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RESUMO

Avaliacdo da vacinacao antirrdbica e da suplementacdo com probidtico
narespostaimune humoral em bovinos

Objetivou-se avaliar a resposta imune humoral a uma nova vacina antirrabica,
desenvolvida no Instituto Butantan em bovinos primovacinados e o efeito do probidtico
nesta resposta. Trinta e quatro bovinos da raca Nelore com idade de 15 meses foram
divididos aleatoriamente em 2 grupos (17 bovinos/grupo): os animais foram vacinados
no dia zero e um dos grupos recebeu uma mistura mineral com probidtico (GP),
enquanto o outro apenas a mistura (GC). Colheu-se sangue dos animais nos dias 0,
75 e 150 apds a vacinacao para determinacao dos titulos de anticorpos anti-rabicos
neutralizantes pela técnica de soroneutralizagcdo em células BHK;, (RFFIT). Foram
encontrados titulos de anticorpos protetores (20,5 Ul/mL) em 82,4% dos animais do
grupo GP e 76,5% do grupo GC. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) nos titulos
de anticorpos entre os soros coletados dos dois grupos de animais nos dias 75 e 150.
Verificou-se também que para ambos os grupos no dia 150 houve uma redugao
significativa (p<0,01) nos titulos de anticorpos. Conclui-se que a vacina antirrabica é
eficiente em produzir soroconversdo e em manter os titulos de anticorpos em bovinos
primovacinados. A ingestao do probiotico nao interferiu na resposta imune humoral
antirrabica.

Palavras-chave: Raiva, Nelore, Titulo de anticorpos, RFFIT



ABSTRACT

Evaluation of rabies vaccination and probiotic supplementation
on the humoral response in cattle

This study evaluated the humoral immune response of a new rabies vaccine developed
by the Instituto Butantan (potency of 3.27 Ul/ml) in primovaccinated cattle and the effect
of probiotic on this response. Thirty-four 15-month old Nelore cattle were randomly
divided into 2 groups (17 animals/group). All the animals were vaccinated on day 0
(zero) and then animals in one group received probiotic added to a mineral mixture (GP)
while the others were given only the mineral mixture (GC). Blood samples were
collected on days 0, 75 and 150 for rabies neutralizing antibodies titers by
seroneutralization assay on BHK34 cells (RFFIT). Protective antibody titers (=0.5 Ul/mL)
were found in 82.4% of the animals from GP and in 76.5% of the animals from GC and
no statistical difference (p>0.05) between antibody titers in GP and GC was detected on
days 75 and 150. It was also observed that in both groups antibody titers was decreased
on day 150 (p<0.01). In conclusion, the tested rabies vaccine promotes eficient
soroconversion and keeps antibody levels in primovaccinated cattle, but probiotic does
not affect the humoral anti-rabies immune response.

Key-words: Rabies, Nelore, Titles of antibodies, RFFIT.
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10
1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A raiva é uma enfermidade infecciosa viral do sistema nervoso central dos
mamiferos, causada por um virus neurotropico, RNA, ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae e do género Lyssavirus (RADOSTITS et al., 2002; SOARES et al., 2002;
UMEHARA et al., 2002; McGETTIGAN et al., 2003; NEL, 2003; PAEZ et al., 2003,
GIOMETTI et al., 2006; ACHKAR et al., 2007; CONSALES; BOLZAN, 2007; REIS et al.
2008).

No Brasil o principal agente transmissor do virus rabico para os bovinos &
0 morcego hematéfago Desmodus rotundus, mas os morcegos hematofagos Diphylla
ecaudata e Diaemus youngii também podem transmiti-la (ALBAS et al., 2006;
SCHEFFER et al., 2007). Estes morcegos quando contaminados transmitem o virus
rabico pela saliva aos animais ao se alimentarem de seu sangue (WRIGHT et al., 2002;
RIBAS et al., 2003; HANKINS; ROSEKRANS, 2004).

