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RESUMO

Suplementacdo nutricional com probiédticos com ou sem adi¢cdo de zinco na
producdo de anticorpos séricos contra o virus radbico em ovinos vacinados
contra raiva

Esse estudo avaliou o efeito da suplementacéo do probidtico com ou sem zinco (Zn),
adicionado a mistura mineral, na producdo de anticorpos séricos contra 0 virus
rabico em ovinos vacinados com uma Unica dose de vacina. Quarenta e cinco ovinos
machos, mesticos Santa Inés, com idade de 6 meses foram divididos aleatoriamente
em 3 grupos (15 ovinos/grupo): Grupo controle (GC) recebeu 10 gramas de
suplemento mineral/animal/dia, grupo probiotico (GP) recebeu 10 gramas de
suplemento mineral adicionado 4 gramas de probiético/animal/dia e grupo Probidtico
e Zinco (GPZn) recebeu 10 gramas de suplemento mineral adicionado 4 gramas de
probidtico e 14,4 mg de sulfato de zinco/animal/dia adicionado ao probidtico. Os
titulos individuais de anticorpos foram determinados por meio da técnica de
soroneutralizacdo baseado no RapidFluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT) e no
FluorescentinhibitionMicrotest  (FIMT). Nao houve diferencas estatisticas
significativas entre as médias de concentracbes séricas entre os grupos. Conclui-se
gue a administracéo de probidticos com ou sem zinco ndo melhora a resposta imune
humoral antirrabica.

Palavras-chave: Anticorpos, raiva, ovinos.



ABSTRACT

Nutritional supplementation with probiotics with or without added zinc on
production of sericos antibodies against the virus rabico in ovine vaccinated
against rabies

This study evaluated the effect of probiotics supplementation with or without Zinc
(Zn), added to the mineral mixture, in humoral immune response in sheep vaccinated
with a single dose of rabies vaccines. Forty-five malecrossbred rams Santa Inés,
aged 6 months were randomly divided into 3 groups (15 animals / group): Control
group (CG) received 10 grams of mineral / animal / day, the probiotics group (GP)
received 10 grams of mineral added 4 grams of probiotics / animal / day and
Probiotics and Zinc group (GPZn) received 10 grams of mineral added 4 grams of
probiétics and 14.4 mg of zinc sulfate per animal per day added to the probiotics. The
individual titles of neutralizing antibodies were determined using the technique of
neutralization-based Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT) and
Fluorescent Inhibition Microtest (FIMT). There were no statistically significant
differences between the mean serum concentrations between groups. It was
concluded that the probiotics administration with or without zinc did not improve the
immune humoral response of antibody rabies.

Keywords: Antibody, rabies, sheep.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A raiva € uma enfermidade infecciosa viral do sistema nervoso central dos
mamiferos, causada por um virus neurotropico, (GIOMETTI et al., 2006; ACHKAR et
al., 2007; CONSALES; BOLZAN, 2007; REIS et al., 2008), onde no Brasil, o principal
agente transmissor € o morcego hematéfago Desmodus rotundus (ALBAS et al,
2006; SCHEFFER et al., 2007), que quando infectado transmite o virus rabico pela
saliva aos animais ao se alimentar de seu sangue (WRIGHT et al., 2002; RIBAS et
al., 2003; HANKINS; ROSEKRANS, 2004).

A vacinacao é o melhor método de controle da raiva por ser efetivo e de baixo
custo (ALBAS et al., 2005, 2006), sendo assim, faz-se necessaria a busca por
alternativas que aumentem a eficacia da vacinacdo contra o virus rabico. O uso de
adjuvantes tem revelado bons resultados na restauracdo da resposta imunitaria e na
potencializacdo de vacinas em relacdo a diversos agentes patégenos (RODRIGUES
et al., 2005)

Uma das estratégias para aumentar a resposta imunologica dos animais a
imunidade induzida ou as infec¢bes provocadas por virus ou bactérias é o uso de
probidticos (ARENAS, et al., 2009; FERREIRA et al., 2009) ou zinco (MARIA et al.,

2009) ao suplemento mineral utilizado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Raiva

Considerada uma das zoonoses de maior importancia em Saude Puablica, ndo
s6 por sua evolucdo drastica e letal, como também por seu elevado custo social e
econdbmico (BRASIL, 2005a), a raiva é uma enfermidade infecciosa que causa
encefalite fatal em todos os mamiferos (BRASIL, 2009). O virus possui aspecto de
um projétii e seu genoma é constituido por RNA. Apresenta dois antigenos
principais: um de superficie, constituido por uma glicoproteina, responsavel pela
formacdo de anticorpos neutralizantes e adsorcdo virus-célula, e outro interno,
constituido por uma nucleoproteina, que € grupo especifico (BRASIL, 2009).

O morcego hematdéfago Desmodus rotundus é o principal reservatorio desta
enfermidade (ALBAS et al, 2006; SCHEFFER et al., 2007; FERREIRA et al., 2009),
onde o modo mais comum de transmisséo da raiva se da pela penetracdo do virus
contido na saliva do animal infectado, principalmente pela mordedura e, mais
raramente, pela arranhadura e lambedura de mucosas (BRASIL, 2009; OMS, 2009).
O virus penetra no organismo, multiplica-se no ponto de inoculagcdo, atinge o
sistema nervoso periférico e, posteriormente, o sistema nervoso central. A partir dai,
dissemina-se para varios 6rgaos e glandulas salivares, onde também se replica e é
eliminado pela saliva das pessoas ou animais enfermos. Todos os mamiferos séo
susceptiveis a infeccdo pelo virus da raiva, (BRASIL, 2009) que é responséavel por
enormes prejuizos econémicos (FERREIRA et al., 2009; MARIA et al., 2009). Na
América Latina, o prejuizo é da ordem de 30 milh6es de délares/ano, sendo que no
Brasil este valor se aproxima de 15 milhBes de dolares, com a morte de cerca de
40.000 cabecas bovinas. Os prejuizos indiretos, no Brasil, estdo calculados em 22,5
milhdes de ddélares. (INSTITUTO PASTEUR, 2012).

Além das mortes de milhares de herbivoros, ocorrem também gastos indiretos
com a vacinagao e inimeros tratamentos pos exposi¢do (sorovacinacdo) de pessoas

gue mantiveram contato com animais suspeitos (BRASIL, 2005a).

