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RESUMO

Efeito da suplementacdo com zinco naresposta imune humoral anti-rdbica em

bovinos

O objetivo deste estudo foi avaliar a suplementagdo com zinco (Zn) por 60 dias na
resposta humoral contra a raiva em bovinos. Quarenta e oito bezerros com
aproximadamente 12 meses de idade foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (12
bezerros/grupo). Os grupos receberam suplementagdo diaria com zinco 0,0 (Gc);
140(G140); 294(Gog4) € 420(Ga20) mg/ animal. A concentragdo na forragem dos piquetes
era deficiente (5,63 mg/kg de matéria seca). A suplementagdo com zinco nao
influenciou os titulos de anticorpos anti-rabicos em nenhum dos tratamentos (Gc, Giao,
Goo4, € Gago) € também no numero de animais que apresentaram titulos de anticorpos
anti-rabicos protetores (= 0,5 Ul/mL). Conclui-se que a suplementagdo com zinco nas
concentragbes estudadas ndo apresentaram diferengas significativas nos titulos de
anticorpos anti-rabicos dos animais e na porcentagem deles com titulos de anticorpos
protetores para a raiva, durante o periodo estudado.

Palavras-chave: Bovinos. Raiva. Anticorpos anti-rabicos. Zinco.



ABSTRACT

Effect of zinc supplementation on humoral immune response to the rabies virus in
bovines

This study evalueted the zinc (Zn) supplementation during 60 days on the humoral
response against rabies in cattle. Forty eight calves aged about 12 months were
randomly divided into 4 groups (12 calves / group). The groups received daily zinc
supplementation at 0.0 (Gc); 140(G140); 294(G294) or 420(Gaz0) mg/ animal. The forage
the paddocks were Zn deficient (5.63 mg Zn/Kg/ dry matter). The titers of rabies
antibodies were not affected by Zn supplementation in none of the treatments (Gc, Giao,
G294 and Gaz0) and proportion of animals with protective titers of rabies antibodies (= 0.5
Ul/mL). In conclusion, Zn supplementation at the studied concentrations did not affect
the titers of rabies antibodies and proportion of cattle with protective titers of rabies
antibodies.

Key-words: Cattle. Rabies. Antibodies. Zinc.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A raiva, causada por um virus da familia Rhabdoviridae e do género
Lyssavirus, € uma enfermidade infecciosa que acomete o sistema nervoso central dos
mamiferos (ALBAS et al., 2005). Esta doenca é considerada uma das mais importantes
zoonoses por ser uma encefalite fatal, acometer todos os mamiferos, apresentar
distribuicdo mundial, e por n&o ter tratamento (DAHER et al.,, 2005). A raiva em
herbivoros é responsavel por enormes prejuizos econdmicos, acarretando uma perda
anual de 50 milhdes de dolares em todo mundo (QUEIROZ DA SILVA et al., 2003).

A regiédo de Presidente Prudente possui o maior rebanho bovino do Estado
de S&o Paulo, com mais de 2.500.000 cabecas e injeta aproximadamente 400 milhdes
de reais na economia por ano. Tem ocorrido aumento de casos de raiva relacionado a
morcegos hematdéfagos diagnosticados em Presidente Prudente e um aumento
significativo da raiva em bovinos nas regides vizinhas como Dracena e Aracatuba.

A vacinagao periddica e continua dos animais tem sido uma estratégia de
controle da raiva mais efetiva e de menor custo (ALBAS et al., 2005). Infelizmente,
varios trabalhos publicados no Brasil mostram que a primovacinagdo nao confere
imunidade a todos os animais, embora essas vacinas tenham sido liberadas,
comercializadas e com seus valores antigénicos dentro dos parametros de normalidade
segundo seus fabricantes.

O zinco é um elemento mineral essencial para os animais, pois faz parte
da composicao de varias metalo-enzimas, sendo vital para sua sobrevivéncia. Também,
€ essencial para a integridade do sistema imunoldgico, tornando os animais mais
resistentes as doengas infecciosas (CARVALHO; BARBOSA; McDOWELL, 2003).

A suplementagdo com zinco e selénio promoveu melhor resposta humoral
apdés vacinagao contra virus influenza e menor incidéncia de infecgdao do trato

respiratorio em humanos idosos (NOVAES et al., 2005).
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1.1 Raiva

A raiva é transmitida pela saliva de um mamifero raivoso (HENDEKLI,
2005), sendo uma enfermidade viral que afeta o sistema nervoso central (SNC) dos
mamiferos e é considerada uma das mais importantes zoonoses por ser fatal. A raiva é
causada por um virus neurotrépico (LANGONI et al., 2007), que possui RNA de fita
simples negativa (ALVES et al., 2003), pertence a familia Rhabdoviridae, género
Lyssavirus e apresenta sete gendtipos (RUPPRECHT et al., 2001; INSTITUTO
PASTEUR, 2002; UMEHARA et al., 2002; McGETTIGAN et al., 2003; NEL, 2003; PAEZ
et al., 2003; LIMA et al., 2005; SCHEFFER et al., 2007).