A vacinagcao € o melhor método de controle da raiva nos bovinos por ser
efetivo e de baixo custo (AGUILAR-SETIEN et al., 2002; FRANKA et al., 2004;
HANKINS; ROSEKRANS, 2004; ALBAS et al., 2005 e 2006).

Portanto, faz-se necessaria a busca por alternativas que aumentem a
eficacia da vacinagao contra o virus rabico. O uso de adjuvantes tem revelado bons
resultados na restauragao da resposta imunitaria e na potencializacdo de vacinas em
relacao a diversos agentes patdogenos (RODRIGUES et al., 2000).

Uma das estratégias para aumentar a resposta imunoldgica dos animais a
imunidade induzida ou as infecgdes provocadas por virus ou bactérias € o uso de
probidticos (VRESE et al., 2004).
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1.1 Raiva

A raiva é considerada uma das mais importantes zoonoses mundial por
ser uma encefalite fatal, acometer todos os mamiferos, apresentar distribuicdo mundial
e nao ter tratamento (HANKINS; ROSEKRANS, 2004; ALBAS et al., 2006; GIOMETTI et
al., 2006; ACHKAR et al., 2007).

Os virus transmissores da raiva sao virus grandes (180 nm de
comprimento e 75 nm de largura) e cilindricos, com formato de bala de revélver (WU et
al., 2002). As lesbes causadas por estes viruslimitam-se, geralmente, ao sistema
nervoso central, caracterizadas por acumulos perivasculares com infiltrado celular,
principalmente de linfécitos, e em menor grau, macrofagos e plasmécitos, degeneragao
neuronal, ganglioneurite e necrose neuronal (CONSALES; BOLZAN, 2007; ACHKAR et
al.,2007; LIMA et al., 2005).

Estima-se que na América Latina 70 milhdes de bovinos estdo expostos
aos riscos da infeccdo com virus rabico causando a mortalidade de 100 a 500 mil
bovinos/ano acarretando prejuizo econdmico de 50 milhdes de ddlares (LIMA et al.,
2005) e somente no Brasil morre de 30 a 40 mil bovinos/ ano segundo o Mistério da
Agricultura (HEINEMANN et al., 2002; ALBAS et al., 2006). Isso representa prejuizos
diretos de 15 milhdes de dolares e indiretos de 22,5 milhdes de dolares (INSTITUTO
PASTEUR, 1998; OLIVEIRA et al., 2000; HEINEMANN et al., 2002; WRIGHT et al.,
2002; PIZA et al., 2002; LIMA et al., 2005; ALBAS et al., 2005; GIOMETTI et al., 2006).

Essas mortes sdo resultantes da falha da vacinacdo antirrabica nesses
animais (OLIVEIRA et al., 2000). Os estudos mostram que s&o necessarios a aplicagao
de duas doses de vacina para os animais atingirem titulos protetores de anticorpos
conforme requerido pela Organizacdo Mundial de Saude (ALBAS et al., 2006; REIS et
al. 2008).
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1.2 Probiético

Lilly e Stillwel (1965) usaram o termo probiotico para denominar
substancias secretadas por um protozoario que estimularam o crescimento de outros, e
Parker (1974) para denominar suplementos alimentares destinados a animais, incluindo
microrganismos e substancias que afetam o equilibrio da microbiota intestinal. Fuller
(1989) considerou que os probidticos sdo suplementos alimentares que contém
bactérias vivas que produzem efeitos benéficos no hospedeiro, favorecendo o equilibrio
de sua microbiota intestinal. Entretanto, Havenaar e Huis In't Veld (1992) consideraram
que probioticos s&o culturas unicas ou mistas de microrganismos que, administrados a
animais ou humanos, produzem efeitos benéficos no hospedeiro por incremento das
propriedades da microbiota nativa.

Esses autores restringiram o uso desse termo a produtos que contenham
microrganismos viaveis que promovem a saude de humanos ou animais, e que
exercem seus efeitos no aparelho digestivo, no trato respiratério superior ou no trato
urogenital (HAVENAAR et al., 1992). Schrezenmeir e De Vrese (2001) propuseram que
o termo probidtico deveria ser usado para designar preparagbes ou produtos que
contém microrganismos viaveis definidos e em quantidade adequada, que alteram a
microbiota prépria das mucosas por implantacdo ou colonizacdo de um sistema do
hospedeiro, e que produzem efeitos benéficos em sua saude.

