 9.475 %
4 7.450 A 9.343 A
5 7.756 A 9.208 A
6 8.427 A 8.548 A
7 7.256 4 11.664 *

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

4.3.2.2 Neutrofilos bastonetes

A contagem de neutrofilos bastonetes dos bezerros da raca Holandesa que
nao manifestaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida (grupo A) variou de 0
a 77 células/uL, dos bezerros que apresentaram diarreia no decorrer do primeiro
més de vida, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo B)
variou de 0 a 254 células/uL, e dos bezerros que apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida, sendo positivos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo C), variou de 0 a 281 células/pL.

Nos momentos de manifestacdo de diarreia, a contagem desse tipo celular

variou de 0 a 54 células/pL no grupo B e de 0 a 323 células/puL no grupo C.

4.3.2.3 Neutrofilos segmentados
A contagem de neutrdéfilos segmentados néo diferiu significativamente entre
grupos, do nascimento aos 30 dias de vida (Tabela 32).
Entre momentos, verificou-se que a maior contagem ocorreu no segundo dia

de vida no grupo A e no primeiro dia de vida nos grupos B e C, com diminui¢cdo
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subsequente da contagem desse tipo celular até os 30 dias de vida, com menores

contagens aos 15 dias de vida nos grupos A e B e aos 21 dias no grupo C.

Tabela 32. Média e desvio-padrdo da contagem de neutrofilos segmentados (/uL)
de bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no
decorrer do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia
nesse periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas
fezes (grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo
positivos para a deteccédo de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 4.568+2.315 A% 5.382+1.892 A% 4.770+2.067 "3
1 7.652+3.845 A2 7.319+1.931 7@ 6.318+2.822 A2
2 7.711+5.267 A2 5.597+2.540 A% 5.418+3.030 A%
7 2.941+1.141 *° 3.655+1.026 A*°  4.255+2.037 A3C
15 2.037+1.658 A° 1.977+963 /¢ 2.372+1.504 A°°
21 2.157+1.056 *° 1.995+513 A° 1.984+1.108 ~°
30 4.120+2.484 *° 3.837+1.773 A° 2.658+1.817 A°°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Nao foi verificada diferenca significativa entre os grupos B e C quanto a
contagem de neutrofilos segmentados no periodo de manifestacdo de diarreia. Os
valores da média ajustada por minimos quadrados constatados no grupo B variaram
de 3.101 células/pL no primeiro dia de manifestacdo de diarreia a 1.968 células/pL
no sétimo dia, e de 3.999 células/uL no primeiro dia de manifestacédo de diarreia a

2.224 células/puL no sétimo dia no grupo C.

4.3.2.4 Linfécitos
N&o foi constatada diferenca significativa entre as médias da contagem de
linfécitos entre grupos (Tabela 33A).
Entre momentos, verificou-se aumento gradativo das contagens desse tipo
celular, com valores menores observados aos 2 dias de idade, e valores maiores aos

30 dias em todos 0s grupos.
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Tabela 33A. Média e desvio-padrao da contagem de linfocitos (/uL) de bezerros da
raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer do primeiro
més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse periodo, mas
foram negativos para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo B) e que
apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos para a deteccao
de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 4.564+1.567 A 3.753+1.133 Ab° 4.307+1.216 A°°
1 3.540+926 A° 3.724+672 Ab° 3.778+1.247 A°
2 3.251+1.822 A° 2.751+523 A° 3.292+1.133 ¢
7 4.828+1.063 A*° 5.064+2.103 A% 5.708+2.088 A%
15 5.130+1.250 ¢ 5.508+1.547 A% 6.272+3.551 A2
21 5.707+1.329 AaP 5.401+1.272 A% 6.256+2.768 A2
30 6.860+1.876 @ 6.818+3.076 @ 6.896+2.418 @

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais ha mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Verificou-se diferenca significativa na contagem de linfGcitos entre os grupos
B e C no primeiro dia de manifestacao de diarreia (Tabela 33B), quando a contagem
do grupo B foi menor que a do Grupo C. Apesar da auséncia de diferenca

estatistica, essa tendéncia se manteve por todo o periodo de observacéo.

Tabela 33B. Média ajustada por minimos quadrados da contagem de linfocitos
(/L) de bezerros da raca Holandesa cujas fezes foram negativas (grupo
B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do primeiro ao sétimo dias de
manifestacdo de diarreia.

Grupos
Momentos B c
1 5.155 B 7.065 4
2 5.424 * 6.288 A
3 5.650 A 5.928 A
4 5.053 4 5.630 4
5 5.862 A 5.444 A
6 5.582 4 6.114 4
7 5.246 A 6.429 A

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

4.3.2.5 Mondcitos
A contagem de mondcitos dos bezerros da raca Holandesa que néo

manifestaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida (grupo A) variou de 40 a
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113 células/uL, de bezerros que apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més
de vida, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo B)
variou de 30 a 104 células/uL, e de bezerros que apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida, sendo positivos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo C) variou de 43 a 91 células/pL.

Nos momentos de manifestacdo de diarreia, a contagem desse tipo celular

variou de 0 a 92 células/uL no grupo B e de 28 a 127 células/pL no grupo C.

4.3.2.6 Eosinofilos

A contagem de eosindfilos dos bezerros da raca Holandesa que nao
manifestaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida (grupo A) variou de 20 a
73 células/uL, de bezerros que apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més
de vida, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo B)
variou de 8 a 64 células/pL, e de bezerros que apresentaram diarreia no decorrer do
primeiro més de vida, sendo positivos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo
C) variou de 10 a 132 células/pL.

Nos momentos de manifestacdo de diarreia, a contagem de eosindéfilos variou

de 0 a 77 células/uL no grupo B e de 0 a 54 células/pL no grupo C.

4.3.2.7 Basofilos

Ndo foram encontrados basofilos nos esfregacos sanguineos dos bezerros
gue nao manifestaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida (grupo A) em
nenhum dos momentos estudados. A contagem de basofilos dos bezerros da raca
Holandesa que apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida, mas
foram negativos para a detec¢do de rotavirus nas fezes (grupo B) variou de 0 a 15
células/pL, de bezerros que apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més de
vida, sendo positivos para a detec¢do de rotavirus nas fezes (grupo C) variou de 0 a
9 células/pL.

Nos momentos de manifestacdo de diarreia, a contagem desse tipo celular
variou de 0 a 17 células/pL no grupo B; ja no grupo C nao foram encontrados

basofilos nos esfregacos sanguineos avaliados.
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4.3.3 Anédlises Bioquimicas

4.3.3.1 Gamaglutamiltransferase

N&o foi constatada diferenca significativa entre grupos quanto a atividade de
gamaglutamiltransferase (GGT) ao nascimento, antes da ingestdo do colostro.
Verificou-se diferenca significativa entre grupos apenas com um dia de vida, quando
a média da atividade de GGT (Tabela 34A e Figura 22) foi significativamente menor
nos bezerros do grupo C, quando comparado aos demais grupos. Nos demais
momentos, ndo foi constatada diferenca entre grupos, embora a atividade dessa
enzima tenha se mantido menor nos animais do grupo C quando comparado aos
demais grupos.

Entre momentos, em todos 0s grupos a maior atividade dessa enzima foi
notada com 1 dia de vida, apds a ingestédo do colostro, e a atividade sérica de GGT

diminuiu gradativamente até os 30 dias de vida.

Tabela  34A. Média e desvio-padrdo da  atividade sérica de
gamaglutamiltransferase (U/L) de bezerros da raca Holandesa que néo
apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida (grupo A),
gue apresentaram diarreia nesse periodo, mas foram negativos para a
deteccado de rotavirus nas fezes (grupo B) e que apresentaram diarreia
nesse periodo, sendo positivos para a deteccdo de rotavirus nas fezes

(grupo C).
. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 23,9+10,4 *° 15,3+4,10 *° 18,245,72 *°
1 2.555+1.388 @ 2.311+913 A2 1.721+547 B2
2 1.226+903 A° 1.272+394 A° 769+307 AP
7 3724206 A° 532+336 A° 305+154 APC
15 127+68,0 A° 189+91,0 ~° 08,0+47,0 A°
21 106+88,0 A° 119+60,0 ~° 70,2+30,4 A°
30 46,9+18,0 ~° 66+28,4 A° 62,1+49,4 A°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 22. Atividade sérica de gamaglutamiltransferase (U/L) de bezerros da raca
Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més de
vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse periodo, mas foram
negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo B) e que
apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos para a deteccédo de
rotavirus nas fezes (grupo C).

Constatou-se diferenca significativa entre os grupos B e C no primeiro dia de
manifestacdo de diarreia, quando a atividade de GGT verificada no grupo B foi
significativamente maior que nos animais do grupo C (Tabela 34B). N&o foi

verificada diferenca entre grupos nos demais momentos.

Tabela 34B. Média ajustada por minimos quadrados da atividade de
gamaglutamiltransferase (U/L) de bezerros da raca Holandesa cujas
fezes foram negativas (grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus,
do primeiro ao sétimo dias de manifestacéo de diarreia.

Grupos
Momentos B c
1 417 4 218°
2 259 A 164 A
3 2354 1414
4 216 # 129 A
5 1534 129 A
6 186 A 1234
7 1304 124 A

Médias seguidas de letras mailisculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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4.3.3.2 Proteina total
N&o foi notada diferenca significativa entre grupos quanto ao teor sérico de
proteina total no periodo avaliado (Tabela 35A), embora os teores verificados no
grupo C sejam menores que os dos demais grupos em todos 0s momentos.
Entre momentos, verificou-se menor concentracdo de proteina total antes da
ingestao do colostro (momento 0), seguida por aumento significativo com 1 e 2 dias

de vida, e entéo, diminuicdo gradual até os 30 dias de idade nos grupos A, B e C.

Tabela 35A. Média e desvio-padrao da concentracdo sérica de proteina total (g/dL)
de bezerros da raca Holandesa que n&do apresentaram diarreia no
decorrer do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia
nesse periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas
fezes (grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo
positivos para a deteccédo de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 4,2610,32 *° 4,29+0,64 *° 4,34+0,21 *°
1 8,20+1,31 " 8,52+1,55 A 7,66+0,83 @
2 8,25+1,25 A2 8,82+1,29 A2 7,73+0,80 *?
7 7,79+1,24 A2 7,98+1,07 AP 7,31+0,75 @
15 6,91+0,92 AP 7,200,095 A° 6,41+0,52 AP
21 6,67+0,01 ~° 6,75+0,90 A 6,31+0,52 AP
30 6,20+0,83 AP 6,42+0,84 A 6,12+0,36 "°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Embora apenas no segundo dia de manifestacdo de diarreia o teor de
proteina total (Tabela 35B) verificado tenha sido significativamente maior no grupo B
guando comparado ao grupo C, é interessante notar que essa tendéncia se manteve

em todos os momentos avaliados.
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Tabela 35B. Média ajustada por minimos quadrados da concentracdo de proteina
total (g/dL) de bezerros da raca Holandesa cujas fezes foram negativas
(grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do primeiro ao sétimo
dias de manifestacao de diarreia.

Grupos
Momentos B C
1 7,67% 7,29 A
2 7,634 7,018
3 7,254 6,86 "
4 7,184 6,53
5 6,07 A 6,55 "
6 7,08 % 6,45 "
7 6,77 % 6,26 *

Médias seguidas de letras maiUsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

4.3.3.3 Globulinas

Notou-se diferenca entre grupos quanto aos teores séricos de globulinas aos
2 dias de idade (Tabela 36A), quando o valor verificado no grupo C foi
significativamente menor que aquele apresentado pelos grupos A e B. Esse fato
também foi verificado no momento 1, embora sem diferenca significativa entre
grupos.

Entre momentos, constatou-se que o teor sérico de globulinas aumentou
significativamente apds a ingestdo do colostro, sendo verificadas maiores
concentracfes com 1 e 2 dias de vida nos grupos A e B e com 1 dia de vida no
grupo C. O teor dessa fracdo proteica diminuiu gradativamente até os 30 dias de

vida nos trés grupos.
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Tabela 36A. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de globulinas (g/dL) de
bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse
periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos

para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 2,22+0,29 ¢ 2,19+0,57 ¢ 2,32+0,22 Ad
1 6,50+1,33 "2 6,74+1,60 *2 5,77+0,82 A2
2 6,40+1,28 AB2 6,08+1,31 @ 5,68+0,76 5%
7 5,64+1,27 AP 5,78+1,11 4" 5,03+0,70 *°
15 4,57+0,85 ~° 4,76+0,86 ~° 4,03+0,53 A°
21 4,16+0,70 A 4,26+0,72 " 3,72+0,37 /¢
30 3,74+0,55 A 3,87+0,64 A 3,45+0,38 A°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ha mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Constatou-se diferenca significativa entre os teores de globulinas dos

bezerros dos grupos B e C (Tabela 36B e Figura 23), do primeiro ao quinto dias de

manifestacdo de diarreia, sendo os valores verificados no grupo B significativamente

maiores que agueles apresentados pelos bezerros do grupo C.

Tabela 36B. Média ajustada por minimos quadrados da concentracéo de globulinas
(g/dL) de bezerros da ragca Holandesa cujas fezes foram negativas
(grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do primeiro ao sétimo
dias de manifestacao de diarreia.

Grupos
Momentos B C
1 531" 4,835
2 5,24 A 4,55°
3 4,914 4,48 °
4 4,834 4,198
5 4,62 A 4,038
6 4,68 " 4,074
7 4,41 A 4,02 A

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 23. Teor sérico de globulinas (g/dL) de bezerros da raca Holandesa cujas
fezes foram negativas (grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do
primeiro ao sétimo dias de manifestacao de diarreia.

4.3.3.4 Célcio ionizado

N&o foi notada diferenca significativa quanto as médias do teor sérico de
célcio ionizado entre grupos, e os valores verificados variaram de 0,74+0,10 mMol/L
a 0,96+0,13 mMol/L.

No periodo de manifestacdo de diarreia, os valores de célcio ionizado
constatados variaram de 0,81 a 0,92 mMol/L no grupo B e de 0,72 a 0,99 mMol/L no
grupo C. Verificou-se diferenca significativa entre esses grupos apenas no primeiro
dia de manifestacdo de diarreia, quando o valor apresentado pelo grupo B (0,91

mMol/L) foi significativamente maior que o constatado no grupo C (0,72 mMol/L).