A vacinagdo continua é o meéetodo mais efetivo, de menor custo e reduz
perdas econd6micas (REIS et al., 2007; FERREIRA et al., 2009; MARIA et al., 2009),
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pois a imunidade é conferida através de vacinacdo, acompanhada ou ndo por soro
(BRASIL, 2005b).

Para que haja um estado imunitario suficiente para proteger individuos
expostos ao risco de contaminacdo, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda a avaliacdo da imunidade antirrdbica através da titulacdo desses
anticorpos e considera um titulo igual ou maior que 0,5 Ul/mL (Unidades
Internacionais/mL) (ALBAS, 2006, CHABEL et al., 2009). Entretanto, Rubi et al.
(2003) relataram que o titulo de anticorpos antirrabicos protetores em ovinos seria
de 1,10 UI/mL.

No Brasil, € comum ocorrer a ineficiéncia da imunidade na primovacinacao
das vacinas antirrabicas, liberadas e comercializadas, mesmo com seus valores
antigénicos dentro dos parametros de normalidade segundo seus fabricantes
(MARIA et al., 2009). Portanto, € necessario buscar alternativas para aumentar a
eficacia da vacinacao contra o virus da raiva (FERREIRA et al., 2009).

2.2 Probidtico

O termo probidtico deriva do grego, que significa “para a vida” (REID et al.,
2003; PARDO; REIS, 2008).

Probidticos sdo suplementos alimentares que contém microrganismos vivos,
gue administrado em quantidade adequada, produzem efeitos benéficos para a
saude do hospedeiro (animais e seres humanos) (MILES, 2007; HOLANDA et al.,
2008), promovendo a saude e ndo a cura de doencas (MORAES; COLLA, 2006;
KARKOW:; FAINTUCH; KARKOW., 2007; GUIAS..., 2008; PARDO; REIS, 2008;
FERREIRA et al., 2009). E definido também como “uma preparacédo ou produto
contendo determinado (s) microrganismo (s) viavel (eis), em quantidades suficientes,
que alteram a microbiota em um determinado compartimento do hospedeiro
exercendo, deste modo pelo menos um efeito benéfico” (SCHREZENMEIR, 2001).
Estes microrganismos sdo mundialmente utilizados como preparacdes farmacéuticas
ou produtos fermentados. Em adicdo ao seu valor nutritivo, as leveduras parecem
modular beneficamente os distlrbios do ecossistema gastrointestinal (MARTINS et
al., 2005; PARDO; REIS, 2008).

A eficacia de utilizacdo dos probidticos é estritamente dependente da

guantidade e caracteristicas das cepas de microorganismos utilizados na elaboracao
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do produto a ser utilizado como aditivo alimentar. As espécies bacterianas mais
comuns para o preparo deste tipo de produtos sdo: Lactobacillus bulgaris, L.
acidophilus, L. casei, L. lactis, L. salivarius, L. plantarium, L.reuteri, L. johonsie,
Streptococcus thermophilus, Enderococcus faecium, E. faecalis, Bifidobacterium ssp,
Bacillus subtilis, B. toyoi, Aspergillus oryzae e Saccharomyces cerevisiae (MATOS,
2008).

Para um produto probidticos apresentar a alegacdo de promocao de saude,
no seu roétulo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece que
a quantidade minima viavel da cultura deva estar entre 10® a 10° UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) por porgéo do produto (HOLANDA et al., 2008).

A grande vantagem da terapia com os probiéticos € a auséncia de efeitos
secundarios, como a selecdo de bactérias resistentes. Os efeitos benéficos destes
microrganismos sao basicamente os mesmos da microbiota normal do corpo
humano. O que se faz neste caso é a utilizacdo, em grande quantidade, daqueles
gue possuem eficacia comprovada, podendo ser constituintes normais da microbiota
(MARTINS et al., 2005). Para os animais, ndo ha toxicidade e também nem deixam
residuos toxicos nas carcagas, que muitas vezes sdo destinadas ao consumo
humano (PARDO; REIS, 2008).

Uma das principais preocupa¢cfes da Organizacdo Mundial da Saude é a
implementacdo de novas terapias que ndo atuem como uma forte presséo seletiva,
propiciando a geracdo de patdgenos cada vez mais agressivos e resistentes
(MARTINS et al.,, 2005). Esses produtos vém substituindo outros promotores de
crescimento, como o0s antibiéticos, cujo uso na producdo animal é indesejavel
porque sua utilizacdo indiscriminada favorece o aparecimento de bactérias
resistentes aos antibiéticos (PARDO; REIS, 2008).

O sistema digestorio contém milhdes de bactérias, o equilibrio entre elas é
muito importante inclusive para funcdo imunolégica. A microflora intestinal enfrenta
desafios diarios que podem causar um desequilibrio entre bactérias saudaveis e
patogénicas, como por exemplo, a m& alimentacdo, o uso de antibidticos, estresse,
intoxicacdo alimentar, dentre outros. Ao ingerir alimentos com probidticos, bactérias
saudaveis que sobrevivem as secrecdes digestivas, chegam ao intestino grosso e
sdo capazes de colonizar este ambiente, favorecendo o equilibrio microbiano
(MILES, 2007).
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A microflora intestinal desempenha um importante papel na fermentagéo da
fibra, resultando na producdo de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC). AGCCs
aumentam o fluxo de sangue para o colon e fornecem as células da parede do
intestino um combustivel metabdlico, principalmente sob a forma de butirato. Os
AGCC também diminuem o pH do intestino grosso, 0 que cria um ambiente que
impede o crescimento de bactérias nocivas. Um pH mais baixo também ajuda na
absorcdo de minerais, como calcio e magnésio (MILES, 2007).

O uso de probidticos e os efeitos da manipulacdo da microflora intestinal foi
inicialmente observado por Metchnikoff (1907), que relatou os efeitos benéficos das
bactérias produtoras de &cido lactico em prevencdo e tratamento de doencas
intestinais (DOSTA et al., 2009). A interacdo entre a cepa probidtica e a microflora
intestinal pode ser baseado na competicdo com as bactérias patogénicas por sitios
de adesdo aos receptores epiteliais de nutrientes e producdo de substancias
especificas, tais como bacteriocinas (MILES, 2007; DOSTA et al., 2009).