O termo probidtico € de origem grega e significa “pro-vida” (COPPOLA;
TURNES, 2004), também é conhecido como “Direct-Fed Microbial” (DFM) (ALVES et
al., 2000). Estes compostos sao preparagdes de cultura de microrganismos, extratos e
enzimas e s&o classificados como substancia livre de perigos (GRAS — Generally
Regarding As Safe) segundo o Food Drugs Administration (FDA) of United States, pois
nao sao toxicos para os animais e nem deixam residuos toxicos na carcaca dos animais
que sao destinadas para o consumo dos seres humanos (OYETAYO; OYETAYO,
2005).
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Os probidticos sdo suplementos alimentares que contem

microrganismos vivos, que administrado em quantidade adequada, produzem efeitos
benéficos para a saude do hospedeiro (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2001; SILVA et al., 2006).
Estes efeitos benéficos restringem-se a promoc¢éo da saude e ndo a cura de doencgas
(SAAD, 2006).

Os probidticos sao benéficos para a saude dos animais e seres humanos
(COPPOLA; TURNES, 2004; MOTA et al., 2006). Dentre os efeitos benéficos dos
probidticos, estdo sua utilizagdo como promotores de crescimento aumentando o ganho
de peso (KABIR et al., 2004; ARENAS et al.., 2005), minimizam o estresse (KABIR et
al., 2004), impedem a colonizagdo da mucosa intestinal por bactérias patogénicas
(AVILA et al., 2000; LOZADA, 2001) e aumentam a resposta imune humoral (ARENAS
et al., 2005).

Na producdo de bovinos, os probiéticos atuam como imunoestimulante,
assim, aumentam a resisténcia dos bovinos as doencas infecciosas (LEEDLE, 2000;
CHUKEATIROTE, 2003; COPPOLA; TURNES, 2004; HONG et al., 2005; SAAD, 2006).
Arenas et al. (2005) observaram aumento significativo nos titulos de anticorpos anti-
rabico em bovinos primovacinados contra a raiva, além disso, também elevou para
100% a frequéncia de animais que apresentaram titulos de anticorpos protetores contra
0 virus rabico.

O modo de acao dos probiodticos nao foi ainda completamente esclarecido,
embora tenham sido sugeridos varios processos que podem atuar independentemente
ou associados. Um deles é a exclusao competitiva, em que o probidtico competiria com
0s patogenos por sitios de fixagdo e nutrientes, impedindo sua acgéo transitoriamente
(HAVENAAR et al.,, 1992; OUWEHAND et al., 1999; CROSS, 2002). A exclusédo
competitiva explicaria a necessidade da administracdo continuada e a elevadas doses
dos probidticos, para manifestar seus efeitos.

Os probiodticos podem também afetar patdégenos através da sintese de
bacteriocinas (VILLANI et al., 1995; RODRIGUEZ, 1996; NAIDU et al., 1999), de acidos
organicos volateis (AUDISIO et al., 2000; JIN et al., 2000; OGAWA et al., 2001) e de
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peroxido de hidrogénio (HAVENAAR et al., 1992; NAIDU et al., 1999), ou atuar sobre

o metabolismo celular, reduzindo a concentragédo de amoénia no organismo (KOZASA,
1986), e liberando enzimas como a lactase (VRESE et al., 2001).