4.3.3.5 Cloretos
Constatou-se diferenca significativa entre grupos quanto as medias do teor
sérico de cloretos (Tabela 37A) ao nascimento, quando o valor apresentado pelo
grupo A foi maior que aquele notado no grupo C. Nos demais momentos, ndo foi
verificada diferenca entre grupos.
Apenas no grupo C foi notada diferenca significativa entre momentos, sendo a
maior concentracao sérica de cloretos verificada aos 21 e 30 dias e a menor aos 7

dias de vida.
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Tabela 37A. Média e desvio-padrao da concentracao sérica de cloretos (mMol/L) de
bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse
periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos

para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 108+8,10 *° 104+10,28 “Ba 92,8+8,16 5%
1 106+9,99 #2 99,1+11,3 A2 95,4+8,47 "%
2 102+8,87 A2 99,2+9,40 A2 93,9+10,2 A%
7 10149,26 A2 100+10,1 A2 90,6+7,11 AP
15 107+9,23 A2 102+10,3 A@ 99,3+5,85 A
21 105+10,7 "2 99,0+7,85 "2 100+9,91 "2
30 102+16,3 2 96,6+8,40 A2 101+8,04 "2

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Apesar de apenas no segundo dia de manifestacéo de diarreia ter sido notada
diferenca significativa entre os grupos B e C quanto a concentracdo sérica de
cloretos (Tabela 37B), essa tendéncia se manteve desde o primeiro até o quarto dias
de manifestagéo de diarreia, quando o teor apresentado pelos bezerros do grupo B

foi significativamente maior que aquele constatado nos animais do grupo C.

Tabela 37B. Média ajustada por minimos quadrados da concentracdo de cloretos
(mMol/L) de bezerros da raga Holandesa cujas fezes foram negativas
(grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do primeiro ao sétimo
dias de manifestacao de diarreia.

Grupos
Momentos B C
1 99,7 # 94,94
2 1014 93,78
3 102 A 95,94
4 102 4 96,2 A
5 97,24 99,2 A
6 102 4 98,94
7 93,54 1124

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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4.3.3.6 Sodio
Ao nascimento, notou-se menor teor sérico de soédio no grupo C, quando
comparado aos demais grupos; ja aos 7 dias de idade a maior concentracdo de
sédio foi constatada no grupo B a menor no grupo C (Tabela 38).
Apenas no grupo C foi verificada diferenca significativa entre momentos, com

menor teor sérico de sodio ao nascimento e maior com um dia de vida.

Tabela 38. Média e desvio-padrédo da concentracdo sérica de sédio (mMol/L) de
bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse
periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos
para a detec¢do de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 140+5,38 A2 139+4,93 2 132+11,2 BP
1 141+2,82 A2 141+6,83 A2 141+5,06 *2
2 142+6,81 "2 140+5,36 2 139+4,53 @b
7 137+3,20 AB2 142+7,21 A2 135+4,96 B2
15 136+2,60 2 136+6,16 2 136+4,37 AP
21 142+13,5 2 136+3,23 A2 138+2,82 Aab
30 135+5,37 2 136+4,61 A2 137+2,92 A%

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ha mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

N&o foi verificada diferenca significativa quanto a concentragdo sérica de
sédio entre os grupos B e C em nenhum dos momentos avaliados. As médias
ajustadas por minimos quadrados constatadas variaram de 131 a 137 mMol/L no
Grupo B e de 132 a 137 mMol/L no Grupo C.

4.3.3.7 Potassio
Verificou-se diferenca significativa entre grupos quanto ao teor seérico de
potassio apenas ao nascimento (Tabela 39A), quando as médias dos grupos B e C
foram significativamente menores que aquela do grupo A.
N&o foi notada diferenca significativa entre momentos no grupo A. Ja nos
grupos B e C, o maior teor sérico de potassio foi constatado aos 7 dias de idade e o

menor ao nascimento (momento 0).
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Tabela 39A. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de potassio (mMol/L)
de bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no
decorrer do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia
nesse periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas
fezes (grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo
positivos para a deteccédo de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 5,51+0,74 @ 4,96+0,36 ° 4,64+0,49 B°
1 4,98+0,29 @ 5,33+0,82 "% 5,19+0,64 "%
2 5,10+0,60 "2 5,15+0,38 A% 5,16+0,32 A%
7 5,55+0,33 A2 5,81+0,39 *2 5,43+0,40 *2
15 5,33+0,56 "2 5,45+0,36 A2 5,23+0,38 A%
21 5,31+0,33 @ 5,09+0,32 AP 5,00+0,25 A%
30 5,16+0,45 A2 5,0620,25 A° 5,25+0,30 A

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ha mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Apenas no quarto dia de manifestacdo de diarreia foi notada diferenca

significativa entre os teores médios de potassio ajustados por minimos quadrados

dos grupos B e C (Tabela 39B), quando o valor verificado no grupo B foi maior que

aquele constatado no grupo C.

Tabela 39B. Média ajustada por minimos quadrados da concentracdo de potassio
(mMol/L) de bezerros da raga Holandesa cujas fezes foram negativas
(grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do primeiro ao sétimo
dias de manifestacao de diarreia.

Grupos
Momentos B C
1 5,58 4 5,58 A
2 5234 5534
3 5284 5,08 4
4 5,48 4 4,858
5 5,26~ 5,384
6 5,494 5,06~
7 5174 4,844

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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4.3.3.8 Concentracdo sérica de ureia e creatinina
As médias do teor sérico de ureia foram significativamente menores nos
bezerros do grupo C aos 2 e 7 dias de vida, quando comparados ao grupo B (Tabela
40).
Entre momentos, notou-se maior concentracdo desse metabdlito aos 2 dias
de idade e menor ao nascimento nos grupos A e B; ndo foi verificada diferenca

significativa entre momentos no grupo C.

Tabela 40. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de ureia (mg/dL) de
bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse
periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos
para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 20,8+9,93 A° 25,4+8,02 A 23,1+7,35 7@
1 27,9+8,10 A% 29,1+12,2 AP 24,9+7,02 "
2 38,3+9,49 "B2 43,2+16,3 2 30,6+9,94 B2
7 25,0+3,44 "B 32,6+10,0 A% 22,0+8,40 B2
15 30,3+11,5 A% 31,2+11,5 A% 28,6+4,79 A2
21 30,5+4,38 A% 32,4+7,27 "% 31,0+6,26 @
30 23,4+3,00 *° 29,0+5,28 AP 25,6+9,89 @

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minsculas iguais na mesma coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A concentracdo sérica de ureia verificada no decorrer do periodo de
manifestacdo de diarreia nao diferiu significativamente entre os grupos B e C, sendo
gue os valores da média ajustada por minimos quadrados constatados variaram de
26,6 a 34,9 mg/dL no grupo B e de 25,2 a 34,1 mg/dL no grupo C.

N&o foi constatada diferenca significativa entre grupos quanto as meédias do
teor sérico de creatinina (Tabela 41). Ja entre momentos, a maior concentracao foi
verificada ao nascimento, com diminui¢do gradativa até valores menores aos 30 dias
de idade.
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Tabela 41. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de creatinina (mg/dL) de
bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse
periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos

para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 3,02+0,78 *2 3,48+1,74 "2 3,51+1,61 @
1 1,82+0,31 AP 1,98+0,58 AP 1,67+0,28 A°
2 1,38+0,23 AP 1,48+0,26 AP 1,27+0,19 A°
7 1,28+0,14 "° 1,38+0,24 AP 1,30+0,19 A°
15 1,30+0,12 A° 1,35+0,28 ° 1,23+0,20 *°
21 1,16+0,14 *° 1,24+0,25 AP 1,19+0,14 A°
30 1,12+0,18 AP 1,22+0,23 AP 1,16+0,18 A°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A concentracdo sérica de creatinina nao diferiu significativamente entre
grupos no decorrer dos momentos de manifestagéo de diarreia, e os valores das
médias ajustadas por minimos quadrados notados variaram de 1,26 a 1,47 mg/dL no
grupo B e de 1,21 a 1,41 no grupo C.

4.3.3.9 Imunoglobulina A (IgA) pela técnica de SDS-PAGE
As meédias do teor sérico de IgA (Tabela 42 e Figura 24) n&o diferiram
significativamente entre grupos.
Entre momentos, constatou-se a menor concentragdo dessa imunoglobulina
ao nascimento, seguida por aumento gradual até os 30 dias de vida, quando foram

constatados 0s maiores teores nos trés grupos avaliados.
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Tabela 42. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de imunoglobulina A
(mg/dL) de bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no
decorrer do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia
nesse periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas
fezes (grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo
positivos para a deteccédo de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A 5 c
0 87,1+17,8 "¢ 80,2+40,7 © 103+17,4 ¢
1 194+46,1 A 208+56,8 AP 205+28,8 AP
2 236+99,5 A 224+63,3 AP 226+30,1 A°
7 269+61,5 AP° 299+72,3 A2 310+44,7 A2
15 333+86,2 A% 327+67,5 " 313+53,7 @
21 332+68,8 A% 312+79,4 4 305+58,6 A2
30 338+88,5 " 353+91,9 A2 203+83,7 A2
Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 24. Teor sérico de imunoglobulina A (mg/dL) de bezerros da raca
Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més de
vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse periodo, mas foram
negativos para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo B) e que
apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos para a deteccao de
rotavirus nas fezes (grupo C).

N&o foi constatada diferenca significativa entre os grupos B e C quanto ao
teor sérico de imunoglobulina A no decorrer dos episédios de manifestacdo de
diarreia. As médias ajustadas por minimos quadrados da concentracao sérica dessa

imunoglobulina variaram de 304 a 352 no grupo B e de 305 a 323 no grupo C.
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4.3.3.10 Ceruloplasmina pela técnica de SDS-PAGE

Constatou-se diferenca significativa entre grupos quanto ao teor sérico de
ceruloplasmina aos 7 e 15 dias de idade, quando a maior concentracado dessa PFA
foi notada no grupo C e a menor nos grupos A e B, e aos 30 de vida, quando o maior
teor de ceruloplasmina foi verificado no grupo A e o menor no grupo B (Tabela 43A e
Figura 25A).

Entre momentos, as menores concentracdes de ceruloplasmina foram
notadas nos primeiros dias de vida, e as maiores aos 30 dias em todos 0s grupos
estudados.

Tabela 43A. Média da concentragdo seérica de ceruloplasmina (mg/dL) de bezerros
da raca Holandesa que nao apresentaram diarreia no decorrer do
primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse
periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos
para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 31,5+8,22 A 32,6+7,78 A% 32,6+5,59 AP
1 24,8+10,8 A 24,9+5 85 AP 30,6+6,18 AP
2 35,7+13,9 AP 30,3+13,3 A% 31,4+7,00 AP
7 34,2+11,3 B 26,7+9,38 B 49,8+13,2 "
15 48,6+17,2 ABab 37,9+14,8 B 52,9+13,5 A2
21 46,9+18,1 "abe 37,9+8,63 A% 43,7+14,4 "

57,5+16,5 @

40,9+18,5 B2

48,6+13,9 AB2

Médias seguidas de letras mailisculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 25A. Teor sérico de ceruloplasmina (mg/dL) de bezerros da raca Holandesa
gue nao apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida
(grupo A), que apresentaram diarreia nesse periodo, mas foram
negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo B) e que
apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos para a deteccdo
de rotavirus nas fezes (grupo C).

Constatou-se diferenca significativa entre as meédias ajustadas por minimos
guadrados quanto aos teores séricos de ceruloplasmina entre os grupos B e C, do
segundo ao quarto dias de manifestacdo de diarreia, quando os teores verificados

no grupo B foram menores que os do grupo C (Tabela 43B e Figura 25B).

Tabela 43B. Média ajustada por minimos quadrados da concentracdo de
ceruloplasmina (mg/dL) de bezerros da raca Holandesa cujas fezes
foram negativas (grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do
primeiro ao sétimo dias de manifestacdo de diarreia.

Grupos
Momentos B C
1 48,4 " 55,2 A
2 43,88 59,6 #
3 39,08 56,3 A
4 36,2 8 53,14
5 41,9 A 57,74
6 44,7 " 57,7"

7 50,54 38,44

Médias seguidas de letras mailisculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 25B. Teor sérico de ceruloplasmina (mg/dL) de bezerros da raca Holandesa
cujas fezes foram negativas (grupo B) ou positivas (grupo C) para
rotavirus, do primeiro ao sétimo dias de manifestacéo de diarreia.

4.3.3.11 Transferrina pela técnica de SDS-PAGE
As médias do teor sérico de transferrina diferiram significativamente entre
grupos apenas aos 30 dias de idade, quando foram maiores no grupo C e menores
no grupo B (Tabela 44A).
Entre momentos, notou-se maior teor dessa proteina aos 7 dias de idade em
todos os grupos e menor ao nascimento nos grupos A e C, e ao nascimento e aos

30 dias de vida no grupo B.

Tabela 44A. Média da concentracao sérica de transferrina (mg/dL) de bezerros da
raca Holandesa que néo apresentaram diarreia no decorrer do primeiro
més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse periodo, mas
foram negativos para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo B) e que
apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos para a deteccdo
de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A 5 c
0 265+53,0 A° 276+53,8 A° 280+72,7 *°
1 379+80,8 A% 340+91,8 A% 382+91,7 A%
2 376+60,6 A% 3504130 A% 412+98,0 A2
7 423+74,5 " 408+93,7 @ 447+145 A2
15 329+99,3 AP 328+106 A% 426+98,3 A2
21 348+60,0 A% 306+75,5 A% 393+65,5 A%
30 309+80,0 ABaP 237+99,3 B° 369+56,8 A%

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Verificou-se diferenca significativa entre os grupos B e C quanto ao teor de

transferrina no quinto dia de manifestacédo de diarreia, quando o teor dessa PFA foi

significativamente menor no grupo B, quando comparado ao grupo C (Tabela 44B).

Tabela 44B. Média ajustada por minimos quadrados da concentracdo de
transferrina (mg/dL) de bezerros da raca Holandesa cujas fezes foram
negativas (grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do primeiro
ao sétimo dias de manifestacao de diarreia.

Grupos
Momentos B C
1 424 A 454 A
2 387 A 468 A
3 3654 441 A
4 347 A 423 A
5 251 B 407 A
6 336 A 418 A
7 270 A 3874

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

4.3.3.12 Imunoglobulina G (IgG) pela técnica de SDS-PAGE

N&o foi verificada diferenca significativa entre grupos quanto aos teores

séricos de imunoglobulina G antes da ingestdo de colostro. Nos momentos 1 e 2,

foram constatadas diferencas significativas entre os teores de IgG apresentados

pelos grupos (Tabela 45A e Figura 26A), quando concentracdes maiores foram

verificadas nos grupos A e B, e menores teores foram notados no grupo C.