As bacteriocinas sao substancias peptiticas com atividades antimicrobianas
produzidos por sintese ribossomal e sdo segregadas por um grande numero de
bactérias para inibir o crescimento de outros microorganismos competidores. Essas
substancias sédo produzidas por diferentes bactérias probiéticas e podem servir
como barreiras antimicrobianas e ajudar a reduzir os niveis de microorganismos
patdogenos, melhorarem a digestibilidade e aumentar a atividade imunoldgica de
muitas espécies animais (DOSTA et al., 2009; NG et al., 2009).

Dentre os efeitos benéficos dos probidticos, estdo sua utilizacdo como
promotores de crescimento aumentando o ganho de peso em bovinos, a reducéo do
pH intraluminal do tubo digestivo, minimizando o estresse, impedindo a colonizacéo
da mucosa intestinal por bactérias patogénicas e aumentando a resposta imune
humoral. Observou-se também um aumento significativo nos titulos de anticorpos
antirrdbicos em bovinos primovacinados contra a raiva, além disso, também elevou
para 100% a frequéncia de animais que apresentaram titulos de anticorpos
protetores contra o virus rabico (RASTEIRO et al.,, 2007; ARENAS et al., 2007,
FERREIRA et al., 2009).

Os probioticos também atuam estimulando o sistema imunologico (ESPARZA;
FRAGOSO, 2010; NOGUEIRA; GONCALVES, 2011), porém esta acdo ainda nao
esta totalmente esclarecida (SILVA et al., 2006; PARDO; REIS, 2008). Essa acao

imunoestimulante é atribuida as bactérias acido laticas (CROSS, 2002), entre elas:
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Lactobacilus acidophilus, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium longum
(KOENEN et al., 2004).

Quando uma substancia estranha entra em contato com 0 organismo, é
fagocitada e processada pelas células apresentadoras de antigeno. Estas células
expdem este antigeno em sua membrana, a partir do complexo de his-
tocompatibilidade (HLA) - classe Il, que ao interagir com receptor na membrana do
linfécito T CD4+ promove a proliferacdo de um clone especifico de células T helper
tipo 1 ou tipo 2, que de acordo com as citocinas secretadas (NOGUEIRA;
GONCALVES, 2011) (IFN-gama), interleucinas (IL-10) e o fator de necrose tumoral-
alfa (ESPARZA; FRAGOSO, 2010), irdo propiciar uma reacdo imunoldgica,
reduzindo processos inflamatérios locais e estimulando a tolerancia do organismo
aos antigenos comuns (ESPARZA; FRAGOSO, 2010; SOUZA et al., 2010;
NOGUEIRA; GONCALVES, 2011).

Varias pesquisas tém demonstrado que os probidticos estimulam a atividade
fagocitica dos leucoécitos (OYETAYO; OYETAYO, 2005), aumentam a proliferacédo
de linfocitos T, a atividade dos macréfagos e elevam a atividade das células Natural
Killer (NK); ativam as células T Helper CD4+ subpopulacdo Thl (OUWEHAND et
al., 1999). Ainda modulam as bactérias da microflora intestinal, atuando no balango
Th1/Th2, promovendo o controle de processos infecciosos e imunoldgicos
(NOGUEIRA; GONCALVES, 2011). Aumentam também a producdo de anticorpos e
a secrecdo de mediadores quimicos que estimulam o sistema imune (CROSS,
2002). Entre elas estdo a producdo de citocinas, interferon gama (IFN-y), TNF,
interleucina (IL) 1, IL-2, IL-10 e a IL-12 (OUWEHAND et al., 1999).

Argumenta-se que a utilizacdo de probidticos possa contribuir na promocéao
do crescimento animal, melhora na conversdo alimentar, maior absorcdo de
nutrientes pelo controle da diferenciacdo e proliferacdo das células epiteliais,
neutralizagdo de fatores antinutricionais, melhora no metabolismo de carboidratos,
calcio e sintese de vitaminas, producdo de enzimas microbianas para compensar
atividades deficientes de enzimas do hospedeiro, eliminacdo ou controle de
microrganismos patogénicos causadores de doencas subclinicas ou clinicas e
estimulo da imunidade especifica ou ndo especifica no intestino, porém ainda sao
escassos e inconsistentes os estudos sobre a acao de microorganismos probidticos
sobre os parametros ruminais e desempenho produtivo de ruminantes (MATOS,
2008).
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2.3 Ovinos e Probidticos

O setor de producdo de carne contribui expressivamente na economia
brasileira tendo em vista que o produto brasileiro tem grande aceitabilidade no
exterior. No que se refere a carne de ruminantes, embora a carne bovina tenha
maior participacdo no Produto Interno Bruto que a ovina e caprina, em 2005 a
criacdo de ovinos e caprinos teve um crescimento de 6,5%. Isso demonstra a
tendéncia de crescimento do consumo no mercado interno (INSTITUTO DE
ECONOMIA AGRICOLA, 2010).

Sendo animais de facil adaptacdo em varios sistemas de producéo, a criacao
de ovinos é encontrada em varias regifes do pais. Possuem algumas caracteristicas
que tornam vantajosa a sua criacdo: producao de I&, carne e leite, além da facilidade
de manejo e adaptacdo, quando comparado como, por exemplo, a bovinocultura.
Devido a seu porte pequeno e facilidade de manejo, 0os ovinos sdo também
utilizados como modelo experimental para posterior transposicdo de resultados a
outras espécies (ROOS, 2006).

O Estado de S&o Paulo, entre 1995 e 2006, observou um crescimento do
rebanho da ordem de 75,04%, que foi resultado dos investimentos na produgao nos
altimos anos. Acdes da Associacdo Paulista de Criadores de Ovinos (ASPACO) em
regides do estado tém sido favoraveis a essa evolucdo com a adeséo da associacao
ao Programa de Melhoramento Genético da Raca Santa Inés para melhor
desempenho dos rebanhos ovinos. O aumento da producédo de carne de ovinos no
Estado de S&o Paulo proporciona um crescimento da participacdo socioeconémica
deste setor. A facilidade de sua criacdo e o aumento do mercado tém sido uns dos
aspectos positivos para a ampliagdo da producdo (STAUDT; PITHAN e SILVA,
2008).