Assim, esses produtos vem substituindo outros promotores de
crescimento, dentre os quais os antibiéticos, cujo uso na produgédo animal é indesejavel
porque sua utilizagao indiscriminada favorece o aparecimento de bactérias resistentes
aos antibiéticos (FRANCO et al., 2008).
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2 OBJETIVO

Objetivou-se avaliar a resposta imune humoral de bovinos
primovacinados a uma nova vacina antirrabica de uso veterinario e o efeito da

suplementag¢ao com probidtico nessa resposta.
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Resumo

Objetivou-se avaliar a resposta imune humoral a uma nova vacina antirrabica,
desenvolvida no Instituto Butantan em bovinos primovacinados e o efeito do probidtico
nesta resposta. Trinta e quatro bovinos da raca Nelore com idade de 15 meses foram
divididos aleatoriamente em 2 grupos (17 bovinos/grupo): os animais foram vacinados
no dia zero e um dos grupos recebeu uma mistura mineral com probiético (GP),
enquanto o outro apenas a mistura (GC). Colheu-se sangue dos animais nos dias 0O,
75 e 150 apéds a vacinagao para determinagao dos titulos de anticorpos anti-rabicos
neutralizantes pela técnica de soroneutralizagdo em células BHK31 (RFFIT). Foram
encontrados titulos de anticorpos protetores (20,5 Ul/mL) em 82,4% dos animais do
grupo GP e 76,5% do grupo GC. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) nos titulos
de anticorpos entre os soros coletados dos dois grupos de animais nos dias 75 e 150.
Verificou-se também que para ambos os grupos no dia 150 houve uma redugao
significativa (p<0,01) nos titulos de anticorpos. Conclui-se que a vacina antirrabica é
eficiente em produzir soroconversdo e em manter os titulos de anticorpos em bovinos
primovacinados. A ingestdo do probiotico ndo interferiu na resposta imune humoral

antirrabica.

Palavras-chave: Raiva, Nelore, Titulos de anticorpos, RFFIT
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Abstract

This study evaluated the humoral immune response of a new rabies vaccine developed
by the Instituto Butantan (potency of 3.27 Ul/ml) in primovaccinated cattle and the effect
of probiotic on this response. Thirty-four 15-month old Nelore cattle were randomly
divided into 2 groups (17 animals/group). All the animals were vaccinated on day 0
(zero) and then animals in one group received probiotic added to a mineral mixture (GP)
while the others were given only the mineral mixture (GC). Blood samples were
collected on days 0, 75 and 150 for rabies neutralizing antibodies titers by
seroneutralization assay on BHK> cells (RFFIT). Protective antibody titers (0.5 Ul/mL)
were found in 82.4% of the animals from GP and in 76.5% of the animals from GC and
no statistical difference (p>0.05) between antibody titers in GP and GC was detected on
days 75 and 150. It was also observed that in both groups antibody titers was
decreased on day 150 (p<0.01). In conclusion, the tested rabies vaccine promotes
eficient soroconversion and keeps antibody levels in primovaccinated cattle, but

probiotic does not affect the humoral anti-rabies immune response.

Key words: Rabies, Nelore, Titles of antibodies, RFFIT.
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Introducéo

A raiva é uma enfermidade infecciosa viral causada pelo virus da familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus (GOMES et al, 2007; LIMA et al., 2005;
SCHEFFER et al., 2007). Esta enfermidade é uma das principais zoonoses mundiais,
que causa encefalite fatal, acomete todos os mamiferos, tem ampla distribuicao
geografica (ALBAS et al., 2006; FRANKA et al.,, 2004; LIMA et al.,, 2005)e ¢é
transmitida para os bovinos, principalmente pelo morcego hematéfago Desmodus
rotundus (GOMES; UIEDA; LATORRE, 2006; LIMA et al.,, 2005; SCHEFFER et
al., 2007). Esta doenga causa a morte de cerca de 100 a 500 mil bovinos por ano na
América Latina causando prejuizo de aproximadamente 50 milhdes de délares (LIMA
et al., 2005) e somente no Brasil na ordem de 30 a 40 mil bovinos/ano segundo o
Ministério da Agricultura. Isso representa prejuizos diretos de 15 milhées de ddélares e
indiretos de 22,5 milhdes de ddélares. Para fazer o controle desta enfermidade, a
vacinacao continua dos bovinos é o método mais efetivo, de menor custo e reduz as
perdas econOmicas (ALBAS et al., 2006; LIMA et al., 2005; PIZA et al., 2002).