Entre momentos, verificou-se menor teor de IgG ao nascimento e maior com 1

e 2 dias de vida, apds a ingestdao do colostro. Os teores dessa imunoglobulina

diminuiram entdo gradativamente até os 30 dias de idade.
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Tabela 45A. Média da concentracdo sérica de imunoglobulina G (mg/dL) de
bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse
periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos
para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A 5 c
0 520+203 ¢ 611+112 ¢ 563224 A
1 3.792+844 "2 3.829+1.001 @ 3.105+434 B2
2 3.554+707 B2 3.952+817 A2 2.962+415 B2
7 2.952+878 P 2.961+611 AP 2.338+399 AP
15 2.069+525 A° 2.135+435 A° 1.586+206 “°
21 1.700+382 Acd 1.766+349 A« 1.321+182 ¢
30 1.395+317 Ad 1.477+307 A@ 1.230+172 Ad

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

0 1 2 7 15 21 30

Momentos

Figura 26A. Teor sérico de imunoglobulina G (mg/dL) de bezerros da raca
Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més
de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse periodo, mas foram
negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo B) e que
apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos para a deteccao
de rotavirus nas fezes (grupo C).

Foi constatada diferenca significativa entre os grupos B e C quanto ao teor de
IgG do primeiro ao quarto dias de manifestacdo de diarreia, quando os valores

verificados no grupo B foram significativamente maiores que os do grupo C (Tabela
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45B e Figura 26B). Apesar de sem diferenca significativa, essa tendéncia se

manteve por todo o periodo de observacao.

Tabela 45B. Meédia ajustada por minimos quadrados da concentracdo de
iImunoglobulina G (mg/dL) de bezerros da raca Holandesa cujas fezes
foram negativas (grupo B) ou positivas (grupo C) para rotavirus, do
primeiro ao sétimo dias de manifestacdo de diarreia.

Grupos
Momentos B c
1 2.474 4 2.127°
2 2.479 4 1.908 B
3 2.208 A 1.846 °
4 2.139 4 1.750 B
5 2.036 A 1.751 4
6 2.032% 1.672 A
7 1.784 % 1.594 A
Médias seguidas de letras maitisculas iguais na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 26B. Teor sérico de imunoglobulina G (mg/dL) de bezerros da raca
Holandesa cujas fezes foram negativas (grupo B) ou positivas (grupo C)
para rotavirus, do primeiro ao sétimo dias de manifestacao de diarreia.

4.3.3.13 Haptoglobina pela técnica de SDS-PAGE
As médias do teor sérico de haptoglobina (Tabela 46) néo diferiram

significativamente entre grupos no decorrer do periodo experimental. Entre
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momentos, constatou-se a menor concentra(;éo dessa PFA ao nascimento a maior

aos 15 dias de vida, e em todos 0s grupos.

Tabela 46. Média da concentracdo sérica de haptoglobina (mg/dL) de bezerros da
raca Holandesa que n&o apresentaram diarreia no decorrer do primeiro
més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse periodo, mas
foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo B) e que
apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos para a deteccdo
de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A B c
0 6,63+1,91 *° 8,34+1,98 ~° 7,51+2,46 A°
1 13,445,91 AP 12,2+4,34 A*° 12,346,15 Ab°
2 16,0+7,11 A% 14,645,93 A% 15,9+5,50 A%
7 18,1+6,45 A% 16,4+6,06 A% 18,0+3,90 A2
15 20,4+5,41 @ 17,845,22 @ 19,445,557 @
21 16,3+4,20 A% 14,1+2,84 A% 15,442,70 A%
30 16,8+6,87 A% 15,0+4,34 A% 16,7+5,34 A%

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

N&o foi verificada diferenca significativa nos teores de haptoglobina entre os
grupos B e C no decorrer do periodo de manifestagcdo de diarreia. As médias
ajustadas por minimos quadrados variaram de 13,1 a 20,2 mg/dL no grupo B e de

15,2 a 19,2 mg/dL no grupo C.

4.3.3.14 ay-glicoproteina acida pela técnica de SDS-PAGE
N&o foi notada diferenca significativa entre as médias do teor sérico de q;-
glicoproteina acida entre grupos ou entre momentos nos grupos B e C (Tabela 47).
No grupo A, a menor concentracdo sérica dessa PFA foi constatada ao nascimento e

a maior aos 2 dias de vida.
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Tabela 47. Média da concentracdo sérica de a;-glicoproteina acida (mg/dL) de
bezerros da raca Holandesa que ndo apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida (grupo A), que apresentaram diarreia nesse
periodo, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes
(grupo B) e que apresentaram diarreia nesse periodo, sendo positivos

para a deteccao de rotavirus nas fezes (grupo C).

. Grupos
Momentos (dias) A 5 c
0 4,50+2,10 AP 3,75+1,80 42 3,05+0,81 *2
1 9,52+45,72 A% 8,61+4,66 "2 11,342,177
2 18,8+27,2 A2 10,7+6,43 A2 12,8+5,42 A2
7 9,37+4,95 A% 11,3+3,58 A2 9,94+3,08 A2
15 13,0+4,97 A% 12,7+8,04 A2 12,3+5,35 A2
21 12,7+7,07 A 13,1+5,81 7@ 12,1+7,32 7@
30 13,5+7,41 A% 13,2+5,25 A2 13,0+5,44 A2

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

N&o foi constatada diferenca significativa nos teores de a;-glicoproteina acida
entre grupos B e C no decorrer do periodo de manifestacdo de diarreia. As médias
ajustadas pelos minimos quadrados variaram de 11,3 a 13,4 mg/dL no grupo B e de
10,4 a 13,7 mg/dL no grupo C.

4.3.4 Titulos de imunoglobulina G total anti-rotavirus pela técnica de EIE
indireto
N&ao foi constatada diferenca significativa entre grupos em nenhum dos
momentos estudados (Tabela 48).
Entre momentos, verificou-se aumento significativo dos titulos de 1gG anti-
BRV em todos os grupos apOs a ingestdo do colostro, seguido por diminuicdo

gradativa da concentracdo dessa imunoglobulina até os 30 dias de vida.
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Tabela 48. Média e desvio-padréo dos titulos séricos de imunoglobulina G
especifica anti-rotavirus (valor A/P) de bezerros da raca Holandesa que
néo apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida (grupo A),
gue apresentaram diarreia nesse periodo, mas foram negativos para a
deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo B) e que apresentaram diarreia
nesse periodo, sendo positivos para a deteccdo de rotavirus nas fezes

(grupo C).
. Grupos
Momentos (dias) A B c

0 -0,01+0,01 ~° -0,01+0,02 ~° 0+0,01 A

1 1,40+0,49 “@ 1,10+0,62 A% 1,36+0,56 @
2 1,29+0,49 A2 1,32+0,73 A2 1,20+0,43 AP
7 1,05+0,59 A% 1,27+0,76 A2 0,97+0,41 A3b°
15 1,10+0,65 A% 1,06+0,65 A% 1,03+0,50 A2b¢
21 1,07+0,47 % 0,95+0,68 " 0,86+0,37 "°
30 0,93+0,55 AP 0,84+0,48 ~° 0,68+0,46 "°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

N&o foi constatada diferenca significativa quanto aos titulos de 1gG anti-BRV
entre os grupos B e C, nos momentos de manifestacdo de diarreia. Os valores

encontrados variaram de 1,030 a 1,170 no grupo B e de 0,80 a 1,130 no grupo C.

4.3.5 Avaliagéo das fezes dos bezerros

4.3.5.1 Escore das fezes

N&o foi notada diferenca significativa entre grupos quanto ao escore das fezes
do nascimento aos 30 dias de vida. Entre momentos, notou-se que o menor valor foi
verificado ao nascimento, enquanto oS demais momentos nao apresentaram
diferenca entre si.

N&o foi notada diferenca significativa entre os grupos B e C, quanto ao escore
das fezes, no periodo de manifestacdo de diarreia. Os valores verificados variaram
de 2,13 a 0,78 no Grupo B e de 2,75 a 0,94 no Grupo C, do primeiro ao sétimo dia
de manifestacao de diarreia, respectivamente.

Constatou-se que, do total de 168 amostras de fezes coletadas dos bezerros
dos Grupos A, B e C no decorrer do periodo experimental, 155 (92,3%)
apresentavam consisténcia normal, enquanto 13 amostras (7,74%) apresentavam

caracteristicas diarreicas, com consisténcia semiliquida a liquida (Tabela 49A).
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Do total de 96 amostras de fezes coletadas de bezerros no decorrer da
primeira semana de vida, 92 apresentavam-se normais (95,8%) e 4 (4,17%)
apresentavam caracteristicas diarreicas. Do total de 24 amostras coletadas de
animais na segunda semana de vida, 19 amostras (79,2%) apresentavam-se
normais, 4 amostras (16,7%) apresentavam escore 2 e 1 amostra (4,17%)
apresentava escore 3. JA4 nos animais na terceira semana de vida, todas as 24
amostras coletadas apresentavam caracteristicas normais. Nos animais com 4
semanas de vida, do total de 24 amostras coletadas, 21 apresentavam escore 1
(87,5%), 2 amostras (8,33%) apresentavam escore 2 e uma amostra (4,17%)

apresentava escore 3.

Tabela 49A. Caracteristicas das fezes e percentual de amostras diarreicas e
normais coletadas de bezerros da ragca Holandesa que nao
apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida (grupo A),
gue apresentaram diarreia nesse periodo, mas foram negativos para a
deteccado de rotavirus nas fezes (grupo B) e que apresentaram diarreia
nesse periodo, sendo positivos para a deteccdo de rotavirus nas fezes

(grupo C).
Grupos Total de
Fezes Grupo A Grupo B Grupo C amostras
n % n % n % n %
Normais 54 96,43 52 92,86 49 87,5 155 92,26
Diarreicas 2 3,57 4 7,14 7 12,5 13 7,74
Total 56 100 56 100 56 100 168 100

Das 84 amostras de fezes coletadas no decorrer do periodo de manifestacao
de diarreia, 41 (48,8%) apresentavam escore 1, 28 (33,3%) apresentavam escore 2
e 15 (17,9%) apresentavam escore 3.

Entre grupos, verificou-se que das 41 amostras coletadas dos bezerros do
grupo B, 21 (51,2%) amostras apresentavam escore 0 ou 1 (consisténcia normal), 12
amostras (29,3%) foram classificadas como escore 2 e 8 amostras (19,5%) como
escore 3. No grupo C, das 43 amostras coletadas, 20 (46,5%) apresentavam
consisténcia normal, 16 (37,2%) foram classificadas como escore 2 e 7 amostras

(16,3%) foram classificadas como escore 3 (Tabela 49B).
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Tabela 49B. Caracteristicas das fezes e percentual de amostras normais e
diarreicas coletadas dos bezerros da raca Holandesa que apresentaram
diarreia no decorrer do primeiro més de vida, mas foram negativos para
a deteccéo de rotavirus nas fezes (grupo B) e que apresentaram diarreia
no decorrer do primeiro més de vida, sendo positivos para a deteccéo de
rotavirus nas fezes (grupo C).

Grupos Total de
Fezes Grupo B Grupo C amostras
n % n % n %
Normais 21 51,3 20 46,5 41 48,8
Diarreicas 20 48,8 23 53,5 43 51,2
Total 41 100 43 100 84 100

4.3.5.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida para detec¢cdo de rotavirus
nas fezes

Ildem item 4.2.5.2.

4.3.5.3 Reacdo em cadeia da polimerase precedida de retro-transcrigéo
(RT-PCR) e genotipagem para determinacdo da estirpe de rotavirus circulante

Idem ao item 4.2.5.3.
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5 DISCUSSAO

Diante dos resultados variaveis verificados na literatura nacional e
internacional quanto a eficicia das vacinas comerciais na protecdo conferida aos
bezerros contra a diarreia neonatal por rotavirus, realizou-se o presente experimento
com o intuito de avaliar se as vacinas mais recentes disponiveis no mercado, nas
guais estdo presentes as estirpes G6P[1] e G10P[11] de BRV, conferem protecéo
efetiva aos bezerros quanto a infeccdo e manifestacdo clinica da diarreia por
rotavirus em condicdes de campo. Visou-se também averiguar a influéncia do
fornecimento de colostro de vacas primiparas ou pluriparas aos seus respectivos
bezerros, uma vez que a resposta das vacas a vacinacdo, bem como a qualidade do

colostro produzido podem ser influenciados por esse fator.

Experimento 1

Com o intuito de avaliar a resposta imune humoral de vacas primiparas e
pluriparas a imunizacdo pré-parto com vacina comercial inativada contra rotavirus,
bem como a transferéncia de proteinas séricas para o colostro, foram avaliados os
teores seéricos e colostrais de proteina total, imunoglobulinas A (IgA) e G (IgG), os
titulos de imunoglobulina G especifica anti-BRV, bem como os teores séricos de
globulinas no soro sanguineo de vacas aos 60 e 30 dias pré-parto e no dia do parto,
e no colostro coletado nos dias 0 e 1 apds o parto.

Embora sem diferenca significativa, verificou-se que vacas pluriparas
apresentaram maiores teores séricos de proteina total e globulinas, quando
comparadas as vacas primiparas em todos os momentos avaliados. Esse achado ja
foi descrito anteriormente por Cozzi et al. (2011) que, avaliando valores de referéncia
de parametros sanguineos de vacas da raca Holandesa, relataram que o niamero de
paricbes influenciou os marcadores de metabolismo proteico, com tendéncia a
maiores teores de proteina total e globulinas em vacas mais velhas. Esse achado
pode ser explicado pelo fato de que a exposi¢do continua dos animais, no decorrer

da vida, a antigenos presentes no ambiente ocasiona aumento da producdo de
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anticorpos, cuja variedade e concentracdo se elevam em funcéo da idade (LARSON;
TOUCHBERRY, 1959).

Entre momentos, foi interessante notar que a vacinagdo pré-parto nao
influenciou os teores séricos de proteina total e globulinas, uma vez que nao foi
constatada diferenca significativa nesses parametros entre os 60 e 30 dias pré-parto.
Verificou-se, entretanto, diminuicdo dos teores séricos de proteina total e globulinas
no dia do parto quando comparado aos 60 e 30 dias pré-parto, o que foi relatado
anteriormente por outros autores (BIRGEL JUNIOR et al.,, 2003; SILVA, 2009;
PICCIONE et al., 2012). Essa dinamica de proteinas séricas no periparto ja era
esperada, e decorre da transferéncia de imunoglobulinas para as secrecfes lacteas
gue ocorre durante a colostrogénese, evento que tem inicio algumas semanas antes
do parto e cujo pico ocorre dias antes do parto (LARSON, 1958; BARRINGTON,;
PARISH, 2001).