Além das técnicas de melhoramento genético, controle sanitario e programas
nutricionais tém sido utilizados para tornar a produgdo ovina mais rentavel e
competitiva. Para que isso seja possivel, € necessario fornecer alimentagao
adequada a cada categoria animal, assim atendendo suas demandas com
alimentacao de qualidade (ROQS, 2006).

Nos ultimos anos, as industrias de alimentos que antes suplementavam as

racdes animais com antibidticos para promover o crescimento e controlar doencas,
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estdo aumentando a procura por uma alternativa, j& que o uso prolongado desses
produtos pode induzir ao aumento de popula¢des bacterianas resistentes, causando
risco significativo a saiude animal e humana, uma vez que para combater essas
bactérias teriam que se usar antibioticos mais potentes. Sendo assim, os probidticos
tornaram-se a opc¢do mais plausivel, pois sdo utilizados na prevencdo e no
tratamento de doencas, na regulagcdo da microbiota intestinal, no controle de
disturbios do metabolismo gastrintestinal, como imunomoduladores, na inibicdo da
carcinogénese, e como promotores de crescimento (ROOS, 2006).

Pesquisas recentes para avaliar a resposta imune de animais alimentados
com dietas suplementadas com probiéticos, revelaram, em sua grande maioria, 0s
efeitos benéficos destes microorganismos ao estimularem de alguma maneira a
resposta imune do hospedeiro, seja a resposta inata, a celular ou a humoral
(ERICKSON; HUBBARD, 2000).

2.4 Zinco

O zinco, juntamente com o cobre, sdo o0s dois micronutrientes mais envolvidos
em funcdes no organismo animal. E um componente essencial de mais de 200
sistemas enzimaticos no organismo de um animal superior (HADDAD; ALVES,
2006), sendo um elemento mineral essencial para os animais, pois faz parte da
composicdo de véarias metalo enzimas, vital para sua sobrevivéncia (PERES;
KOURY, 2006; MARIA et al., 2009). E essencial na transformacéo de retinol em
vitamina A e na mobilizacdo desta no figado. De modo geral, a acdo da vitamina A é
dependente de niveis adequados de zinco na dieta, 0 que nem sempre acontece em
condicbes tropicais (HADDAD; ALVES, 2006). Também é indispensavel para a
integridade do sistema imunolégico (HADDAD; ALVES, 2006; PERES; KOURY,
2006; MARIA et al.,, 2009), tornando os animais mais resistentes as doencas
infecciosas (PERES; KOURY, 2006; MARIA et al., 2009). Atua nos processos de
replicacdo dos linfécitos, na produgdo de anticorpos, na ativacdo dos linfcitos e
monaocitos e na atividade das células NK (PARDO; REIS, 2008).

Ha evidéncias de que a suplementacdo com zinco reduz o impacto de muitas
doencas, pois promove melhora do sistema imune (MAFRA; COZZOLINO, 2004).
Participa na divisdo celular, expressdo genética, processos fisiolégicos como
crescimento e desenvolvimento, na transcricdo genética (MAFRA; COZZOLINO,
2004; HADDAD; ALVES, 2006; EMBRAPA GADO DE CORTE, 2010). Na morte



19

celular, age como estabilizador de estruturas de membranas e componentes
celulares (KOURY; DONANGELO, 2003; MAFRA; COZZOLINO, 2004), estabilizador
da funcdo imune e desenvolvimento cognitivo (EMBRAPA GADO DE CORTE, 2010).
O zinco também esta presente no metabolismo de acidos graxos, integridade das
membranas das hemécias, metabolismo da proteina, regulacdo do apetite,
integridade do epitélio e ossos, reproducdo e crescimento, além de estar envolvido
no crescimento fetal e manutencédo da gravidez em condi¢cdes normais (HADDAD;
ALVES, 2006). Deste modo, todos os sistemas do organismo sao afetados pela
deficiéncia do mineral, particularmente quando as células estdo em acelerado
processo de divisdo, crescimento ou sintese (EMBRAPA GADO DE CORTE, 2010).

A deficiéncia de zinco ocorre quando os animais ndo ingerem quantidade
suficiente desse mineral. Em ruminantes, dietas deficientes causam, em 24 a 36h,
declinio imediato desse elemento no plasma, provocando a deficiéncia do mineral
(PARDO; REIS, 2008). Essa deficiéncia é dificil de ser diagnosticado com base em
determinacdes do elemento nos tecidos animal, pois ndo existem tecidos em que o
mineral € estocado em quantidades apreciaveis (EMBRAPA GADO DE CORTE,
2010).

O melhor método para prevencao e tratamento da deficiéncia de zinco nos
animais é a suplementacdo mineral em cochos, com fornecimento da mistura
mineral adicionada de zinco ad libitum (PARDO; REIS, 2008).

Estudos demonstraram que 0 consumo excessivo de suplementacao de zinco
em racdes animais, em longo prazo, resultou em baixas concentracdes séricas de
HDL-colesterol, erosdo gastrica e funcao imune deprimida (PERES; KOURY, 2006).
Em bovinos, houve absorcdo de cobre; reducdo no ganho de peso, na ingestdo de
alimentos e na producao de leite; inibicdo de macrofagos, diminuicdo da fagocitose,
prejuizo nos processos de cicatrizacdo, constipagdo crbnica, sonoléncia e paresia.
Além de causar deficiéncia de cobre e ferro em razdo do antagonismo com esses
minerais (PARDO; REIS, 2008).

A absorcao intestinal de zinco pode ser reduzida pelo excesso de calcio na
alimentacédo (TODO et al., 2010). Esse prejuizo na absor¢cdo do zinco parece estar
relacionado a uma interacdo negativa entre calcio e zinco mais pronunciada na
presenca de fitato (LOBO; TRAMONTE, 2004, PARDO; REIS, 2008).