Apresenta 7 sorotipos : 0 “classico”, com distribuicdo mundial; Lagos bat,
Mokola e Duvenhage, encontado na Africa; o European bat lyssavirus 1 e 2,
encontrado na Europa e o Australian bat, encontrado na Australia (ALBAS et al., 2005;
CONSALES; BOLZAN, 2007; MOREIRA, 2007). Além destes, outros quatro novos
foram propostos recentemente, representados pelos virus Aravan (AV), Khujand, Irkut
(KV), Irkut virus (IV) e West Caucasiam (WCBV) (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007).

A particula completa do virus rabico tem a forma de uma bala de revolver
(fuzil), mede 75 nm de didmetro e 100 a 300 nm de comprimento (ALBAS et al., 2005;
BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007). Apresenta-se como um denso cilindro formado
pelo genoma disposto em formato de mola e envolto em uma proteina denominada
nucleoproteina (N); este conjunto forma um nucleocapsideo helicoidal com o RNA e a
proteina N fortemente unidos. O nucleocapsidio é circundado por um envelope, o qual
€ derivado das membranas celulares. Neste envelope estdo inseridas moléculas de
uma glicoproteina trimérica, denominada “G” (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007), que
€ a principal responsavel pela indugdo de anticorpos neutralizantes (ALMEIDA et al.,
1997; PIZA et al., 2002;BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007; MOREIRA , 2007).

A principal via de transmiss&o do virus da raiva ocorre por via percutanea,
através da mordedura por um animal infectado (ALBAS et al., 2005; BATISTA;
FRANCO; ROEHE, 2007). A morte é consequente ao comprometimento de centros
nervosos vitais (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007). Willoughby et al. (2005) relataram
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o primeiro caso conhecido de sobrevivéncia a raiva sem ser vacinada, uma adolescente
americana de 15 anos.

A raiva bovina tem sido a maior preocupagao nos paises da América
latina, especialmente nas regides onde os morcegos hematdfagos estdo envolvidos,
acarretando prejuizos econémicos devido a raiva (ALBAS et al., 1998; ALBAS et al.,
2006), da ordem de 30 milhdes de ddélares por ano, provocando a morte de 100 mil
cabecas, e estima-se que entre 30.000 a 40.000 bovinos sao perdidos anualmente no
Brasil, acometidos de raiva e com prejuizos diretos de 15 milhdes de dolares e os
indiretos, em 22,5 milhdes de ddélares (OLIVEIRA et al., 2000; INSTITUTO PASTEUR,
2002).

No Brasil, além dos problemas causados a saude publica, a raiva traz
sérios prejuizos econdmicos a pecuaria nacional (BATISTA; FRANCO; ROEHE, 2007).
O controle sé é possivel com a redugédo sistematica da populagdo de morcegos,
vacinagdo maciga dos animais (QUEIROZ DA SILVA et al., 2003; BATISTA; FRANCO;
ROEHE, 2007), atendimento ao foco e educac&o sanitaria (OLIVEIRA et al., 2000;
INSTITUTO PASTEUR, 2002; PIZA et al., 2002; NOGUEIRA, 2003).

Falhas na vacinacdo de raiva tém sido descritas anteriormente no Brasil
(ALBAS et al., 1998; LIMA et al., 2005). Em alguns casos a falha ocorre somente em
animais jovens, com menor numero de vacinagdes e em outras, em animais
recentemente vacinados que, provavelmente, estavam incubando a doenga (LIMA et
al., 2005).

Nos resultados apresentados por Almeida et al. (1997); Oliveira et al., (2000) e
Albas et al., (2005), ndo houve resposta imune adequada apds a primovacinagédo em
alguns animais, com algumas vacinas usadas comercialmente.

Albas et al. (1998); Oliveira et al. (2000); Albas et al. (2004), recomendam
uma dose de reforco da vacina anti-rabica para assegurar uma adequada protecao
vacinal.