A influéncia do namero de paricées sobre os teores séricos de proteina total
em vacas primiparas e pluriparas também foi verificada na avaliacdo do colostro —
constatou-se maior concentracdo de proteina total nas secrecoes lacteas de vacas
pluriparas, quando comparadas as vacas primiparas, nos momentos 0 e 1. Rocha et
al. (2012) também verificaram maior teor de proteina total no soro colostral de vacas
pluriparas, quando comparadas as vacas primiparas, em animais da raca Canchim.
E interessante notar que o teor de proteina total no soro colostral, em especial do dia
do parto, foi significativamente maior nas vacas, tanto primiparas quanto pluriparas,
do grupo vacinado — esse achado pode decorrer de diferencas genéticas entre os
rebanhos, bem como de diferencas no grau de desafio ambiental ao qual os animais
foram submetidos.

Na comparacao entre rebanhos vacinado (grupo V1) e ndo vacinado (grupo
V2), verificou-se que ndo houve relacéo direta entre a tendéncia verificada no soro
sanguineo das vacas e aquela constatada no colostro das mesmas. Notou-se que
vacas primiparas e pluriparas do grupo V1 apresentaram, em geral, menores teores
séricos de proteina total e globulinas, quando comparadas aos animais do grupo V2,
mas que, no entanto, os teores de proteina total do soro colostral foram maiores em
vacas do rebanho vacinado que naquelas do rebanho néo vacinado. Esse achado,

assim como relatado para os teores de proteina no soro lacteo, pode decorrer tanto
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by

de fatores relacionados a variabilidade genética entre os rebanhos estudados,
guanto do desafio natural ao qual os animais foram submetidos.

Com relacdo aos teores séricos de imunoglobulinas, determinados pela
técnica de SDS-PAGE, constatou-se aumento ndo significativo do teor de IgA apds a
vacinagdo dos animais do Grupo V1, embora a diferenga mais marcante verificada
no presente estudo tenha sido entre o teor de IgA no grupo V2 e concentracao
sérica dessa imunoglobulina no grupo V1 em todos os momentos estudados. Supde-
se que esse resultado seja atribuivel as diferencas de manejo entre as propriedades
estudadas, ocasionadas, provavelmente, pela maior exposi¢cdo dos animais do grupo
V2 a desafios ambientais, em especial agueles que determinam um maior estimulo a
sintese de IgA, uma vez que, em ambas as propriedades, as vacas foram
realocadas aos 60 dias pré-parto dos piquetes de origem para piquetes de paricao.

Entre momentos, a diminuicdo do teor sérico de IgA em ambos 0s grupos por
ocasido do parto, quando comparado as demais coletas, também foi relatada por
Silva (2009), e pode ser atribuido tanto a diminuicdo da capacidade dos animais em
responderem a estimulos imunogénicos no periodo de transicdo, quanto ao
transporte de parte dessa IgA para as secrecfes mamarias, embora a presenca de
IgA no colostro decorra, principalmente, da sintese desse iso6tipo de imunoglobulina
por plasmdécitos locais (SNOECK; PETERS; COX, 2006).

No soro colostral, os teores de IgA foram significativamente maiores no
subgrupo V1v quando comparado aos demais subgrupos. Rocha (2010),
diferentemente do verificado entre os subgrupos V1n e V1v, ndo constatou diferenca
significativa ao comparar o teor de IgA no soro colostral de vacas primiparas e
pluriparas da raca Canchim, no entanto, a concentracdo de IgA relatada por esse
autor, exceto pelo Subgrupo V2n, assemelha-se a verificada no presente estudo. Ja
Gomes et al. (2011) relataram maior teor de IgA no soro colostral de vacas da raca
Holandesa com quatro a seis pari¢cdes, quando comparadas as vacas primiparas.
Uma vez que nas propriedades leiteiras estudadas a diferenciacdo de manejo é feita
considerando apenas animais de primeira cria a parte do restante do rebanho, ou
seja, a partir da segunda gestacao, as vacas ja sdo manejadas da mesma forma que
as demais categorias de vacas pluriparas, no presente estudo ndo avaliada a

influéncia do nimero de pari¢cdes das vacas dentro dos subgrupos V1v e V2v, no
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entanto, a distribuicdo dos animais nesses subgrupos foi uniforme, como mostrado
no Quadro 2.

Os maiores teores séricos de IgG nos animais do grupo V2 quando
comparados as vacas do grupo V1 no dia do parto, podem ser atribuidos a uma
maior exposicdo natural a antigenos presentes no ambiente, o que denotaria uma
maior pressdo de infeccdo em decorréncia de caracteristicas do manejo da
propriedade, embora os animais do grupo V1 tenham origem em um rebanho maior
no qual, em tese, a possibilidade de contato com agentes patogénicos seria
potencializada.

Constatou-se também que a vacinacdo pré-parto ndo influenciou
significativamente os teores séricos de IgG nos animais do grupo V1, no entanto,
houve diminuicdo significativa dos teores dessa classe de imunoglobulina por
ocasiao do parto quando comparado as coletas anteriores (60 e 30 dias pré-parto)
em ambos os grupos. Silva (2009) também constatou diminuicdo dos teores séricos
de IgG em vacas da raca Holandesa por ocasido do parto quando comparado aos
60 e 30 dias pré-parto, como resultado da transferéncia dessa classe de
imunoglobulinas para a glandula mamaria em decorréncia da colostrogénese, como
ja citado anteriormente para os teores de proteina total e globulinas.

Com relacéo ao teor de IgG no soro colostral, notou-se que, ao comparar 0S
grupos V1 e V2, as vacas do subgrupo V1v apresentaram concentracdes
significativamente maiores que as vacas do subgrupo V2v, o mesmo ocorrendo com
as vacas primiparas. Nao foi verificada diferenca significativa, no entanto, entre os
teores de IgG colostrais de vacas primiparas e pluriparas dentro dos grupos
experimentais (V1 e V2). Esses achados estdo de acordo com o relatado por Rocha
(2010), que também n&o notou diferenga quanto aos teores de 1gG no soro colostral
entre vacas primiparas e pluriparas da ragca Canchim, mas sao contrarios ao
relatado por Kehoe et al. (2011), que verificaram maior teor de IgG em vacas
entrando na terceira ou quarta lactacbes que naquelas entrando na primeira ou
segunda lactacdes. Entre momentos foi verificada diferenca significativa entre as
coletas do dia do parto e do primeiro dia pds-parto em ambos os grupos, quando o
teor de IgG colostral das vacas do subgrupo V1v foi significativamente maior que dos

demais subgrupos.
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Quanto as concentracdes de IgA e IgG, assim como verificado para os teores
séricos de proteina total e globulinas, as diferencas entre subgrupos verificadas no
soro sanguineo das vacas ndo mantiveram o mesmo padrdo no colostro, uma vez
gque as vacas do grupo V1 apresentaram maiores teores colostrais dessas
imunoglobulinas que as vacas do grupo V2, contrariamente ao que foi notado no
soro sanguineo. Gomes et al. (2011) verificaram maior teor de IgA e IgG em vacas
de quatro ou mais pari¢cdes, quando comparadas as vacas de primeira, segunda e
terceira lactacbes, 0 mesmo sendo notado para os teores de IgA entre primiparas e
pluriparas do grupo V1, mas nao no grupo V2 (IgA); no primeiro dia de lactacéo,
também entre os subgrupos V1n e V1v, mas ndo no grupo V2.

Aos 60 dias pré-parto, os titulos séricos de IgG especifica anti-BRV das
vacas foram significativamente maiores no subgrupo V2v, quando comparado aos
subgrupos V1v e V2n, e foram maiores também no subgrupo V1v, quando
comparado ao subgrupo V1n. Esse resultado permite afirmar que as vacas
pluriparas, seja por exposicdo natural ao rotavirus, seja por vacinacdes anteriores
contra esse patdégeno, apresentaram exposicdo prévia ao agente estudado, no
entanto, ndo é possivel diferenciar anticorpos formados ap6s exposicao natural
daqueles gerados apos o estimulo vacinal.

Também foi constatado aumento significativo dos titulos de 1gG especifica
anti-BRV apenas nas vacas do grupo V1 aos 30 dias pré-parto, ao seja, apos a
administragao da primeira dose da vacina. Entre os subgrupos V1n e V1v, notou-se
gue, embora os titulos totais tenham sido significativamente maiores nas vacas
pluriparas, quando comparadas as vacas primiparas, a resposta vacinal dos animais
do subgrupo V1n consistiu em um aumento de 3 vezes do titulo de 1gG, enquanto
nas vacas do subgrupo V1v, esse aumento foi de 1,8 vezes, o que denota que,
apesar de titulos totais menores, a resposta vacinal das vacas primiparas foi mais
acentuada que a resposta vacinal das vacas pluriparas. Concordando com o0s
achados do presente estudo, Crouch, Oliver e Francis (2001) relataram aumento
significativo dos titulos de anticorpos séricos contra BRV em vacas vacinadas,
guando comparadas as vacas nao vacinadas, embora esses autores ndo tenham

avaliado a influéncia do numero de paricées sobre esse parametro.
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Segundo Parrefio et al. (2004), concentragBes séricas baixas de anticorpos
anti-BRV retardam o desenvolvimento de resposta imune ativa nos bezerros, mas
também nao sdo suficientes para proteger os bezerros contra a infeccdo e doenca,
fatos esses que, associados a alta taxa de incidéncia de infeccdo por BRV em
bovinos, indica claramente que bezerros nascidos de vacas nao vacinadas sao
altamente susceptiveis a diarreia por esse agente. Esses autores nao investigaram
diferencas entre vacas primiparas e pluriparas, no entanto, com base nos resultados
do presente estudo, é possivel afirmar que bezerros filhos de vacas primiparas ndo
vacinadas estéo sob risco ainda maior de desenvolvimento de infeccdo por BRYV,
guando comparados aos filhos de vacas pluriparas. Obviamente, fatores
relacionados ao manejo dos animais, como a pressdo de infeccdo e o desafio
também s&o determinantes na incidéncia de rotavirose nos rebanhos bovinos.

Da mesma maneira que para os teores de proteina total, globulinas, IgA e IgG
determinadas pela técnica de SDS-PAGE, verificou-se diminui¢cao dos titulos séricos
de IgG anti-BRV por ocasido do parto quando comparado as coletas anteriores —
embora estatisticamente essa reducdo sO tenha sido significativa nas vacas
pluriparas de ambos os grupos - o que decorre da transferéncia de imunoglobulinas
do soro sanguineo para o soro lacteo em razéo da colostrogénese (BARRINGTON;
PARISH, 2001).

Com relacao aos titulos colostrais de IgG anti-BRV, verificou-se que as vacas
do grupo V1 apresentaram valores significativamente maiores que as vacas do
grupo V2 no dia do parto, e que a diminuicdo constatada no titulo dessa classe de
imunoglobulina foi muito sutil no subgrupo V1v, quando comparado aos demais
subgrupos, ao avaliar os momentos 0 e 1 de coleta de amostras de colostro. A
implicagdo pratica desse achado é que, uma vez que o fornecimento continuo de
colostro aos bezerros no decorrer da primeira semana de vida, seria uma das
principais estratégias empregadas para a protecdo efetiva contra diarreia, tanto por
rotavirus quanto por outros enteropatdgenos - ja que garante uma maior
concentracdo de imunoglobulinas na superficie da mucosa intestinal (SALMON,
1999) - o colostro de vacas pluriparas vacinadas mostrou-se mais adequado a tal
pratica, uma vez que manteve, em média, concentragfes altas de IgG, mesmo no

primeiro dia apds o parto.
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Segundo Fernandez et al. (1996) e Crouch, Oliver e Francis (2001), a
concentracdo média de anticorpos neutralizantes no colostro e leite de vacas
vacinadas foi significativamente maior do que o de vacas nédo vacinadas, 0 que esta
de acordo com os achados do presente estudo.

A correlacao positiva e significativa entre os titulos de 1gG verificados no soro
sanguineo das vacas aos 30 dias pré-parto e os titulos colostrais no momento 0
também foram relatados por Crouch, Oliver e Francis (2001), que afirmaram que
vacas que apresentaram maior teor de anticorpos anti-BRV no soro sanguineo,
tenderam a apresentar maior concentracdo dessas imunoglobulinas no colostro e
leite.

A andlise das amostras de colostro mostrou-se muito mais adequada a
avaliacdo da transferéncia de imunidade passiva que a avaliacdo de parametros
séricos das vacas, uma vez que, na comparacao entre subgrupos, nem sempre ha
uma relacao direta entre os achados séricos e colostrais dos animais, embora essas
analises tenham sido importantes para caracterizar a resposta vacinal das vacas
frente a imunizagéo ativa.

Dentre as proteinas de fase aguda avaliadas por meio da técnica de SDS-
PAGE, os teores da ceruloplasmina foram os mais afetados pela paricdo, como pode
ser constatado pelo aumento significativo na sua concentracdo no momento O,
guando comparado aos 60 e 30 dias pré-parto em todos os subgrupos, exceto o
V1v. As alteracdes mais marcantes foram verificadas nas vacas primiparas do grupo
nao vacinado. Silva (2009) e Bossaert et al. (2012) relataram aumento do teor de
ceruloplasmina por ocasido do parto, quando comparado as coletas pré-parto, o que
esta de acordo com os resultados do presente estudo.

Sabe-se que o periodo de transicdo € uma fase na qual ha aumento da
susceptibilidade das vacas a enfermidades em decorréncia da imunossupressao,
com reducdo marcante da capacidade de resposta frente aos desafios infecciosos
(MALLARD et al., 1998), o que aumenta a incidéncia de mastite, metrite, bem como
de outras enfermidades. A ceruloplasmina é uma proteina de fase aguda moderada
em bovinos e, dessa forma, o aumento da sua concentracdo jA € esperado em
decorréncia da intensidade dos eventos fisiologicos e/ou patolégicos que antecedem
e acompanham o parto (ECKERSALL, 2008).
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Outro fato importante a considerar € a constatacdo de que as vacas do
subgrupo V2n apresentaram, desde o inicio das coletas, maiores teores séricos de
ceruloplasmina, quando comparadas aos demais subgrupos. Esse fato pode ser
atribuido a influéncia de diferencas ambientais e de manejo entre os rebanhos
estudados, que poderia ocasionar um maior grau de exposicdo dessas vacas
primiparas a processos inflamatorios no periodo periparto.

Verificou-se diminuicdo dos teores séricos de transferrina em ambos o0s
grupos estudados por ocasido do parto, quando comparado as coletas de 60 e 30
dias pré-parto, o que também foi verificado por Silva (2009) e Saut et al. (2009). A
diminuicdo dos teores de transferrina reduz a disponibilidade de ferro para a
multiplicacdo de bactérias, o que € um efeito benéfico para o organismo do
hospedeiro, diante da instalacdo de potenciais processos inflamatérios no periodo
periparto (BOSSAERT et al., 2012).