O caélcio, em concentragfes elevadas ndo produz toxidade, pois é precipitado;

porém interfere no metabolismo e absor¢cdo de outros minerais, podendo levar a
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deficiéncia. Dentre esses minerais, se destacam o fosforo, zinco, manganés,
magnésio, iodo, ferro (MINERALS, 1985).
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3 OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi de avaliar o efeito da suplementacao do probidtico
com ou sem zinco (Zn), adicionado a mistura mineral, na producdo de anticorpos
séricos contra o virus rbico em ovinos vacinados com uma Unica dose de vacina

antirrdbica.
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Suplementacéo nutricional na producgdo de anticorpos séricos contra o virus rabico em

ovinos vacinados contra raiva

Nutritional supplementation on production of sericos antibodies against the virus rabico

in ovine vaccinated against rabies

RESUMO

Esse estudo avaliou o efeito da suplementacédo do probidtico com ou sem zinco (Zn),
adicionado a mistura mineral, na producdo de anticorpos séricos contra o virus rabico em
ovinos vacinados com uma Unica dose de vacina. Quarenta e cinco ovinos machos, mesticos
Santa Inés, com idade de 6 meses foram divididos aleatoriamente em 3 grupos (15
ovinos/grupo): Grupo controle (GC) recebeu 10 gramas de suplemento mineral/animal/dia,
grupo probidtico (GP) recebeu 10 gramas de suplemento mineral adicionado 4 gramas de
probidtico/animal/dia e grupo Probidtico e Zinco (GPZn) recebeu 10 gramas de suplemento
mineral adicionado 4 gramas de probidtico e 14,4 mg de sulfato de zinco/animal/dia
adicionado ao probidtico. Os titulos individuais de anticorpos foram determinados por meio
da técnica de soroneutralizagdo baseado no RapidFluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT) e
no FluorescentinhibitionMicrotest (FIMT). N&o houve diferencas estatisticas significativas
entre as médias de concentracdes séricas entre 0s grupos. Conclui-se que a administracdo de
probidticos com ou sem zinco ndo melhora a resposta imune humoral antirrabica.

Palavras Chave: Anticorpos, raiva, ovinos.

ABSTRACT

This study evaluated the effect of probiotics supplementation with or without Zinc
(Zn), added to the mineral mixture, in humoral immune response in sheep vaccinated with a
single dose of rabies vaccines. Forty-five malecrossbred rams Santa Inés, aged 6 months were
randomly divided into 3 groups (15 animals / group): Control group (CG) received 10 grams
of mineral / animal / day, the probiotics group (GP) received 10 grams of mineral added 4
grams of probiotics / animal / day and Probiotics and Zinc group (GPZn) received 10 grams
of mineral added 4 grams of probidtics and 14.4 mg of zinc sulfate per animal per day added
to the probiotics. The individual titles of neutralizing antibodies were determined using the
technique of neutralization-based Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT) and

Fluorescent Inhibition Microtest (FIMT). There were no statistically significant differences
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between the mean serum concentrations between groups. It was concluded that the probiotics
administration with or without zinc did not improve the immune humoral response of
antibody rabies.

Key words: Antibody, rabies, sheep.

INTRODUCAO

A raivaé uma enfermidade infecciosa viral aguda do sistema nervoso central dos
mamiferos, onde no Brasil, o principal agente transmissor do virus rabico para animais de
fazenda, € o morcego hematdéfago Desmodusrotundus (Schefferet al., 2007). Na América
Latina, esta enfermidade vem causando um prejuizo da ordem de 30 milhdes de dolares/ano e
no Brasil, os prejuizos indiretos estdo calculados em 22,5 milhdes de ddlares/ano (Instituto
Pasteur, 2012b).

A vacinagdo é o melhor método de controle da raiva por ser efetiva e de baixo custo
(Albas et al., 2006) e para que haja um estado imunitério suficiente para proteger individuos
expostos ao risco de infeccdo, a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) recomenda a
avaliacdo da imunidade antirrabica pela titulacdo de anticorpos e considera um titulo igual ou
maior que 0,5 Ul/mL (WHO, 1992).

No Brasil, é comum ocorrer a ineficiéncia da imunidade na primovacinacdo das
vacinas antirrabicas, liberadas e comercializadas, mesmo com seus valores antigénicos dentro
dos parametros de normalidade segundo seus fabricantes (Maria et al., 2009). Sendo assim, €
necessario buscar alternativas para aumentar a eficacia da vacinacdo contra o virus da raiva
(Ferreira et al., 2009).

Na Europa, América do Norte e Asia, antibi6ticos e quimioterapicos usados como
promotores de crescimento deixaram de ser utilizados na producdo de bovinos de corte e leite,
em virtude da possibilidade de acimulo de residuos nos produtos de origem animal (carne,
leite e derivados), bem como no meio ambiente (Graminha, 2007). Com as restricdes
impostas pela Unido Européia, os produtores europeus atualmente recorrem a um ndmero
limitado de promotores de crescimento e no Brasil, os produtos que foram utilizados no
passado encontram-se atualmente proibidos como aditivos de ragdes (Menten, 2001).

Uma das estratégias para aumentar a resposta imunolégica dos animais a imunidade
induzida ou as infec¢BGes provocadas por virus ou bactérias é 0 uso de adjuvantes, que tem
revelado melhora na restauragdo da resposta imunitaria e na potencializacdo de vacinas em
relacdo a diversos agentes patdgenos (Rodrigues et al., 2005) como probioticos (Arenas et al.,

2009; Ferreira et al., 2009) e/ou zinco (Maria et al., 2009) ao suplemento mineral utilizado.
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Probidticos sdo suplementos alimentares que contém microrganismos Vvivos, que se
administrados em quantidades adequadas, produzem efeitos benéficos para a salde do
hospedeiro (animais e seres humanos)(Holanda et al., 2008). A eficacia de utilizacdo dos
probidticos depende da quantidade e caracteristicas das cepas de microorganismos utilizados
na elaboracdo do produto a ser utilizado como aditivo alimentar (Holanda et al., 2008). A
vantagem da utilizacdo de probidticos é a auséncia de efeitos secundarios, como a sele¢do de
bactérias resistentes (Martins et al., 2005). Para os animais de producao, os probioticos nao
causam efeitos toxicos e ndo permanecem como residuo nos subprodutos destinados ao
consumo humano, em quantidades significativas (Pardo e Reis, 2008). Dentre os efeitos
benéficos dos probidticos, estdo sua utilizagdo como promotores de crescimento aumentando
0 ganho de peso, a reducdo do pH intraluminal do tubo digestivo, minimizando o estresse,
impedindo a colonizacdo da mucosa intestinal por bactérias patogénicas e aumentando a
resposta imune humoral. Observou-se também um aumento significativo nos titulos de
anticorpos antirrdbico em bovinos primovacinados contra a raiva, (Arenas et al., 2009;
Ferreira et al., 2009).