A resposta de anticorpos € sempre melhor em animais bem nutridos,
independentemente da vacina utilizada (ALMEIDA et al., 1997).
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1.2 Zinco

O zinco ¢é indispensavel para a integridade do sistema imune
(McDOWELL, 1992; SHANKAR; PRASAD, 1998; RINK; KIRCHNER, 2000;
CARVALHO; BARBOSA; McDOWELL, 2003; MAFRA; COZZOLINO, 2004; FABER et
al., 2004; SENA; PEDROSA, 2005; MOCCHEGIANI et al., 2007; ANDRADE; PARDO;
REIS, 2008), para resposta imune mediada por células, funciona como agente
antioxidante e antiinflamatério (PRASAD, 2007) e possui um papel fundamental na
defesa contra agentes infecciosos (MACHADO et al., 2004).

Este mineral participa de muitas fungdes biolégicas como a sintese de
proteinas, crescimento e imunidade (ZEBA et al., 2008), secrecdo de horménios, na
protecdo de membranas, efeito antioxidante, metabolismo de prostaglandinas e
metabolismo de lipideos (GOMES et al., 2008).

Fatores que dificultam a absorcéo do zinco pelos ruminantes: presenca de
fitatos (PRASAD, 2003; ANDRADE; PARDO; REIS, 2008; RUBIO et al., 2007), fitatos e
calcio (Ca) (LOBO; TRAMONTE, 2004; HAUSCHILD et al., 2008), calcio (Ca) (SINGH,
2004; RUBIO et al., 2007), ferro (Fe) (LOBO; TRAMONTE, 2004), cadmio (Cd), cobre
(Cu), cromo (Cr), argila, fibras (RUBIO et al., 2007).

A principal via de excrecdo do zinco é pelas fezes, com pequenas
quantidades eliminadas pela urina (ANDRADE; PARDO; REIS, 2008).

Durante a reacdo imunoldgica, a concentragdo do zinco no sangue
decresce drasticamente, provocando aumento na exigéncia deste mineral (RIBEIRO et
al., 2008).

O zinco € um agente efetivo na diminuicdo da morbidez de doencgas
infecciosas em geral (AYDEMIR; BLANCHARD; COUSINS, 2006).

Para Moraes et al. (2002), o primeiro ano de vida do animal é a fase de
alta multiplicacdo celular. Nessa fase, ha uma maior necessidade de Zn para a
manutencédo do sistema imunologico do que na vida adulta. Na situagdo de desmama
precoce, as reservas de zinco dos bezerros sao praticamente inexistentes e dependem

da ragao e volumoso para atender as suas altas exigéncias.
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A deficiéncia do zinco em humanos e animais superiores compromete a
resposta mediada por células e anticorpos (FRAKER et al., 2000) que resulta num
aumento de incidéncia de infecgbes (PRASAD, 2008; RINK; GABRIEL, 2000),
susceptibilidade a infec¢cdes (YANAGISAWA, 2008), leva também a atrofia timica
(GOOD; LORENZ, 1992; LUNA; VILLANUEVA, 2001; SENA; PEDROSA, 2005;
BRUNETTO et al., 2007), reducdo da produgdo de hormoénios timicos (timopoetina e
timulina), e induz varios defeitos como redugdo de crescimento, paraqueratose
(VORMANN; MICHALSKI, GUNTHER, 1996), depresséo da funcédo imune e todos os
tipos de células do sistema imune apresentam uma diminui¢gao de suas fung¢des (RUBIO
et al., 2007; NICODEMO; SERENO; AMARAL, 2008).

Uma concentracao baixa de zinco resulta em extensivo dano aos linfécitos
T, alteracdo da sintese de linfécitos, resultando em marcada imunossupressao e implica
também em alteracbes epidérmicas associadas a maior penetracdo de agentes
infecciosos (BRUNETTO et al., 2007).

Strand et al. (2003) confirmaram que a deplegdo de zinco aumenta a
severidade e fatalidade de infeccdes pneumococcicas.

Na gestacdo, a deficiéncia de zinco pode ter efeitos prejudiciais
permanentes na resposta imunolégica. Observam-se danos no DNA que passam por
duas geragdes, nao sendo possivel reverté-los pela ingestdo subsequente de
concentragdo adequada de zinco (NICODEMO; SERENO; AMARAL, 2008).

Grande parte das areas pastoris do mundo sao deficientes em zinco,
principalmente nas zonas tropicais e subtropicais com solos acidos e lixiviados. A
deficiéncia em bovinos criados a pasto é relativamente comum no Brasil, que possui, de
forma geral, baixas concentracdes de zinco nos solos, nas forragens e nos animais
(CARVALHO; BARBOSA; McDOWELL, 2003).