Com relacdo a haptoglobina, Bossaert et al. (2012) também constataram
aumento da concentracdo dessa PFA por ocasido do parto, que depois retornou aos
teores basais normais. Esses mesmos autores, no entanto, destacaram que, embora
a associacao entre o aumento no teor dessa PFA e eventos de natureza inflamatoria
exista, esse composto esté sujeito a flutuagbes consideraveis entre animais e entre
diferentes momentos no mesmo animal. Schneider, Corréa e Butler (2013)
verificaram maiores teores séricos de haptoglobina em vacas primiparas que em
vacas pluriparas no periodo pés-parto, evento que associaram a uma resposta mais
acentuada ao estresse inflamatério associado ao parto em animais de primeira cria.

Os teores de aj-glicoproteina acida néo variaram de maneira significativa no
periodo avaliado. Uma vez que, na maioria das espécies, a a;-glicoproteina acida é
uma PFA moderada, sua concentracdo aumenta de maneira mais lenta, mas
também permanece elevada por mais tempo que as PFAs principais. Essa
caracteristica pode representar uma vantagem para o diagnéstico, uma vez que sua
inclusdo no perfil de PFAs pode fornecer informacdes a respeito das condicdes de
saude do animal, na medida em que elas evoluem de agudas a cronicas
(ECKERSALL, 2008). A avaliacdo dos teores de a;-glicoproteina acida,

provavelmente, revelaria mais informacfes se realizada por um periodo mais
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prolongado apoés o parto, como marcador da ocorréncia de doencas relacionadas ao
puerpério, como mastite, retencdo de placenta e metrite.

A atividade de gamaglutamiltransferase (GGT) no soro lacteo das vacas foi
maior no colostro das vacas primiparas, quando comparado as vacas pluriparas, em
ambos os grupos, concordando com o descrito por Rocha (2010) em vacas da raca
Canchim. Como esperado, a atividade de GGT néao foi influenciada pelo tratamento
(vacinacdo). Zanker, Hammon e Blum (2001) verificaram atividade de GGT

semelhante aos resultados do presente estudo.

Experimento 2

Com relacdo a idade de manifestacdo de diarreia, embora sem diferenca
significativa, verificou-se que os bezerros do grupo Bl apresentaram diarreia com
idade um pouco mais avancada que os bezerros do grupo B2. Esse achado ja foi
relatado anteriormente por Silva (2004), que, ao comparar bezerros que receberam
colostro de vacas imunizadas ou nao contra rotavirus bovino, verificou que o0s
animais do rebanho vacinado manifestaram diarreia por rotavirus aos 14 dias de
vida, enquanto os do rebanho n&o vacinado manifestaram diarreia aos 7 dias de
vida. Esse autor, no entanto, ndo verificou diferenca significativa entre os grupos
vacinado e ndo vacinado quanto aos titulos de IgG especifica anti-BRV. No presente
estudo, a diferenca significativa entre esses grupos quanto aos titulos de IgG
especifica anti-BRV poderia explicar a diferenca na idade de manifestacdo de
diarreia entre bezerros filhos de vacas vacinadas e ndo vacinadas.

O leucograma de bezerros ao nascimento, como relatado por Cole, Roussel
e Whitney (1997), encontra-se sob influéncia do eixo pituitéria-cortex da adrenal, que
da inicio ao parto e resulta em concentracdo elevada de cortisol plasmatico,
observada em neonatos. Dessa maneira, constatou-se que, assim como relatado por
Knowles et al. (2000) e Benesi et al. (2012), a variacdo verificada na contagem de
leucécitos nas primeiras semanas de vida dos bezerros refletiu a dinamica dos
neutrofilos segmentados que, por sua vez, foi influenciada pelos altos teores de
cortisol plasmatico liberados ao nascimento e pela adaptacdo a vida extrauterina,

apresentando aumento no primeiro dia de vida, seguido por diminuicdo gradativa até
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os 7 dias de idade, enquanto a contagem de linfécitos, influenciada pelos mesmos
fatores, seguiu tendéncia inversa.

O aumento na contagem de leucocitos verificado aos 30 dias de vida, que foi
acompanhado também pelo aumento nas contagens de neutréfilos segmentados e
linfécitos, decorre da dinamica caracteristica da contagem de leucécitos em bezerros
jovens, que, conforme observado em outros estudos (BRUN-HANSEN; KAMPEN;
LUND, 2006; MOHRI; SHARIFI; EIDI, 2007; BENESI et al., 2012) aumenta no
primeiro dia apds o nascimento, diminui gradativamente e, por volta dos 30 dias de
vida, volta a aumentar.

As contagens de neutréfilos bastonetes, eosindfilos e basofilos foram
esporadicas nos esfregacos sanguineos de bezerros de ambos os grupos, em
especial nos primeiros dias de vida, provavelmente em decorréncia do leucograma
de estresse, caracteristico do periodo neonatal, como descrito anteriormente (COLE;
ROUSSEL; WHITNEY, 1997) ndo sendo constatada influéncia do tratamento sobre
esses parametros. Mohri, Sharifi e Eidi (2007) nao verificaram influéncia da idade
sobre a contagem de neutrofilos bastonetes, mas sim sobre a contagem de
eosindfilos, que foi significativamente menor aos 14 e 28 dias de idade, quando
comparados as primeiras 48 horas de vida. A auséncia de basofilos nos esfregagos
sanguineos de bezerros sadios € comum, e ja foi relatada por Cole, Roussel e
Whitney (1997).

A contagem de mondcitos verificada no presente estudo foi significativamente
menor que a relatada por Benesi et al. (2012) em bezerros da raca Holandesa na
mesma faixa etaria. Ja Mohri, Sharifi e Eidi (2007) néo verificaram influéncia da
idade sobre as contagens de mondcitos. A maior contagem de mondcitos nos
bezerros do grupo B2, quando comparado ao grupo B1, provavelmente decorre de
diferengas quanto ao manejo e o desafio aos quais esses animais foram submetidos,
por se tratarem de bezerros oriundos de propriedades diferentes.

Exceto pela contagem de mondécitos, ndo foi constatada influéncia do
tratamento sobre os parametros analisados.

A avaliacdo da eficacia da transferéncia de imunidade passiva colostral

pode ser verificada por meio de uma série de parametros séricos, como a atividade
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de gamaglutamiltransferase, o teor de proteina total, o teor de globulinas, ou a
concentracdo de IgG as 24 ou 48 horas de vida (ROCHA et al., 2012).

Constatou-se aumento significativo da atividade de GGT apo0s a ingestao do
colostro em ambos 0s grupos, seguido por diminuicdo gradativa até os 30 dias de
vida. A atividade de GGT no colostro bovino é alta, e essa enzima € absorvida pelo
bezerro nas primeiras horas de vida. A constatacdo de que a atividade sérica de
GGT foi maior em bezerros filhos de vacas primiparas, quando comparados a filhos
de vacas pluriparas, o que ja foi relatado por Rocha et al. (2012) em bezerros
mesticos Canchim-Nelore, reflete os resultados encontrados na avaliacdo da
atividade de GGT no soro colostral das vacas. Como esperado, a vacinacdo nao
influenciou a atividade de GGT nos grupos.

Segundo Perino, Sutherland e Woollen (1993), atividade de GGT sérica
inferior a 200 U/L em bezerros poderia ser empregada como indicador de falha na
transferéncia de imunidade passiva (FTIP). Os valores observados nos quatro
subgrupos a partir do momento 1 mostram que, de acordo com o relatado pelos
autores supracitados, todos os bezerros do presente estudo ingeriram volume de
colostro suficiente para transferéncia de imunidade passiva adequada, independente
do grupo.

Os teores séricos de proteina total, globulinas e de IgA e IgG
determinadas por SDS-PAGE nos bezerros aumentaram significativamente apos a
ingestéo do colostro, e seguiram tendéncias semelhantes na avaliacdo entre grupos
e subgrupos, sendo maiores em bezerros filhos de vacas pluriparas que em filhos de
vacas primiparas, e maiores em filhos de vacas vacinadas quando comparados a
filhos de vacas nédo vacinadas. Entre momentos, constatou-se tendéncia semelhante
guanto aos teores séricos de proteina total, globulinas e IgG, que aumentaram
significativamente ap0s a ingestdo do colostro, decrescendo gradativamente até os
30 dias de vida.

Rocha et al. (2010) verificaram diferenca entre os teores de globulinas de
filhos de vacas primiparas e pluriparas da raca Canchim com um dia de vida, mas
nao em animais da raca Holandesa, o que difere dos achados do presente estudo.

Segundo a compilagdo de dados apresentada por Feitosa et al. (2010),

concentragbes séricas de IgG maiores que 1.600 mg/dL s&o consideradas
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adequadas a TIP, dessa forma, em média, os bezerros de todos os subgrupos do
presente experimento encontravam-se protegidos por imunoglobulinas de origem
colostral as 24 horas de vida. Esses mesmos autores constataram que bezerros da
raca Holandesa, filhos de vacas primiparas, apresentavam teores séricos de IgG e
proteina total menores que os bezerros filhos de vacas pluriparas as 24 horas de
vida, o que esta de acordo com os achados desse estudo, embora no grupo B2 néo
tenha sido verificada diferenca significativa entre subgrupos.

Teixeira et al. (2012), avaliando a TIP em bezerros das ragas Holandesa preto
e branco, constatou que o pico de concentracdo de IgG ocorreu as 24-36 horas de
idade, seguido por diminuicdo gradual e continua dos teores dessa imunoglobulina
até os 30 dias de vida, quando foi constatada sua menor concentracdo, o que esta
de acordo com os resultados do presente estudo. Essa dinamica dos teores de IgG
de origem colostral ja é bem estabelecida, e decorre do catabolismo das
imunoglobulinas de origem colostral no decorrer do primeiro més de vida dos
bezerros.

Entre momentos, constatou-se que as concentracdes séricas de IgA
aumentaram gradativamente no decorrer do periodo experimental. A forma
secretdria dessa imunoglobulina representa a primeira linha de defesa das mucosas
e atua limitando a invasdo de patégenos, enquanto a IgA sérica atua como uma
segunda linha de defesa, eliminando patdégenos que conseguiram romper a barreira
da superficie mucosa (SNOECK; PETERS; COX, 2006). Dessa maneira, 0 aumento
gradual dos teores séricos de IgA reflete a reacdo do organismo dos bezerros a
colonizagc&o das mucosas por microrganismos aos quais 0S animais sdo expostos
apos o nascimento. Ainda, os maiores teores de IgA nos animais do grupo vacinado
(B1) podem indicar o maior desafio natural ao qual esses bezerros, provavelmente,
foram submetidos, uma vez que tém origem em rebanho muito maior.

Com relagdo aos titulos séricos de imunoglobulina G especifica anti-
rotavirus, ao nascimento e antes da ingestdo do colostro, os bezerros nao
apresentavam titulos séricos de IgG anti-BRV, o que era esperado em decorréncia
da auséncia de transferéncia de imunoglobulinas através da barreira placentaria em
bovinos (BARRINGTON; PARISH, 2001). No momento 1, apdés a ingestdo do

colostro, notou-se aumento significativo dos titulos dessa classe de imunoglobulina
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em decorréncia da transferéncia de imunidade passiva colostral, e os titulos séricos
verificados nos bezerros filhos de vacas pluriparas vacinadas foram maiores que os
titulos verificados em filhos de vacas primiparas vacinadas, bem como também
foram maiores que os titulos de filhos de vacas pluriparas ndo vacinadas. Os
menores titulos foram verificados em bezerros filhos de vacas primiparas nao
vacinadas. Essa dinamica refletiu os achados no colostro das vacas.

Crouch, Oliver e Francis (2001), avaliando concentracdes de anticorpos
neutralizantes anti-rotavirus no colostro e leite de vacas vacinadas e nédo vacinadas
€ no soro sanguineo de bezerros, verificaram que neonatos que receberam colostro
de vacas vacinadas apresentaram maiores concentracdes séricas de
imunoglobulinas que aqueles que receberam colostro de vacas néo vacinadas. O
mesmo foi descrito por Parreiio et al. (2004), e esses resultados estdo de acordo
com os achados do presente estudo, o que indica que a vacinacdo das maes
aumentou de forma significativa os teores de imunoglobulinas especificas anti-BRV
transferidas passivamente aos bezerros por meio da ingestdo do colostro.
Contrariamente, a isso, Silva (2004) ndo notou diferenca significativa entre os titulos
de IgG especifica anti-BRV entre bezerros filhos de vacas imunizadas e néo
imunizadas com vacina comercial contra rotavirus, embora os titulos colostrais de
IgG tenham sido maiores em vacas do grupo vacinado, quando comparado ao grupo
nao vacinado, o que mostra as discrepancias observadas nos relatos de
experimentos de campo, como descrito anteriormente.

Entre momentos, constatou-se aumento do titulo sérico de IgG em ambos os
grupos apos a ingestéo do colostro, seguido por diminuicdo gradativa até os 30 dias
de vida. Essa dinamica é ocasionada pelo catabolismo normal das imunoglobulinas
de origem colostral, e também foi verificada na avaliacdo dos teores séricos de
proteina total, globulinas e 1gG determinada pela técnica de SDS-PAGE.

As concentracdes de calcio ionizado verificadas no decorrer do periodo
experimental foram, de maneira geral, maiores nos bezerros do grupo B2, quando
comparados aos animais do grupo B1l. A faixa de variacdo desse parametro entre
momentos foi pequena dentro dos subgrupos, e o0s valores constatados
permaneceram abaixo do limite de referéncia para bovinos adultos, que é
estabelecido entre 1,20 e 1,60 mMol/L (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). Garel e
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Barlet (1976) relataram que a concentracdo de PTH de bezerros neonatos foi similar
a das suas maes, e que as concentracdes plasmaticas de calcitonina, um horménio
responsavel pela diminuicdo dos teores séricos de calcio, aumentaram
significativamente entre 24 e 60 horas de vida. Segundo esses mesmos autores, 0S
teores de célcio em neonatos acompanham a diminuicdo dos teores séricos de
célcio de suas maes, um fenbmeno ja bem descrito em vacas leiteiras de alta
producdo (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2007).

Nossos achados estdo de acordo, ainda, com o relatado por Jezek; Klopci¢ e
Klinkon (2006) e Mohri, Sharifi e Eidi (2007), que relataram que os teores de calcio
foram maiores as 24-48 horas de vida quando comparados as semanas
subsequentes.

Embora tenham sido verificadas diferencas entre grupos e entre momentos
guanto aos teores séricos de cloretos, sddio e potassio, os valores constatados no
presente estudo mantiveram-se nos limites do intervalo de referéncia para a espécie
bovina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). Mohri, Sharifi e Eidi (2007) néo
verificaram efeito da idade sobre as concentracdes séricas de cloretos e sodio em
bezerros, do nascimento aos 84 dias de vida. Com relacdo a concentracdo de
potassio, os resultados do presente estudo diferem do relatado por Jezek, Klopci¢ e
Klinkon (2006), que verificaram uma oscilacdo maior dos teores desse eletrdlito em
bezerros, em especial entre a segunda e sexta semanas de vida. Piccione et al.
(2010) também nao verificaram influéncia significativa da idade sobre os teores de
sodio em bezerros, do nascimento aos 30 dias de vida.