O zinco esta envolvido em vérias fungdes no organismo animal (Haddad e Alves,
2006), sendo vital para sua sobrevivéncia (Peres eKoury, 2006; Maria et al., 2009). E
indispensavel para a integridade do sistema imunolégico (Haddad e Alves, 2006; Peres
eKoury, 2006; Maria et al., 2009), tornando os animais mais resistentes as doencas
infecciosas (Peres eKoury, 2006; Maria et al., 2009). A deficiéncia de zinco ocorre quando 0s
animais ndo ingerem quantidade suficiente desse mineral. Em ruminantes, dietas deficientes
causam, em 24 a 36h, declinio imediato desse elemento no plasma, provocando a deficiéncia
do mineral (Pardo e Reis, 2008). A absorcdo intestinal de zinco pode ser reduzida pelo
excesso de calcio na alimentacdo (Todo, et al., 2010). Esse prejuizo na absor¢do do zinco
parece estar relacionado a uma interacdo negativa entre calcio e zinco mais pronunciada na
presenca de fitato (Lobo eTramonte, 2004, Pardo e Reis, 2008).

Dada a importancia do probiotico e do zinco na alimentacdo dos animais, objetivou-
se avaliar os efeitos da suplementagdo do probio6tico, com ou sem zinco, sobre a resposta

imune humoral em ovinos vacinados com uma Unica dose de vacina antirrabica.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa, sob protocolo282/10,

pela Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente, SP e foi desenvolvido nos meses de
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janeiro a fevereiro de 2009, com o periodo experimental de 60 dias, no municipio de Taciba,
extremo oeste do estado de S&o Paulo, Brasil.

Foi analisada a concentracdo de anticorpos neutralizantes antirrabicos em 45 ovinos,
machos mesticos Santa Inés, com idade de aproximadamente 6 meses e divididos
aleatoriamente em 3 grupos (15 ovinos por grupo), os quais foram previamente identificados e
vermifugados no dia zero do experimento apds exame parasitolégico de fezes (Gordon e
Whitlock, 1939). De acordo com avaliacdo veterinaria, 0s animais apresentavam-se saudaveis
e sem deficiéncia de zinco. Também no dia zero colheram-se amostras das forrageiras dos
pastos para avaliar a concentracdo de zinco no solo, nas pastagens e na agua, onde a
concentracdo de zinco das forragens dos piquetes foi determinada por espectrofotometria de
absorcéo atbmica em forno de grafite. Ainda no dia zero, o soro dos animais foi analisado
para verificar se haviam tido contato com o virus rabico selvagem e vacinal. Utilizou-se a
vacina antirrabica (Vencofarma, Laboratérios Vencofarma do Brasil Ltda, Londrina, PR,
Brasil) contendo virus rabico fixo inativado, absorvido pelo gel de hidroxido de aluminio,
produzido em cultivo celular. A aplicacéo foi feita em todos os ovinos numa dose de 2 mL de
vacina por via subcutanea.

As amostras de sangue dos ovinos foram colhidas nos dias 0, 30 e 60. Para isso, 0S
ovinos foram levados no periodo da manha para o curral, contidos em tronco de contencao
tipo brete e 10 mL de sangue de cada animal foi colhido por meio de pungéo da veia jugular
em tubos a vacuo sem anticoagulante. Os tubos foram transportados em caixa térmica com
gelo para o Hospital Veterinario e apds 2 horas centrifugados a 2500 rotacdes por minuto
(rpm) por 10 minutos. As amostras de soro retiradas com pipeta automéatica foram
acondicionadas em tubos plasticos de 1,5 mL e armazenadas por congelacdo em freezer a -
20°C para determinacdo do titulo de anticorpos neutralizantes antirrabicos.

Os titulos individuais de anticorpos neutralizantes foram determinados no
Laboratdrio de Raiva do Instituto Butantan por meio da técnica de soroneutralizagdo em
células BHK21 clone 13. Esse teste, baseado no RapidFluorescent Focus Inhibition Test —
RFFIT (Teste de Inibicdo de Foco Fluorescente Rapido) (Smithet al., 1998) e no
FluorescentinhibitionMicrotest — FIMT (Zalanet al. 1979).

Nos primeiros 30 dias, 0os animais foram mantidos para adaptagéo a pastagem, ao
qual foram alimentados com capim Aruana em sistema de pastejo extensivo. Os piquetes
utilizados pelos grupos de animais eram semelhantes na topografia e composi¢éo boténica,
onde os animais foram colocados em sistema de rodizio e mantidos sem situacdo de

estresse. Todos 0s piquetes possuiam pasto abundante e sombra. Foram feitos ajustes e
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estabelecimento do consumo de probidtico adicionado ao sal mineral. A quantidade desse
produto adicionado ao sal mineral foi calculada de maneira que cada animal ingerisse cerca

de 4 g por dia, segundo Arenas et al. (2009).

O primeiro grupo, controle (GC) consumiu em média 10 gramas de suplemento
mineral/animal/dia. O segundo grupo (GP), consumiu em média 10 gramas de suplemento
mineral adicionado 4 gramas de probi6tico/animal/dia e o terceiro grupo consumiu em média
10 gramas de suplemento mineral adicionado 4 gramas de probidético, e 14,4 mg de sulfato de
zinco/animal/dia adicionado ao probiotico (GPZn).

A determinacdo do consumo do probidtico/animal feita no primeiro més do
experimento foi da seguinte maneira: o sal mineral suplementado com o probi6tico foi pesado
e colocado no cocho e ap6s 24 horas, retirado e pesado novamente. A diferenca entre a
primeira pesagem e a segunda, dividida pelo namero de animais que utilizaram o cocho foi
considerada como consumo médio de sal/ovinos durante 24 horas.

O probiético comercial utilizado (Biologic Plus®, probiético, Mart-Mix Produtos
Veterinarios, Martinopolis, SP, Brasil) foi devidamente registrado e aprovado pelo Ministério
da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento (MAPA), composto por 2.220.000.000 UFC/kg de
Lactobacillus, 2.220.000.000 UFC/kg de BacillusEstreptococusfaecium, 2.220.000.000
UFC/kg de Bifidobacteriumthermoplhilum, 35.000 g de calcio, 25.000 g de enxofre, 20.000
mg de cobalto, 10.000 mg de iodo e 930.000 g de veiculo.