Os probidticos sdo benéficos para a saude dos animais e seres humanos.
Dentre os efeitos benéficos dos probidticos, estdo: sdo utilizados como promotores
de crescimento aumentando o ganho de peso (ARENAS et al.,, 2007), impedem
a colonizagdo da mucosa intestinal por bactérias patogénicas e aumentam a
resposta imune humoral (ARENAS et al., 2005).

Objetivou-se avaliar a resposta imune humoral de bovinos primovacinados a uma
nova vacina antirrabica de uso veterinario e o efeito da suplementagdo com probibtico

nessa resposta.



27
Material e métodos

O experimento foi desenvolvido nos meses de maio a outubro de 2006 com o
periodo experimental de 150 dias, no municipio de Presidente Prudente, extremo
oeste do estado de Sado Paulo, Brasil (latitude 22° 07 04" e longitude 51° 22’
57”) com precipitagdo anual de meédia de 1.244 mm, umidade relativa do ar de
aproximadamente 65,5%, temperatura média anual de aproximadamente de 28 °C
e altitude de 475 metros.

Utilizaram-se 34 bovinos, machos inteiros da raga Nelore (Bos taurus indicus) com
idade de, aproximadamente, 15 meses e divididos aleatoriamente em 2 grupos (17
bovinos/grupo): o grupo controle (GC) recebeu mistura mineral sem probidtico e no
grupo probidtico (GP) os animais foram suplementados com mistura mineral
adicionada de  probdtico. Os animais do GP consumiram 4 gramas de
probidtico/animal/dia durante o periodo experimental. Apos 30 dias de ajuste ao novo
suplemento mineral, ao probibtico e as condicdes de manutencéo, iniciou-se o periodo
de observacdo experimental, que durou 150 dias.

Os piquetes utilizados por ambos os grupos de bovinos eram semelhantes na
topografia e composicdo botanica, sendo formados por Brachiaria brizantha. O
sistema de pastejo adotado foi o extensivo.

As amostras de sangue dos bovinos foram colhidas nos dias 0, 75 e 150. Para
isso, os bovinos foram levados no periodo da manha para o curral, contidos em tronco
de contencédo e 10 mL de sangue de cada animal foi colhido por meio da puncao da
veia jugular em tubos a vacuo sem anticoagulante e centrifugados a 2.500 rpm por 10
minutos. Entdo as amostras de soro foram acondicionadas em tubos de plasticos 1,5
mL e armazenadas por congelacdo a —20°C para posterior determinagdo do titulo
de anticorpos neutralizantes anti-rabicos.

Os titulos de anticorpos neutralizantes antirrabicos foram determinados por
meio da técnica de soroneutralizacdo em células BHK;4, teste esse baseado no
Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test — RFFIT (SMITH; YAGER; BAER, 1996) e no
Fluorescent Inhibition Microtest — FIMT (ZALAN; WILSON; PUKITIS, 1979).
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Foi utilizada uma nova vacina antirrabica inativada, liofilizada e de uso
veterinario, desenvolvida no Instituto Butantan (IB), ja previamente testada em
camundongos, cades e gatos. Esta vacina foi produzida a partir de suspensdes
virais obtidas de culturas de células BHKy; infectadas com o virus rabico PV
(Pasteur Virus), concentrada por filtragao tangencial, purificada por cromatografia,
inativada pela B-propiolactona e liofilizada. Na liofilizacdo foi utilizada como
estabilizador a albumina equina. O lote de vacina utilizado (IB-VR/BHK21-01/03)
apresentou a poténcia de 3,17 Ul/mL, determinada pelo teste NIH (WILBUR; AUBERT,
1996).

No dia zero do experimento, foi aplicada em todos os bovinos uma dose de 2
mL de vacina por via subcutanea.

Utilizou-se um probidtico comercial devidamente registrado e aprovado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), composto por:
Lactobacilus acidophilus, Estreptococus faecium, Bifedobacterium thermoplhilum,
Bifedobacterium longum, amilase, celulase, protease, lipase, pectinase, e zinco.