Os teores séricos de ureia verificados no decorrer do periodo experimental
estdo de acordo com o relatado por Knowles et al. (2000) e, como esperado, nédo
foram influenciados pelos tratamentos.

As concentracfes séricas de creatinina, que diminuiram de forma marcante
entre 0 nascimento e os 30 dias de vida, apresentaram dinadmica caracteristica do
periodo neonatal, que mostra a adaptacdo pela qual os animais estdo passando
para a manutencdo da homeostase, e pode revelar o aumento na capacidade de
depuracéo renal, bem como alteracbes da massa muscular (KANEKO; HARVEY;
BRUSS, 2008).
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Com relacdo as proteinas de fase aguda positivas, de maneira geral,
verificaram-se maiores concentragdes de ceruloplasmina, haptoglobina e a;-
glicoproteina acida nos bezerros do grupo B2, quando comparados aos animais do
grupo B1. Esse resultado pode ser atribuido as diferencas entre as propriedades
estudadas quanto ao tamanho do rebanho, manejo e exposi¢do natural a patdégenos.
Rocha (2010) constatou que bezerros mesticos Canchim-Nelore filhos de vacas
primiparas apresentaram menor teor de aq;-glicoproteina acida um dia ap0s o
nascimento, quando comparados aos bezerros filhos de vacas pluriparas, e esses
resultados estdo de acordo com o verificado no Grupo B1, mas nao no Grupo B2.

Os teores séricos de transferrina, contrariamente ao aumento verificado nas
concentracdes e ceruloplasmina a partir dos 15 dias de vida, diminuiram no mesmo
periodo, o que pode ser justificado pelo fato de que, por se tratar de uma PFA
negativa, a concentragdo de transferrina diminui frente a fase aguda da resposta
inflamatéria (ECKERSALL, 2008).

Na avaliacédo das fezes dos bezerros, constatou-se que 93,03% das amostras
coletadas no periodo experimental apresentavam-se normais, enquanto 6,97%
apresentavam-se diarreicas. Bartels et al. (2010), avaliando a prevaléncia e os
fatores de risco para a presenca de enteropatdogenos em fezes normais e diarreicas
de 424 bezerros com 1 a 3 semanas de idade na Holanda, verificaram que a
prevaléncia de fezes de consisténcia normal foi de 57,1%, de fezes semiliquidas foi
de 23,8% e de fezes liquidas foi de 19,1%. No presente estudo, considerando-se a
mesma faixa etéria, os percentuais encontrados foram de 91,4%, 6,46% e 2,14%,
respectivamente. Esses mesmos autores relataram que a porcentagem de bezerros
com fezes diarreicas na segunda semana de vida foi maior que de animais nas
mesmas condigbes com 1 e 3 semanas de idade, achado semelhante ao do
presente estudo, no qual constatou-se que, nos bezerros com duas semanas de
vida, o percentual de fezes diarreicas chegou a 13,1%, valor superior ao encontrado
nas demais faixas etarias (que variaram de 4,22% a 8,51%).

A técnica de PAGE para deteccédo de rotavirus nas fezes revelou que apenas
uma (2,43%) dentre as 41 amostras de consisténcia liquida coletadas, foi positiva
para a detecgcdo desse virus, embora, segundo Cho et al. (2013), o rotavirus bovino

tenha sido o Unico agente etiolégico de enterite neonatal bovina associado de forma
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significativa com a presenca de fezes liquidas. Esse achado denota que as demais
amostras de consisténcia liquida foram resultado de enterites de outras etiologias, o
gue contraria o relatado por Cho et al. (2013).

Oliveira Filho et al. (2007) e Cho et al. (2013) constataram a presenca de
rotavirus apenas em fezes diarreicas. No presente estudo, a presenca desse
enteropatogeno foi verificada tanto em fezes de consisténcia normal quanto em
fezes diarreicas, o que concorda com o relatado por Alfieri et al. (2006) e Freitas et
al. (2011).

Com relacao a faixa etéria, Nourmohammadzadeh et al. (2012) relataram que
a maior taxa de prevaléncia da infeccdo por rotavirus foi verificada em bezerros com
idade entre 2 e 4 semanas, e a menor em animais na primeira semana de vida, 0
gue esta de acordo com os achados do presente estudo, uma vez que, a excecdo de
um animal, os bezerros manifestaram diarreia por rotavirus no intervalo entre 7 e 15
dias de vida.

No presente estudo, notaram-se diferencas ndo sé entre as estirpes de
rotavirus presentes no rebanho vacinados (Subgrupos B1ln e Blv) e ndo vacinado
(Subgrupos B2n e B2v), bem como entre as cepas encontradas na vacina comercial
e aguelas verificadas a campo. As estirpes presentes na vacina comercial
empregada no presente estudo (G6P[1] e G10P[11]), ndo corresponderam ao
sorotipo encontrado na propriedade, o que explica a ineficacia na protecdo dos
animais que receberam colostro de vacas vacinadas contra a enfermidade.

O sorotipo de rotavirus encontrado na propriedade que pratica a imunizacéo
(G6P[11]) pode ser decorrente de um rearranjo gendmico, induzido como forma de
adaptacdo do virus frente a imunidade do rebanho conferida pela vacinacéo
(STEELE; GEYER; GERDES, 2004), e justifica, associado a maior pressdao de
infeccdo decorrente do tamanho do rebanho e, provavelmente, do maior grau de
exposicdo ao agente patogénico, a maior ocorréncia de infeccdo por BRV no
rebanho vacinado quando comparado ao rebanho néo vacinado, ainda que os titulos
de IgG séricos especificos anti-BRV tenham sido significativamente maiores nos
animais do Grupo B1.

Parrefio et al. (2004) afirmaram que o efeito protetor de altos titulos séricos de

anticorpos anti-BRV reduz significativamente a diarreia por BRV, mas ndo a
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eliminacdo do virus, o que ajuda a explicar por que as vacinas comerciais utilizadas
atualmente ndo sdo eficazes na prevencdo da infeccdo por rotavirus, embora
reduzam significativamente a morbidade, gravidade da diarreia e a mortalidade em
situacbes de campo.

Quando é verificada resposta do animal a vacina¢cdo, mas, ainda assim, esse
procedimento ndo confere protecdo, as causas de falha vacinal sdo decorrentes de
uma série de fatores, como a administracdo tardia da vacina, a utilizacdo de uma
cepa errada do microrganismo ou a utilizacdo de antigenos nao protetores (TIZARD,
2009). No presente experimento, em razdo da estratégia de protecdo empregada se
basear na transferéncia passiva de imunoglobulinas das vacas para os bezerros por
meio do colostro, a falha vacinal decorre da utilizacdo de antigenos nao protetores.

Segundo Ishizaki et al. (1996), Falcone et al. (1999) e Gulati et al. (1999), a
excecao das cepas G1OP[11]; G6P[5] e G6P[1], o gendtipo G6P[11] consiste na
associacdo genotipica mais relatada em bezerros com diarreia em estudos
realizados em todo o mundo, inclusive no Brasil (BARREIROS et al., 2004; SILVA et
al., 2012).

Barreiros et al. (2004) apontou que, embora o genoétipo G6P[1] seja
encontrado na maioria das vacinas comerciais, como € o0 caso da vacina empregada
no presente estudo, o gendtipo mais prevalente em varios locais do mundo, inclusive
no Brasil, € o G6P[5]. A implicacdo desse fato é que os BRVs que apresentam
gendtipos similares as cepas de referéncia sdo detectados, na maioria das ocasifes,
em amostras de fezes provenientes de bezerros diarreicos de propriedades que néo
praticam rotineiramente a vacinacdo do rebanho. Além disso, segundo esses
mesmos autores, embora o0 uso de vacinas resulte em boa producéo de anticorpos
homotipicos, ela é deficiente na inducdo de protecdo cruzada, bem como tem a
tendéncia de induzir o surgimento de estirpes recombinantes, o que dificultaria os
programas de controle que empregam vacinas que ndo contém o genotipo

especifico circulante em determinada regiao.
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Experimento 3

Em razdo da variabilidade na idade de inicio da manifestacdo de diarreia
entre animais, destaca-se a importancia do acompanhamento diario de bezerros a
campo, uma vez que a coleta de amostras em momentos pré-estabelecidos pode
subestimar a ocorréncia e a excrecado de agentes patogénicos no ambiente e, dessa
forma, a exposicdo de animais susceptiveis aos patdégenos presentes na
propriedade.

O leucograma dos bezerros alocados nos grupos A, B e C, do nascimento
aos 30 dias de vida, seguiu a mesma dinamica verificada para os animais alocados
nos grupos Bl e B2, do Experimento 2.

Constatou-se que no primeiro dia de manifestacdo de diarreia, os bezerros
positivos para deteccdo de rotavirus nas fezes (grupo C) apresentaram maior
contagem de leucécitos que os animais que apresentaram diarreia, mas foram
negativos quanto a deteccéo de rotavirus (grupo B). Embora diferenca significativa
entre grupos tenha sido constatada apenas no primeiro dia de manifestacdo de
diarreia, ela se manteve por todo o periodo de observacao.

Segundo Jain (1986), apenas contagens de leucdcitos acima de 13.800
células/pL séo consideradas excessivas, no entanto, a diferenca verificada entre os
grupos B e C no primeiro dia de manifestacdo de diarreia indica que esse agente
promoveu uma maior agressao aos tecidos do hospedeiro, em especial a mucosa
intestinal, ocasionando uma reacdo leucocitaria mais exacerbada que os demais
patdgenos causadores de diarreia em bezerros com a mesma faixa etaria. Essa
resposta leucocitaria se confirma pelos achados da contagem de neutrofilos
bastonetes, neutréfilos segmentados e linfécitos, que foram maiores no grupo C que
no Grupo B, considerando o mesmo periodo de avaliacao.

A auséncia de diferenca significativa quanto a contagem de leucocitos entre
0s grupos B e C no sétimo dia de manifestacdo de diarreia decorre de uma
particularidade do método estatistico utilizado para avaliar os dados, uma vez que,
no grupo C, esse valor reflete a contagem de leucdcitos de um Unico animal, como

pode ser verificado pelos dados do Quadro 7.
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A maior atividade sérica de GGT nos bezerros dos grupos A e B, quando
comparados aos animais do grupo C, é um indicativo indireto da melhor taxa de
transferéncia de imunidade passiva nesse grupo, uma vez que foi verificada
correlagdo positiva e significativa entre os teores de proteina total e a atividade
dessa enzima apés a ingestdo do colostro (ROCHA, 2010). Essa hipbtese é
reforcada pelo fato de que a atividade de GGT no soro lacteo das vacas,
contrariamente ao que seria esperado, foi menor no grupo A que nos grupos B e C,
embora sem diferenca significativa entre eles (Apéndice D). A cinética da atividade
sérica dessa enzima no decorrer do primeiro més de vida dos bezerros dos grupos
A, B e C assemelhou-se aquela verificada nos grupos Bl e B2.

Assim como constatado na comparacao entre os Grupos A, B e C, a maior
atividade sérica de GGT nos bezerros do grupo B nos momentos de manifestacdo
de diarreia indica uma melhor taxa de transferéncia de imunidade passiva nos
animais desse grupo quando comparados aos bezerros do grupo C.

Do nascimento aos 30 dias de vida, com relacdo aos demais parametros de
avaliacao de transferéncia de imunidade passiva, constatou-se que 0s teores sericos
de proteina total, globulinas e IgG foram sempre menores nos bezerros do grupo
C, quando comparados aos bezerros dos grupos A e B, inclusive com diferenca
significativa quanto ao teor de globulinas no momento 2, e ao teor de IgG nos
momentos 1 e 2. Nao foram verificadas diferencas quanto a esses mesmos
parametros no soro lacteo das vacas no dia do parto (Apéndice D), o que significa
que, seja pelo tempo transcorrido entre o nascimento e a ingestdo do colostro, seja
pelo volume de colostro ingerido, seja por alteracdes individuais quanto a
capacidade de absorcdo de imunoglobulinas colostrais, os bezerros do grupo C
apresentaram uma TIP menos eficiente, quando comparados aos bezerros dos
grupos A e B. E importante salientar, no entanto, que segundo Feitosa et al. (2010),
0s bezerros dos trés grupos apresentaram TIP adequada, como revelado pelos
teores de IgG sérica no momento 1.

N&o foi verificada diferenca entre os grupos A, B e C com relacdo as médias
da concentracdo sérica de IgA determinada pela técnica de SDS-PAGE, do
nascimento aos 30 dias de vida, assim como nao foi constatada diferenca

significativa entre grupos ao avaliar o teor de IgA no soro colostral das vacas no dia
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do parto. Entre momentos, constatou-se a mesma tendéncia de aumento gradativo
dos teores de IgA a partir da ingestdo do colostro até os 30 dias de vida, observada
na comparacgio entre os grupos B1 e B2. E interessante notar, no entanto, que nos
bezerros do grupo C a partir dos 15 dias de vida, houve diminuigdo da concentragéo
dessa imunoglobulina, enquanto nos grupos A e B os teores de IgA aumentaram.

Com relacdo aos momentos de manifestacdo de diarreia, ndo foi constatada
diferenca entre os grupos B e C. Avila (2009) também n&o constatou diferenca
significativa entre o grupo controle e o0s grupos de bezerros infectados
experimentalmente com Salmonella Typhimurium no decorrer de seis dias de
avaliacao.

Contrariamente ao que seria esperado, os titulos séricos de IgG especifica
anti-BRV, determinados pela técnica de EIE indireto, nao diferiram
significativamente entre os grupos A, B e C, do nascimento aos 30 dias de vida, bem
como nao foi verificada diferenca entre os titulos de IgG anti-BRV no soro colostral
das vacas dos grupos A, B e C no dia do parto. Uma vez que a maioria dos bezerros
acometidos por BRV era proveniente do rebanho vacinado (n = 5), & interessante
notar que a semelhanca entre grupos quanto a esse parametro ratifica a afirmacao
de outros autores (PARRENO et al., 2004; SILVA et al., 2008), de que a imunidade
passiva adquirida por meio da ingestdo do colostro contendo altos titulos de
imunoglobulinas especificas anti-BRV néo evita a ocorréncia de infecgdo, mas pode
ter efeitos benéficos, como o retardo na eliminacdo do virus e menor gravidade de
infecg&o nos animais afetados.