O suplemento mineral utilizado (Fort Sal® da linha ovinos, produzido por Fort Sal
Nutricdo Animal, Santo Anastacio, SP, Brasil), contendo para cada Kg de mistura: 140 g de
calcio, 65 g de fosforo, 12 g de enxofre, 100 g de sodio, 11 g de magnésio, 1.100 mg de
manganés, 2000 mg de ferro, 135 mg de cobalto, 195 mg de iodo, 30 mg de selénio, 20 mg de
niquel e 6000 mg/g ™ de zinco.

ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente empregou-se o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos
dados, pelo qual todas as varidveis analisadas foram consideradas como ndo paramétricas (p <
0,05). A seguir, os titulos sorolégicos observados para os grupos ZnP, P e C, aos 30 e 60 dias
pos-vacinacdo, foram transformados em escores-Z para determinar a existéncia de valores
atipicos influentes (outliers). Foram classificadoscomo outliers, as observa¢fes com valor de
Z > 2,5 (Hair Junior, 2005). Para complementar a analise de observacdes influentes recorreu-

se a avaliacdo grafica da assimetria dos dados por meio da construcéo de graficos do tipo Box-
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plot. Em raz&o da existéncia de multiplas observacdes influentes e da falta de normalidade dos
dados, optou-se pelo uso de testes ndo paramétricos para comparacdes estatisticas. Os titulos
soroldgicos observadas para os trés grupos aos 30 e aos 60 dias foram comparados pelo teste
ndo paramétrico de Kruskall-Wallis com contrastes pelo método de Dunn. Os titulos
soroldgicos dentro de cada grupo, aos 30 e 60 dias pos-vacinacdo foram comparados pelo
teste de Wilcoxon para amostras relacionadas (Pagano e Gauvreau, 2004).

Para a particdo do Qui-quadrado das tabelas de contingéncia 2x3 utilizou-se a
formula proposta por Kimball (1954), que corresponde ao método de particdo desenvolvido
por Lancaster e Irwin (1949). Na parti¢do do Qui-quadrado o nivel de significancia de 5% foi
ajustado, devido as maltiplas comparacdes, sendo que para as tabelas 2x3 adotou-se o nivel de
2,5% (p <0,025).

Dentro de cada grupo, a propor¢do de animais imunizados contra raiva foi
comparada pelo teste Q de Chochran. Todas as andlises foram realizadas com auxilio do
pacote computacional Bioestat v. 1.0 (Ayres et al. 2007) adotando-se como nivel de

significancia o valor de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No dia zero, os soros dos animais ndo apresentaram anticorpos neutralizantes para a
raiva, demonstrando que 0s ovinos ndo tiveram contato com o virus rabico selvagem ou
vacinal.

De acordo com a analise das concentracGes de zinco feitas nas forrageiras dos pastos
e na agua, foram encontradas 14,3 mg/g ! de Zn e 5,43 mg/g ™! de Zn, respectivamente.

A figura 1 compara os titulos soroneutralizantes pos vacinacéo, direcionados contra o
virus rabico vacinal cepa virus Pasteur para os grupos de animais tratados com zinco e
probidtico aos 30 dias (ZnP30) e aos 60 dias (ZnP60), tratados apenas com probiotico aos 30
dias (P30) e 60 dias (P60) e controles aos 30 dias (C30) e 60 dias (C60). As linhas no interior
dos boxes denotam o segundo quartil (50% dos dados — mediana), as linhas superiores, 0
terceiro quartil (75% dos dados) e as inferiores o primeiro quartil (25% dos dados). As linhas
aplicadas indicam os limites dos valores extremos e 0s pontos externos a elas indicam os

outliers.
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Fig. 1- Titulos soroneutralizantes (eixo y) pds vacinacdao contra o virus rabico vacinal cepa
virus Pasteur para os grupos de animais (eixo x) tratados com zinco e probiotico aos 30 dias
(ZnP30) e aos 60 dias (ZnP60), tratados apenas com probidtico aos 30 dias (P30) e 60 dias
(P60) e controles aos 30 dias (C30) e 60 dias (C60).

Né&o foram observadas diferencas estatisticas entre 0s trés grupos experimentais aos
30 dias e aos 60 dias p6s vacinacdo antirrabica (tabela 1), porém os titulos soroneutralizantes
mensurados aos 30 e 60 dias pos vacinacdo foram diferentes dentro do grupo Zinco +
Probidtico (p=0,0001), grupo controle (p<0,0001) e grupo probidtico (p=0,0001). As
proporcdes de animais considerados imunes aos 30 e 60 dias (titulos>0,5 Ul) ndo foram

significativamente iguais dentro de cada grupo.

Tabela 1- Médias e desvios padrdo dos titulos de anticorpos soroneutralizantes em Ul/mL
contra virus rabico cepa virus Pasteur mensurados aos 30 e 60 dias p0s-vacinacao, Presidente
Prudente, 2010.

Grupo 30 dias* 60 dias**
Controle (GC) 3,363 + 3,336 0,770 £ 0,733
Probidtico (GP) 4,313 + 4,689 1,460 + 1,353
Zinco + probidtico (GPZn) 2,607 +2,011 1,363+ 1,368

*sem diferencas estatisticas entre os trés grupos experimentais (p=0,3943)

** sem diferencas estatisticas entre os trés grupos experimentais ((p=0,0555)
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Na primeira coluna (30 dias) observa-se que o GP apresenta concentragdo maior de
titulos de anticorpos (4,313+4,689), seguido pelo GC (3,363%3,336) e GZnP (2,607+2,011),
respectivamente. Essa elevacdo dos titulos de anticorpos pelo GP pode ser justificada pelo
efeito do estimulo ao sistema imunolégico (Esparzae Fragoso, 2010; Nogueirae Gongalves,
2011), atribuidos as bactérias acido laticas (Cross, 2002; Pardoe Reis, 2008), presentes neste
estudo (Lactobacillus e Bifidobacterium). As bactérias em questdo potencializam as vacinas,
com propriedades moduladoras da resposta imunoldgica, por aumento da producdo de
anticorpos, ativacdo de macréfagos, proliferacdo de células T e producdo de interferon (Ross,
2006).