O mais eficiente e econbmico método de prevengao e tratamento da
deficiéncia de zinco nos animais utilizados no Brasil € no mundo é a suplementacdo em
cochos, com fornecimento da mistura mineral adicionada de zinco ad libitum
(ANDRADE; PARDO; REIS, 2008).
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Failla (2003) relatou que a suplementagdo com zinco pode aumentar a
imunocompeténcia e diminuir a incidéncia e a severidade de algumas infeccbes em

individuos com diagnostico ou suspeita de deficiéncia de zinco.
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2 OBJETIVO

O objetivo geral desse estudo foi avaliar o efeito da suplementagao com
zinco na resposta imune humoral anti-rabica em bovinos apds a primovacinagao frente

a quatro esquemas de adi¢cao de zinco no sal mineral para bovinos.
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PALAVRAS-CHAVE ADICIONAL
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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito da suplementacdo com zinco (Zn) adicionado a mistura mineral em
concentragdes diferentes na resposta humoral anti-rdbica em bovinos. 48 bezerros com
aproximadamente 12 meses de idade foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (12
bezerros/grupo): sem zinco (Gc) e suplementados com 140(Gia0) 294(Gaos) € 420(Gazo) mg de
Zn/animal/dia. As suplementacdes com zinco (Giap Gaosa € Ga) ndo influenciaram os titulos de
anticorpos anti-rabicos e os animais apresentaram titulo de anticorpos anti-rabicos considerados
protetores (>0,5 Ul/ml) semelhantes. Conclui-se que a suplementacdo com zinco nas
concentragdes estudadas ndo alteraram os titulos de anticorpos anti-rabicos.

ADDITIONAL KEY WORDS
Cattle, rabies, rabies antibodies, zinc
SUMMARY

This study evaluated the effect of zinc (Zn) supplement added at different concentrations to
mineral mixture on cattle humoral immune response after rabies vaccination. 48 calves of about 1

* Artigo aceito para publicagd@o na revista Archivos de Zootecnia.
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year old were randomly assigned to one of 4 groups (12 calves/group): without zinc supplement
(Gce) and with zinc supplement at 140 (Giag), 294 (Gao4) and 420 (Ga9) mg Zn/animal. None of
the concentrations of Zn supplement (G140, G294 and Gayp) affected rabies antibody titers, and the
animals reached similar protective rabies antibody titers (=0.5 Ul/ml). In conclusion, zinc
supplement at the studied concentrations affects neither rabies antibody titers.

INTRODUCAO

A raiva, causada por um virus da familia Rhabdoviridae e do género Lyssavirus, é uma
enfermidade infecciosa que acomete o sistema nervoso central dos mamiferos (Albas et al.,
2005). Esta doenga ¢ considerada uma das mais importantes zoonoses por ser uma encefalite
fatal, acometer todos os mamiferos, apresentar distribuicdo mundial, e ndo ter tratamento (Daher
et al., 2005). A vacinagao periddica e continua dos animais tem sido a estratégia de controle da
raiva mais efetiva e de menor custo (Albas et al., 2005).

O zinco ¢ um elemento mineral essencial para os animais, pois faz parte da composicdo de
varias metalo-enzimas, sendo vital para a sobrevivéncia dos animais. Ainda, ¢ essencial para a
integridade do sistema imunologico, tornando os animais mais resistentes as doencas infecciosas
(Carvalho et al., 2003).

Dada a importancia do zinco na alimentacdo dos bovinos, objetivou-se avaliar os efeitos da
suplementagdo com diferentes concentragdes de zinco adicionado a mistura mineral na resposta
imune humoral anti-rabica de bovinos priomovacinados.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido durante os meses de fevereiro a junho no municipio de
Presidente Prudente, SP, Brasil.

Foram utilizados 48 machos da raca Nelore (Bos taurus indicus), com aproximadamente 12
meses de idade, alimentados com Brachiaria brizantha em sistema de pastejo rotacionado. As
suplementagdes minerais foram administradas de forma ad libitum e o consumo médio durante o
periodo de adaptacdo foi 70 g de mistura mineral/animal/dia. Estes bovinos foram distribuidos
randomicamente em quatro grupos experimentais (12 animais/grupo): o grupo controle (Gc)
recebeu mistura mineral sem zinco e os outros grupos denominados G40, G294 € Gazo receberam
mistura mineral contendo 2.000, 4.200 e 6.000 mg de Zn/kg de suplemento (consumo de zinco
diario de 140, 294 e¢ 420 mg de mistura mineral, respectivamente) durante o periodo de
observacdo experimental, que foi de 60 dias. A mistura mineral utilizada foi a Matsuda
Fos"15S*.