A mistura mineral utilizada foi a Matsuda F6s®, produzida por Matsuda Sementes e
Nutricdo Animal, Alvares Machado, SP, Brasil, contendo para cada Kg de mistura:
calcio 140 g, fésforo 65 g, cobalto 107 g, iodo 5 g, magnésio 5 g, cobre 1.550 mg,
enxofre 9 g, sodio 148 g, ferro 1.120 mg, manganés 1.100 mg, niquel 30 mg, selénio
14 mg, zinco 4.000 mg, flior (max.) 650 mg, soluvel em P em ac. citrico 2% (min.)
95%. Neste suplemento mineral adicionou-se 0 e 66,7 g de probidtico/Kg de
suplemento.

O consumo diario médio/animal de ambos os suplementos minerais foram de
60 g durante o periodo experimental, onde se determinou que nesse periodo os
animais do grupo GP consumiram 4 g de probidtico/dia.

Os dados foram submetidos a analise de variancia bifatorial (teste F) e as
meédias comparadas pelo teste de Tukey. Em todas as analises considerou-se o
nivel de 5% de probabilidade (BANZATTO; KRONKA, 2006).
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Resultados e discussao

No dia zero os soros dos animais nao apresentaram anticorpos neutralizantes para
a raiva, mostrando que os bovinos ndo haviam tido contato com o virus rabico
selvagem ou vacinal e os animais do grupo GP ja estavam consumindo o probidtico por
30 dias antes da vacinacdo. Assim, as variagbes encontradas nos titulos de
anticorpos antirrabicos nos soros desses animais durante o experimento foram
induzidas pela vacinacdo antirrabica realizada no dia zero e pela administragao ou
nao do probidtico.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) preconiza que é necessario o titulo
de anticorpos neutralizantes antirrabico igual ou superior a 0,5 Ul/mL (Unidade
Internacional Ul/mL) para proteger os seres humanos dos riscos da infec¢do com o
virus rabico. Mas Sihvonen, Kulonen e Neuvonen (1994), Albas et al. (1998), BeniSek
et al. (2000), Rodrigues da Silva et al. (2000) e Albas et al. (2005) defendem a teoria de
que este titulo de anticorpos neutralizantes anti-rabico também € o minimo protetor
para os bovinos.

Primeiramente notou-se que a resposta imune humoral antirrabica nos bovinos
dos grupos GC e GP foi heterogénea, ficando confirmada pelo elevado coeficiente
de variagédo (C.V.) dos titulos de anticorpos, para grupos (C.V.= 137,19%) e dias de
observagcao (C.V.= 57,48%), apresentando animais que nao responderam a
vacinagao (titulos de anticorpos <0,50 Ul/mL) intercalados com outros que
apresentaram titulos de anticorpos protetores minimos (20,50 Ul/mL) a elevados.
Este fato também foi observado por Ciuchini et al. (1981), Albas et al. (1998,
2005), Giometti et al. (2006) e Maria et al. (2007) avaliando a resposta imune
humoral a outras vacinas antirrabicas. Portanto, esta variagao nos titulos de anticorpos
nos bezerros pode ser uma caracteristica fisioldgica da resposta imune humoral

antirrabica em bovinos primovacinados.



30
Os resultados obtidos mostraram que houve efeito da interagdo entre grupos

experimentais e dias de observagdo. A Figura 1 mostra que no grupo tratado
com probiotico (GP) os titulos de anticorpos antirrabicos sdo 94% e 54% maiores
do que os do grupo controle nos dias 75 e 150 apds a vacinagao,
respectivamente. Mesmo assim, nao houve diferenga significativa (p>0,05) nos titulos
de anticorpos entre os tratamentos em ambos os dias apds a vacinagdo. Portanto
neste experimento, ndo foi observada a acdo imunomoduladora especifica do
probidtico. Entretanto, Arenas et al. (2005), estudando o efeito da administragdo do
probidtico Proenzime® para bovinos primovacinados contra a raiva relataram aumento
significativo nos titulos de anticorpos antirrabicos nos bovinos, 30 e 60 dias apods a
vacinacdo. Comparando-se esses dados com outros em que se usou o probidtico para
aumentar a resposta imune na vacinagao antirrabica, podemos sugerir que quando se
usa uma vacina com maior poténcia e liofilizada o uso desse imunomodulador ndo tem

nenhuma relevancia.