O GZnP apresentou uma menor concentracdo de titulos de anticorpos comparados ao
GP e GC. Este resultado pode indicar uma deficiéncia na biodisponibilidade do zinco, onde
consumido juntamente com o calcio, provoca deficiéncia de absor¢cdo desses minerais (NRS,
1985), concordando com estudos feitos por Maria et al (2009), que avaliaram o efeito da
suplementacdo em diferentes concentracdes de zinco adicionado a mistura mineral de bovinos
e Todo et al. (2010) que estudaram o efeito do probidtico com ou sem zinco e célcio na
concentracdo sérica de zinco em ovinos, ndo observaram influéncia da resposta imune
humoral antirrabica.

Observando a tabela 2, na segunda coluna (60 dias) o GP continuou apresentando
maior concentracdo de titulos de anticorpos (1,460Ab+1,353) comparado aos demais grupos,
porém o GZnP (1,363Ab+1,368) apresentou uma concentracdo maior de titulos de anticorpos
comparado ao GC (0,770Ab+0,733), contrario a coluna anterior (30 dias), possivelmente por
causa da perda da eficiéncia do GC que ndo possuia suplemento nutricional ligado ao
estimulo do sistema imunolégico. O GZnP teve uma menor reducéo (1,244+0,643) dos titulos
de anticorpos comparados com GP (2,853+3,336) entre 30 e 60 dias demonstrando ser

maiseficiente do que o GP.
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Tabela 2- Diferenca entre as meédias e desvios padrdo dos titulos de anticorpos
soroneutralizantes em Ul/mL contra virus rabico cepa virus Pasteur mensurados aos 30 e 60

dias pds-vacinacéo, Presidente Prudente, 2010.

Diferenca entre as

Grupo 30 dias* 60 dias** o
médias
Controle (GC) 3,363 + 3,336 0,770 £ 0,733 2,593 + 2,603
Probiotico (GP) 4,313 + 4,689 1,460 + 1,353 2,853 + 3,336
Zinco + probiotico 1,244 + 0,643
2,607 £ 2,011 1,363+ 1,368
(GPzn)

*sem diferencas estatisticas entre os trés grupos experimentais (p=0,3943)

** sem diferencas estatisticas entre os trés grupos experimentais ((p=0,0555)

Houve uma reducdo das médias (e desvios padrdo) dos titulos de anticorpos
soroneutralizantes contra o virus rabico cepa virus Pasteur, entre os dias 30 e os 60 dias, em
todos os grupos estudados, porém, no grupo probidtico, esta reducdo foi mais acentuada
(2,853+3,336) do que nos grupos controle (2,593+ 2,603) e Probidtico + Zinco (1,244+
0,643). Este resultado pode ser explicado porque para este estudo ser realizado, foi utilizado
como referéncia um trabalho feito por Arenas et al. (2009) que avaliou o efeito do
probidticoProenzime® em bovinos primovacinados. A diferenca entre os animais de cada
estudo (peso, tamanho, quantidade ingerida de matéria seca), alémdo tipo de probiético do
estudo de Arenas et al. (2009)ser diferentedo atual estudo (ambos de composicdo distintas)
podem ter influenciado no resultado.

Assim, como foi feito em bovinos, um estudo deveria ser feito com ovinos a fim de
analisar e determinar a quantidade e o tipo de probiéticos a ser utilizado para aumentar a
resposta imune humoral nesses animais primovacinados.

Na tabela 3 observa-se uma reducéo nos titulos de anticorpos dos 30 dias aos 60 dias
do experimento. Esses resultados ndo dispensam a necessidade da aplicacdo da dose de
reforco em ovinos primovacinados, apos 30 dias. Apos esse periodo a vacinagdo devera ser
obrigatdria a cada 6 meses, com vacina inativada, conforme preconizado pelo Programa de
controle da Raiva em Herbivoros do Instituto Pasteur (Ferreiraet al., 2009; Instituto Pasteur,
2012a).
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Tabela 3- Proporcdes de animais com titulos soroneutralizantes considerados protetores
(>0,5UI/mL) mensurados aos 30 e 60 dias pds vacinacdo em trés grupos submetidos a

diferentes tratamentos, Presidente Prudente, 2010.

30 dias 60 dias
Grupos
>0,5Ul/mL  <0,5Ul/mL >0,5Ul/mL <0,5Ul/mL
Controle (GC) 15 (100%) 0 (0%) 8 (53,3%) 7 (46,7%)
Probiético (GP) 15 (100%) 0 (0%) 13 (86,6%) 2 (13,4%)
Zinco + probi6tico (GPZn) 15 (100%) 0 (0%) 13 (86,6%) 2 (13,4%)

Na primeira coluna (30 dias), os animais dos grupos em estudo obtiveram total
protecdo contra raiva (100%), com titulos soroneutralizantes>0,5UI/mL. Na coluna seguinte
(60 dias), o GP e GPZn apresentaram valores iguais na reducdo de animais protegidos
(13,4%), porém o GC reduziu em 46,7% na protecdo de animais protegidos contra o virus
rabico, possivelmente porque o GC ndo possuia nenhum suplemento nutricional ligado ao
estimulo do sistema imunolégico. N&o houve diferencas significativas na influéncia do uso do
probidtico com ou sem zinco para 0 aumento na resposta imune humoral dos ovinos
primovacinados, como no trabalho de Ferreira et al. (2009) feito em bovinos; porém, notou-se
uma eficiéncia na suplementacdo com esses suplementos nutricionais, ja que no dia 60 do
experimento observou-se somente 2 animais ndo protegidos contra o virus rabico nos grupos

Zinco + Probidticos e Probidticos, contra 7 animais ndo protegidos do grupo Controle.

CONCLUSAO

As condicbes em que o experimento foi desenvolvido e de acordo com os resultados
obtidos, pode-se concluir que a vacina antirrabica utilizada foi eficiente em induzir a
soroconversao e em manter os titulos de anticorpos antirrabicos em ovinos primovacinados
por até 30 dias ap0s a vacinacao e que as suplementacfes da mistura mineral com probi6tico e
probiético + zincondo foram estatisticamente significantes capazes em melhorar a

imunizacéo.
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