Todos os bovinos receberam uma dose de 2 mL de uma vacina anti-rabica comercial aprovada
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) composta por suspensdo de
virus rdbico, cepa Pasteur Virus (PV), replicado em células BHK, inativado pelo BEI e adsorvido
pelo hidroxido de aluminio.

Os quatros piquetes utilizados pelos bovinos foram semelhantes na topografia, composicao
botanica e sem fertilizagdo, sendo formados por Brachiaria brizantha. No dia zero colheram-se
amostras das forrageiras dos pastos para posterior determinacdo da concentragdo de zinco nas
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forrageiras. A concentragdo de zinco das forragens dos piquetes foi determinada por
espectrofotometria de absor¢do atdmica em forno de grafite.

Colheram-se as amostras de sangue dos bovinos nos dias zero, 30 e 60. Os 10 ml de sangue de
cada animal foram colhidos por meio da puncao da veia jugular em tubos a vacuo sem
anticoagulante e centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos. Entdo se obteve as amostras de soro
que foram armazenadas em freezer a -20°C, para posterior determinagdo do titulo de anticorpos
neutralizantes anti-rabicos.

Os titulos de anticorpos neutralizantes anti-rabicos foram determinados por meio da técnica
de soroneutralizagdo em células BHK;;, teste esse, baseado no Rapid Fluorescent Focus
Inhibition Test - RFFIT (Smith et al. 1996) e no Fluorescent Inhibition Microtest - FIMT (Zalan
et al. 1979) no laboratério da Segdo de raiva do Instituto Butantan de Sdo Paulo.

Para comparagdo dos tratamentos, foi usada a andlise de varidncia ndo paramétrica de
Friedman (x’r) e aplicou-se o pos hoc (Nemenyi test) a fim de saber se alguma das
suplementagdes com zinco provocou diferencas nos titulos de anticorpos anti-rabicos. Para as
comparagdes da freqiiéncia de animais imunizados entre os tratamentos e dentro de cada
tratamento aplicou-se o teste de Goodman. Em todas as analises considerou-se a probabilidade de
erro 0=0,05 (Zar, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A rotacdo de piquetes a cada 30 dias garantiu que os animais fossem submetidos as mesmas
condicdes de pastejo durante o experimento, o que foi confirmado pelas analises bromatologicas
das forrageiras, onde as forragens apresentaram (5,63 mg de Zn/kg de matéria seca)
demonstrando a deficiéncia de zinco. Segundo o National Research Council (NRC,1996), a
concentragdo de zinco que atende as necessidades nutricionais de bovinos de corte ¢ de 30 mg de
Zn/kg/MS.

Além disso, os soros de todos os animais utilizados no experimento, colhidos no dia zero, nao
apresentaram titulos de anticorpos anti-rabicos, indicando que estes animais ndo haviam tido
contato com o virus rabico anteriormente. Assim, as variagdes encontradas nas concentragdes de
anticorpos anti-rabicos nos soros desses animais durante o experimento, foram induzidas
exclusivamente pela vacinagdo e pelas diferentes suplementagdes de zinco.

Foi observado que no dia 30 o titulo de anticorpos anti-rabicos dos bovinos do grupo G4 foi
175,38% maior que o do grupo Gc. Também no dia 60 os grupos que os animais foram tratados
com 140, 294 e 420 mg de zinco/animal/dia, os titulos de anticorpos foram respectivamente
250%, 215,8% e 184,2%, grupos Giao, Gaos € Gano, maiores que o grupo Ge. Mesmo assim nao
houve diferenca significativa (p>0,05) nos titulos de anticorpos entre os grupos experimentais
(Figura 1).

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que: as suplementagdes com zinco testadas ndo
interferiram significativamente nos titulos de anticorpos anti-rabicos em bovinos.

Estes resultados corroboram com o experimento de Spears (2000), que também observou que
a suplementacdo com zinco, ndo alterou a produgdo de anticorpos contra a Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR).
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Figura 1- Média (+ dp) dos titulos de anticorpos anti-rabicos de bovinos Nelore primovacinados e sob
suplementacéo alimentar de 0 (Gc), 140 (G140), 294 (G2g94) 0U 420 (G40) Mg de Zn/animal/dia. Nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos ou entre os dias num mesmo tratamento (teste de Friedman, p>0.05). (Mean (+
sd) of titers of antirabies immunization in Nelore cattle vaccinated for the first time and fed supplemented
food of 0 (Gc), 140 (G140), 294 (Gye4) and 420 (G4z9) mg of Zn/animal/day. No significant difference was
found both among treatments and over days in each treatment (Friedman’s test, p > 0.05)).



	ELIANE KLIENCHEN DE MARIA 
	ELIANE KLIENCHEN DE MARIA