O Grupo C, conforme mostrado no Quadro 3, foi composto por bezerros
provenientes tanto do rebanho vacinado (n=5) quanto do rebanho n&o vacinado
(n=3). Uma vez que a propriedade que praticava vacinacdo regular do rebanho era
muito maior que a propriedade que nao praticava vacinagdo, a uniformidade na
distribuicdo dos grupos quanto a origem dos animais e o maior grau de desafio ao
gual os bezerros foram expostos pode explicar essa auséncia de diferenca. Freitas
et al. (2011), avaliando fatores de risco e a prevaléncia de rotavirus em rebanhos
leiteiros no Estado de Sao Paulo, afirmaram que a maioria das amostras positivas se

concentrou em rebanhos maiores, 0 que pode ser explicado pelo menor intervalo
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entre partos, associado a maior pressdao de infeccdo a qual os animais sdo
submetidos em rebanhos com tais caracteristicas.

Os teores séricos de calcio ionizado dos bezerros dos grupos A, B e C, do
nascimento aos 30 dias de vida, assim como verificado para os animais dos grupos
B1l e B2, foram menores que o intervalo considerado normal para bovinos adultos,
gue varia de 1,20 a 1,60 mMol/L (RADOSTITS et al., 2007). A justificativa para tal
achado encontra-se na discussao do Experimento 2.

Ao avaliar o periodo de manifestacdo de diarreia, constatou-se que o0s
bezerros do grupo B apresentaram teor de calcio ionizado maior que os bezerros do
grupo C no decorrer dos 7 dias de observacdo, embora diferenca significativa tenha
sido constatada apenas no primeiro dia. Da mesma forma que apontado para a
contagem de leucécitos, a concentracao de calcio ionizado dos bezerros do grupo C,
no sétimo dia de manifestacdo de diarreia, como consequéncia do tratamento
estatistico utilizado, reflete o resultado de apenas um animal. Os teores séricos das
fracOes de calcio sao afetados pelo pH sanguineo, uma vez que, na acidose, uma
parcela maior do calcio circulante ndo esta ligada a albumina, o que ocasiona um
aumento proporcional na concentracdo de calcio ionizado (RUSSEL; ROUSSEL,
2007).

Foi constatada diferenca significativa entre grupos quanto ao teor sérico de
cloretos ao nascimento, com maior concentracdo no grupo A, quando comparado
ao grupo C. A concentracdo desse parametro nos grupos A e B permaneceu no
intervalo de referéncia estabelecido para bovinos adultos, que varia de 97 a 111
mMol/L (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). Piccione et al. (2010) constataram
concentracdo de cloretos semelhantes as do presente estudo ao avaliarem bezerros
sadios no decorrer do primeiro més de vida, e afirmaram ndo haver influéncia do
momento de coleta sobre esse parametro, o que foi constatado nos grupos A e B.

Durante os momentos de manifestacdo de diarreia verificou-se que o teor
sérico de cloretos foi menor no grupo C quando comparado ao grupo B, embora
apenas no segundo dia de manifestacdo de diarreia essa diferenca tenha sido
significativa. Segundo Carlson (2008), alteracdes modestas no estado de hidratacéo
tendem a produzir mudancas proporcionais nos teores séricos de cloretos, o que

poderia explicar as diferengas entre grupos verificadas no presente estudo.
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Independentemente das variagOes verificadas entre grupos e entre momentos
guanto aos teores séricos de sbédio, a concentracdo desse eletrdlito manteve-se
dentro do intervalo considerado normal para a espécie, que varia de 132 a 152
mMol/L, tanto em bezerros quanto em animais adultos (KANEKO; HARVEY;
BRUSS, 2008; PICCIONE et al., 2010). Nos momentos de manifestacéo de diarreia,
nao foi verificada diferenca significativa entre os grupos B e C, e os valores
verificados mantiveram-se no intervalo considerado normal para a espécie
(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008).

Os teores séricos de potassio em bovinos variam de 3,9 a 5,8 mMol/L
(KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008), dessa forma, a concentracdo desse eletrdlito
manteve-se no intervalo considerado normal para a espécie no decorrer de todo o
periodo experimental, inclusive nos momentos de manifestacao de diarreia.

Com relacdo a concentracdo de ureia, 0s valores constatados no presente
estudo estdo de acordo com o relatado por Knowles et al. (2000) em bezerros. A
ureia constitui a principal forma de eliminacdo do nitrogénio do organismo dos
mamiferos. ApOs sua sintese, ela é distribuida livremente no compartimento
corporal, bem como é livremente filtrada pelos glomérulos renais e reabsorvida do
tubulo coletor. Sua reabsor¢édo passiva aumenta quando o fluxo de urina nos tubulos
€ reduzido (BRAUN, 2008), dessa forma, uma vez que nao foi verificado aumento do
teor de ureia no decorrer do periodo experimental, conclui-se que a diarreia
verificada nos Grupos B e C néo afetou de forma significativa o estado de hidratacao
dos bezerros avaliados.

Os teores séricos de creatinina dos bezerros dos grupos A, B e C, do
nascimento aos 30 dias de vida, seguiram a mesma cinética caracteristica do
periodo neonatal, constatada nos grupos Bl e B2.

Com relacdo as proteinas de fase aguda, no decorrer do primeiro més de
vida, o maior teor de ceruloplasmina verificado no grupo C, quando comparado aos
grupos A e B aos 7 e 15 dias de vida pode ser um indicador de maior estimulo a
producdo dessa PFA diante da diarreia induzida por rotavirus, quando comparada a
diarreia induzida por outros patdégenos. O fato de que, durante o episddio de

manifestacdo de diarreia, constatou-se que o teor de ceruloplasmina foi maior nos



113

bezerros do grupo C, quando comparados aos bezerros do grupo B, corrobora essa
justificativa.

A utilizacdo da ceruloplasmina como marcador diagnéstico em bovinos
permanece menos comum que das demais PFAs, no entanto, alguns estudos
mostram que essa ferroxidase € um indicador de infeccdo em bovinos (MURATA;
SHIMADA; YOSHIOKA, 2004). Em estudos a respeito de outras causas infecciosas
de diarreia, Avila (2009) verificou aumento do teor sérico de ceruloplasmina em
bezerros infectados experimentalmente com Salmonella Typhimurium no decorrer do
periodo experimental, bem como Silva et al. (2011), que verificaram aumento do teor
sérico de ceruloplasmina a partir de 24 horas apo6s a infec¢cdo experimental de
bezerros com Salmonella Dublin.

Na avaliacdo dos grupos A, B e C do nascimento aos 30 dias de vida, a
concentracdo de transferrina, embora sem diferenca significativa - a excecdo dos
30 dias de vida - foi mais alta nos bezerros do grupo C, quando comparados aos
demais grupos. O mesmo foi verificado na comparacao entre os grupos B e C, nos
momentos de manifestacdo de diarreia. Embora seja considerada uma proteina de
fase aguda negativa, o que significa que sua concentracdo tende a diminuir quando
h&d uma reacéo inflamatoria aguda, o aumento verificado na concentragdo dessa
PFA pode estar relacionado a etiologia da diarreia, uma vez que seu mecanismo de
acao é mais importante diante de enfermidades de origem bacteriana, na qual o
sequestro de ions férricos evita que os patdgenos utilizem esses ions como nutriente
(MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004).

N&o foi notada diferenca entre grupos quanto ao teor sérico de haptoglobina
nos grupos A, B e C, do nascimento aos 30 dias de vida. Os valores verificados e a
cinética dessa PFA ap0s o nascimento corroboram o relatado por Orro et al. (2008).
No presente estudo, o aumento verificado nas concentracbes de haptoglobina nos
animais acometidos por diarreia no decorrer do primeiro més de vida (Grupos B e C)
foi muito discreto, o que pode indicar que os agentes etioldégicos que afetaram os
animais dos grupos B e C ndo ocasionaram estimulo suficiente para deflagrar uma

resposta da haptoglobina.
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Os teores de a;-glicoproteina acida nao diferiram significativamente entre os
grupos A, B e C no decorrer do primeiro més de vida, bem como nao diferiram entre
0s grupos B e C nos dias de manifestacéo de diarreia.

Segundo Orro et al. (2008), a ingestdo do colostro é o principal estimulo
externo ao aumento do teor de PFA’'s em bezerros neonatos, uma vez que essa
secrecao contém altos teores de citocinas pré-inflamatérias, conhecidas por serem
0s principais indutores da producao hepatica de PFAs, o que justifica o aumento das
concentragbes de haptoglobina, transferrina e aj-glicoproteina &cida a partir do
momento 1, nos trés grupos avaliados.

A discussao da avaliacéo das fezes encontra-se no Experimento 2.
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6 CONCLUSOES

A imunizacado de vacas ao final da gestacdo com vacina comercial inativada
contra rotavirus aumentou significativamente os titulos de 1gG especifica anti-BRV
no soro sanguineo e no soro colostral desses animais, sendo os titulos de IgG
maiores em vacas pluriparas que em vacas primiparas.

No soro lacteo, a imunizacao influenciou os teores de proteina total e IgG, que
foram maiores em vacas vacinadas que nas vacas ndo vacinadas, e 0 numero de
parices também influenciou esse parametro, uma vez que o teor de proteina total e
IgG foram maiores em vacas pluriparas que em vacas primiparas.

O puerpério influenciou significativamente as concentracdes de
imunoglobulinas e proteinas de fase aguda no soro sanguineo das vacas, sendo que
os teores de IgA, IgG e transferrina diminuiram significativamente por ocasidao do
parto, enquanto os teores de ceruloplasmina aumentaram.

Os titulos de imunoglobulina G especifica anti-BRV no soro sanguineo dos
bezerros aumentaram significativamente apds a ingestdo do colostro, diminuindo
entdo gradativamente até os 30 dias de vida, e foram maiores em filhos de vacas
pluriparas quando comparados a filhos de vacas primiparas.

O leucograma, os parametros bioquimicos e o proteinograma avaliados
seguiram o padrdao tipico verificado para a faixa etaria em estudo.

Foram identificados bezerros infectados por rotavirus tanto no rebanho
vacinado quanto no rebanho nado vacinado, logo, a imunizag&o pré-parto das vacas e
a transferéncia de imunidade passiva de imunoglobulinas anti-BRV nao protegeu de
maneira efetiva 0s bezerros contra diarreia.

O gendtipo de rotavirus que infectou os bezerros do grupo vacinado foi
diferente do sorotipo encontrado na vacina, ou seja, a imunidade cruzada nédo é
efetiva na protecéo de bezerros contra diarreia por BRV.

O leucograma dos bezerros foi influenciado pela ocorréncia de diarreia no
decorrer do primeiro més de vida, contrariamente a maior parte dos parametros
bioquimicos avaliados.

A atividade de GGT e os teores de proteina total, globulinas e IgG

determinada pela técnica de SDS-PAGE foram menores nos bezerros que
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apresentaram diarreia por rotavirus que nos animais gque nao apresentaram diarreia,
ou que apresentaram diarreia de outras etiologias.

A concentracdo de ceruloplasmina foi significativamente maior nos animais
gue apresentaram diarreia por BRV do que nos animais que apresentaram diarreia
de outras etiologias, o0 que indica que essa PFA é um bom marcador da ocorréncia
de rotavirose em bezerros.

Os titulos de IgG especifica anti-BRV nao diferiram significativamente entre os
bezerros que apresentaram diarreia por rotavirus e 0s animais que nao
apresentaram diarreia, ou que apresentaram diarreia de outras etiologias no decorrer

do primeiro més de vida.
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8 IMPLICACOES

Embora a vacinacdo de vacas no periodo pré-parto induza ao aumento dos
titulos séricos de imunoglobulina G especifica anti-BRV, bem como incremente a
transferéncia de maiores titulos dessa imunoglobulina especifica aos bezerros
alimentados com colostro de vacas imunizadas, quando comparado ao colostro de
vacas ndo imunizadas, a incompatibilidade entre os sorotipos vacinais e aqueles
encontrados a campo é um entrave a protecao efetiva dos bezerros contra a diarreia
por rotavirus.

Uma vez que foi confirmada a diferenca entre os sorotipos encontrados a
campo e aqueles presentes na vacina, ndo s6 no presente estudo, como em
trabalhos anteriores, para que essa protecdo seja efetiva, € necessario que os
gendtipos presentes a campo sejam estabelecidos, e as vacinas utilizadas sejam
direcionadas especificamente para tais genétipos, ressaltando-se, assim, a
importancia dos levantamentos epidemiolégicos para determinacdo das estirpes
mais prevalentes a campo, levando-se em consideracdo, inclusive, diferencas
regionais em um pais de dimensdes continentais, como o Brasil. Além disso, esse
monitoramento deve ser periddico, uma vez que a utilizagdo da vacina, em longo
prazo, estimula o rearranjo genético das cepas circulantes a campo, levando a
infeccbes mistas ou a geracdo de genotipos diferentes daqueles aos quais 0s
animais apresentam imunidade.

Associado as boas praticas de manejo e higiene, a vacina pode trazer
vantagens econdmicas aos proprietarios, uma vez que é capaz de diminuir a
gravidade e a duracdo da excrecao de rotavirus no ambiente, além de ser indicada
para a protecdo contra outros enteropatdégenos. Cabe aos proprietarios, no entanto,
avaliarem a necessidade de uso desse método preventivo da enfermidade, uma vez
gue, pelo menos com relacdo ao rotavirus, a vacina ndo € capaz de evitar a
ocorréncia da doenca de forma efetiva, podendo acarretar a necessidade de
tratamento, mesmo em bezerros que receberam colostro de vacas vacinadas.

O estudo em condi¢gbes controladas e utilizando desafio experimental pode
esclarecer se, mesmo apresentando titulos menores de IgG anti-BRV, tanto em

rebanhos vacinados quanto em rebanhos n&o vacinados, os bezerros filhos de
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vacas primiparas apresentam menor incidéncia de diarreia por rotavirus que 0s
bezerros filhos de vacas pluriparas.

Comprovou-se que o colostro de vacas pluriparas vacinadas mantém maiores
titulos de IgG especifica anti-BRV no primeiro dia apds o parto e que, portanto, €
mais adequado ao fornecimento prolongado aos bezerros, visando a prote¢céo das
mucosas contra o estabelecimento de enteropatdgenos. O monitoramento frequente
da qualidade do colostro, tanto de primeira ordenha pdés-parto quanto das duas
coletas subsequentes em propriedades que ordenham as vacas duas vezes ao dia,
pode colaborar na determinacdo de amostras adequadas a esse fim e, dessa
maneira, manter os niveis de protecdo mucosa dos bezerros altos o suficiente para
evitar a infeccéo.

A avaliacdo da resposta imune de mucosa € um dado importante, que deve
ser avaliado com o intuito de estabelecer a efetividade da protecdo conferida aos
animais mediante a ingestdo de colostro de vacas que, sabidamente, apresentam
imunidade contra rotavirus.

A resposta conferida pelo aumento dos teores séricos de ceruloplasmina
frente & infecgdo por rotavirus indicou que essa proteina € um bom biomarcador da
ocorréncia dessa enfermidade em bezerros, no entanto, seria interessante realizar

mais estudos para confirmar essa aplicacéo.
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APENDICE A

1A. Tabela de datas da 12 coleta (60 dias pré-parto), 22 coleta (30 dias pré-parto) e
32 coleta (dia do parto) de sangue das vacas dos Grupos vacinado (V1n, V1v) e
nao vacinado (V2n e V2v):

ANO 2011
Grupo Vaca 1% coleta 2% coleta 3% coleta

Vin 2512 03/02 02/03 10/04
2511 10/02 02/03 12/04

2385 17/02 15/03 21/04

2281 17/02 15/03 09/04

2390 17/02 15/03 22/04

2357 01/03 15/03 17/04

2618 01/03 15/03 28/04

2480 01/03 15/03 24/04

2428 01/03 15/03 30/04

2577 10/03 04/04 05/05

2474 10/03 04/04 07/05

2584 10/03 04/04 01/05

Viv 9316 03/02 02/03 09/04
616 03/02 02/03 19/04

1148 03/02 02/03 06/04

1001 03/02 02/03 10/04

27 03/02 02/03 01/04

891 10/02 14/03 07/04

649 10/02 14/03 13/04

8332 10/02 14/03 07/04

9824 17/02 23/03 18/04

9157 17/02 14/03 13/04

1019 01/03 14/03 21/04

1083 01/03 23/03 18/04

ANOS 2012/2013

V2n 839 06/08 03/09 04/10
894 01/10 29/10 14/11

913 29/10 26/11 17/12

929 26/11 21/12 07/01

926 - - 07/01

931 26/11 21/12 21/01

920 07/01 21/01 07/02

921 07/01 21/01 18/02

938 07/01 21/01 19/02

915 07/01 21/01 20/02

916 07/01 21/01 21/02

924 07/01 21/01 27/02

V2v 705 06/08 03/09 08/10
824 06/08 03/09 11/10

791 01/10 29/10 11/11

616 03/09 01/10 17/11
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837 01/10 29/10 23/11
564 01/10 29/10 03/12
547 01/10 29/10 10/12
832 21/12 07/01 02/02
869 21/12 07/01 07/02
833 07/01 21/01 17/02
667 07/01 21/01 18/02
756 07/01 21/01 28/02
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APENDICE B

1B - Diluicbes ideais do antigeno viral, amostras e conjugados imunoenzimaticos

utilizados no EIE indireto

1.1B - Dilui¢Bes ideais dos imunorreagentes - soro sanguineo das vacas e bezerros:

Diluicdes ideais
Imunorreagente

19G
Antigeno viral 1:32
Amostra de soro 1:400
Conjugado 1:1.000

1.2B - Dilui¢Ges ideais dos imunorreagentes - colostro das vacas:

Dilui¢cbes ideais

Imunorreagente I9G
Antigeno viral 1:32
Amostra de colostro 1:1.600

Conjugado 1:1.000
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SOLUCOES EMPREGADAS NO PREPARO DOS IMUNORREAGENTES E
NA TECNICA DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO

1.Tampao salina fosfatada (PBS — 0,01M PQOy; 0,14M NaCl; pH 7,4)
1A - Solucéo estoque de fosfato sédico dibasico 0,2 M (Na;HPO,)

Reagente Quantidade
~ NaHPO4 28,49
Agua bidestilada g.s.p. 1.000 mL

2A — Solucéao estoque de fosfato sddico monobasico 0,2 M (NaH,PO,)

Reagente Quantidade
~ NaHPO, 27,6 g
Agua bidestilada g.s.p. 1.000 mL

3A — Solucéo de NaCl 1,4M

Reagente Quantidade
) NaCl 81,816 g
Agua bidestilada g.s.p. 1.000 mL

4A — Tampéao PBS (0,01M POy; 0,14M NaCl; pH 7,4)

Reagente Quantidade
NacCl 200 mL
Na,HPO,4 81 mL
NaH,PO,4 19 mL
Agua bidestilada g.s.p. 2.000 mL

2.Tampao carbonato-bicarbonato 0,05M; pH 9,6 (TCB)

2A — Solucéao de carbonato de sodio

Reagente Quantidade
,N32C02 0,2M 2,11 g
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL

2B — Solucéao de bicarbonato de sédio

Reagente Quantidade

NaHCO, 0,2 M 3,36 ¢
Agua bidestilada g.s.p. 200 mL
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2C — Tampao carbonato-bicarbonato 0,05M; pH 9,6 (TCB)

Reagente Quantidade
N82C02 0,2 M 80 mL
NaHCO, 0,2 M 170 mL

Agua bidestilada g.s.p. 1.000 mL

3.Tampéo salina fosfatada acrescida de Tween 20 (PBST - 0,01M POy; 0,14M
NaCl; pH 7,4; 0,05% Tween 20)

Reagente Quantidade
Tween 20 0,5 mL
PBS g.s.p. 1.000 mL
4.HCI 2M
Reagente Quantidade
~ HCI37% 82,8 mL
Agua bidestilada g.s.p. 500 mL

5.Peré6xido de hidrogénio a 3% (H,0O, 3%)

Reagente Quantidade

i HzOz 30% 100 |J.|_
Agua bidestilada g.s.p. 1 mL
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SOLUCOES EMPREGADAS NA TECNICA DE ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA PARA DETECCAO DE ROTAVIRUS

- Solucéo Tris/HCI (Tris/HCI 0,1 M; CaCl, 1,5 mM; pH 7,3)

Reagentes Quantidade
Trizma base (PM 121,1) 12,114 g
CaCl, 0,1662 g (0,22 g para bi-hidratada)
Agua bidestilada g.s.p. 1.000 mL
HCI concentrado g.s.p. pH 7,3

- Dodecilsulfato de sodio 10% (SDS 10%)

Reagentes Quantidade
Lauril sulfato de sodio 10g
Agua bidestilada g.S.p. 100 mL

- Dissociador da Amostra

Reagentes Quantidade
SDS 10% 3,0 mL
Upper Tris 4X 1,25 mL
2-mercapto-etanol 0,5mL
Glicerol 4,0 mL
Azul de bromofenol 0,5% 100 uL
Agua bidestilada g.s.p. 10 mL

- Solucao de Acrilamida/Bisacrilamida (30/0,8)

Reagentes Quantidade
Acrilamida para eletroforese 3009
Bisacrilamida 0,8¢g

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL

- Lower Tris 4X (0,5 M Tris/HCI; pH 8,8)

Reagentes Quantidade
Tris (base) 18,17 g
HCI concentrado g.s.p. pH 8,8
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL

- Upper Tris 4X (0,5 M Tris/HCI; pH 6,8)

Reagentes Quantidade
Tris (base) 6,06 ¢
HCI concentrado g.s.p. pH 6,8

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
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- Gel de poliacrilamida

Reagente Gel inferior (7,5%) Gel superior (3,5%)
Solucdo mae  acril/bis 7,84 mL 0,63 mL
(30/0,8)

Lower Tris 4X go5mL e
Upper Tris4xX e 1,40 mL
Agua bidestilada 14,9 mL 3,26 mL
Persulfato de Amoénio 1,4 mL 280 pL
TEMED 20 pL 20 pL

VOLUME TOTAL 32,2 mL 5,60 mL

- Solugdes para o preparo do Tampéao de Corrida

- Solugao estoque Tris-Glicina 4X

Reagentes Quantidade
Tris (base) 12 g
Glicina 57,69
Agua bidestilada g.s.p. 1.000 mL

- Tampéo de Corrida

Reagentes Quantidade
_Tris glicina 4X 50 mL
Agua bidestilada g.s.p. 200 mL

- Solucéo de alcool isoamilico, cloroférmio e fenol

Reagente 25 amostras 50 amostras 75 amostras 150 amostras
Alcool isoamilico 160 pL 320 pL 480 pL 960 uL
Cloroférmio 3,9 mL 7,8 mL 11,7 mL 23,4 mL
Fenol 6,0 mL 12 mL 18 mL 36 mL

- Persulfato de Aménio a 20%

Reagentes Quantidade
Persulfato de Amonio 60 mg
Agua destilada 3,0 mL

Coloracdo com nitrato de prata

1.Solucéo fixadora (etanol - &cido acético)

Reagentes Quantidade 1 gel Quantidade 2 géis
~ Etanol 15 mL 30 mL
Acido Acético 0,75 mL 1,5mL

Agua bidestilada g.s.p. 150 mL g.s.p. 300 mL
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2.Solucao corante (nitrato de prata 0,01M)

Reagentes Quantidade 1 gel Quantidade 2 géis
Nitrato de Prata 0,2775¢g 0,555¢
Agua bidestilada 150 mL 300 mL

3.Solucéo reveladora

Reagentes Quantidade 1 gel Quantidade 2 géis
NaOH 5639 11,26 g
Formaldeido 40% 1,43 mL 2,86 mL
Agua bidestilada g.s.p. 188 mL g.s.p. 376 mL

4.Solugéo de Acido Acético 5%

Reagentes Quantidade 1 gel Quantidade 2 géis
“Acido Acético 7,5 mL 15,0 mL
Agua bidestilada g.s.p. 150 mL g.s.p. 300 mL

5.Solucéo de etanol 10%

Reagentes Quantidade 1 gel Quantidade 2 géis

) Etanol 15 mL 30 mL
Agua bidestilada g.s.p. 150 mL g.s.p. 300 mL
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APENDICE C

1C. Média e desvio-padrdo da concentracdo sérica de proteinas de vacas da raga
Holandesa cujos bezerros ndo apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més
de vida (Grupo A), cujos bezerros apresentaram diarreia no decorrer do primeiro
més de vida, mas foram negativos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (Grupo
B) e cujos bezerros apresentaram diarreia no decorrer do primeiro més de vida, e
foram positivos para a deteccdo de rotavirus nas fezes (Grupo C), aos 60 e 30
dias pré-parto e no dia do parto (0).

1.1 C Concentracao sérica de proteina total (g/dL)

Grupos
Momentos A B c
60 8,06+0,45 "2 7,90+0,38 B2 8,39+0,70 "B2
30 8,29+0,34 "2 7,97+0,38 A2 8,38+0,90 "2
0 7,01+0,60 ~° 6,27+0,46 "° 6,9+0,75 AP

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ha mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

1.2 C Concentracéo sérica de globulinas (g/dL)

Grupos
M t
omentos A B C
60 5,38+0,51 @ 5,32+0,37 @ 5,94+0,84 /@
30 5,79+0,52 A2 5,41+0,36 @ 5,88+0,81 @
0 4,36+0,63 AP 3,62+0,48 B° 4,24+0,63 "B°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ha mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

1.3 C Concentracéo sérica de imunoglobulina A (mg/dL)

Grupos
Momento
° A B C
60 77,5+30,1 @ 89+51,5 A2 101+33,5 A2
30 84,3+47,9 " 89,2+39,4 A@ 102+35,4 A2
0 58,2+57,5 A2 32,2+15,2 AP 452+21,9 AP

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

1.4 C Concentracéo sérica de ceruloplasmina (mg/dL)

Grupos
Momentos A B C
60 36,1+16,4 @ 35,2+5,80 AP 48,2+36,1 @
30 39,6+11,6 “2 41,6+17,3 e 33,6+14,8 2
0 55,8+28,8 A2 61,0+43,8 "2 55,4+27,6 A2

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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1.5 C Concentracao sérica de transferrina (mg/dL)

Grupos
Momento
MENtos A B C
60 305+88,8 A2 287+59,6 A2 334+138 "2
30 301+81,1 4 261+88,8 A2 302+96,3 4@
0 274+111 78 173+31,5 P 201+89,1 AP

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

1.6 C Concentracéo sérica de imunoglobulina G (mg/dL)

Grupos
Momento
° A B C
60 2.102+412 A8 2.178+419 "2 2.376+573 /@
30 2.177+274 "2 2.234+420 "@ 2.374+348 7@
0 1.872+506 ~@ 1.520+586 ~° 1.541+504 AP

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ha mesma linha e letras minsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

1.7 C Concentracéo sérica de haptoglobina (mg/dL)

Grupos
Momentos A B C
60 22,4+10,5 AP 16,1+2,17 @ 23,7+22,7 1@
30 22,7+11,2 AP 15,1+3,16 @ 22,4420,4 @
0 36,2+20,0 A2 17,0+7,60 B2 29,9+18,5 ~B2

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

1.8 C Concentragéao sérica de a;-glicoproteina acida (mg/dL)

Grupos
Momentos
A B C
60 7,93+6,30 @ 8,50+7,71 /@ 10,1+4,93 #@
30 11,1+9,42 "2 9,93+6,38 @ 12,2+4,27 @
0 7,48+2 35 A2 9,37+8,79 @ 11,7+7,09 @

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
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APENDICE D

1D. Média e desvio-padrdo da atividade de gamaglutamiltransferase (GGT), do teor
de proteina total e das concentragdes de imunoglobulinas A e G no soro lacteo de
vacas da raca Holandesa cujos bezerros ndo apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida (Grupo A), cujos bezerros apresentaram diarreia no
decorrer do primeiro més de vida, mas foram negativos para a deteccdo de
rotavirus nas fezes (Grupo B) e cujos bezerros apresentaram diarreia no decorrer
do primeiro més de vida, e foram positivos para a detec¢do de rotavirus nas fezes
(Grupo C) no dia do parto (momento 0) e no primeiro dia apds o parto (momento
1).

1.1 D Atividade de gamaglutamiltransferase no soro lacteo (U/L)

Grupo Momento
0 1
A 26.397+11.074 "2 17.788+9.125 AP
B 35.719+12.546 2 26.680+10.284 ~°
C 30.413+14.735 A2 23.340+11.203 A°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

1.2 D Concentracéo de proteina total no soro lacteo (g/dL)

Grupo Momento
0 1
A 20,9+5,99 A2 13,9+11,2 A°
B 23,045,11 7@ 14,9+7,31 AP
C 20,7+6,08 A2 12,5+6,31 A°

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minGsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

1.3 D Concentracdo de imunoglobulina A no soro lacteo (mg/dL)

Grupo Momento
0 1
A 507+326 "2 324+255 AP
B 532+180 A2 387+173 "
C 623+202 2 341+148 AP

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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1.4 D Concentracdo de imunoglobulina G total no soro lacteo (mg/dL)

Grupo Momento
P 0 1
A 14.528+5.350 2 10.073+9.103 AP
B 15.461+4.642 ~2 10.826+5.789 AP
C 14.684+4.627 ~2 8.644+5.069 *°

Médias seguidas de letras maiUsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).