oG mGP
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Titules de anticorpos (ULMmL)

75 150
Diasapisa vacinacio
Figura 1. Titulos médios (+ desvio padrao) de anticorpos antirrabicos de bovinos
Nelore primovacinados e suplementados (Gc) ou ndo (GP) com 4 g de probidtico/

animal/dia adicionados na mistura mineral.
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Os resultados apresentados na Figura 1 mostram que independentemente

do uso ou nao do probidtico os bovinos primovacinados contra a raiva
apresentaram titulos de anticorpos antirrabicos elevados em até 150 dias apds a
vacinagao. Além disso, com apenas uma dose da vacina do Instituto Butant& observou-
se uma elevada porcentagem de bovinos que apresentaram titulos de anticorpos
considerados protetores nos dias 75 (76,5% e 82,4% de animais nos grupos GC e GP,
respectivamente) e 150 (76,5% dos animais de ambos os grupos experimentais).
Estes resultados comprovam que a vacina antirrabica utilizada neste experimento
tem elevada eficiéncia em produzir e manter a soroconvesdo nos bovinos
primovacinados contra a raiva por longo periodo de tempo.

Na Figura 2 observa-se que apesar de haver uma redugdo significativa
(p<0,01) nos titulos de anticorpos dos bovinos nos dois grupos (GC e GP) ndo houve
interacdo significativa, pois aos 150 dias apdés a vacinagdo, esses permaneceram
elevados quando se leva em consideracdo o titulo necessario para proteger o
animal (20,50 Ul/mL). Os valores encontrados foram 1,5 e 2,3 vezes maiores do que o
considerado protetor nos grupos GC e GP, respectivamente. Além disso, foi
observada uma elevada porcentagem de bovinos (75,6%) protegidos. Esta reducao
nos titulos de anticorpos antirrabicos é um efeito fisiolégico da resposta imune
humoral em bovinos primovacinados contra a raiva, pois este fato também foi
observado por Albas et al. (1998, 2005), Giometti et al. (2006) e Maria et al. (2007)
avaliando a resposta imune humoral a outras vacinas antirrabicas para bovinos
devidamente liberadas, registradas e aprovadas pelo Ministério da Agricultura,

Pecuaria e Abastecimento.
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Figura 2. Titulos médios (+ desvio padrdao) de anticorpos antirrabicos de bovinos
Nelore primovacinados e suplementados (Gc) ou ndo (GP) com 4 g de
probidtico/animal/dia adicionados na mistura mineral. ** indicam diferenca significativa
entre os dias de observagao (p<0,01).

Apesar da vacina avaliada neste experimento ter excelente capacidade de induzir
a soroconversdo e de manter os titulos de anticorpos antirrabicos considerados
protetores nos bovinos primovacinados contra a raiva por longos periodos, estes
resultados ndo dispensam a necessidade da aplicacdo da dose de reforco em
bovinos primovacinados conforme preconizado pelo Programa de Controle da

Raiva em Herbivoros do Instituto Pasteur.
Conclusdes

Os resultados obtidos permitiram concluir que a vacina antirrabica desenvolvida
no Instituto Butantan teve elevada eficiéncia em induzir a soroconversdo e em
manter os titulos de anticorpos anti-rdbicos em bovinos primovacinados por até 150
dias apos a vacinacdo e que a suplementacdo da mistura mineral com probidtico

nao interferiu na resposta imune humoral antirrabica.
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Normas Editoriais para Publicagdo — Revista SEMINA
Apresentacao dos Trabalhos

1. Os originais devem ser enviados em disquete (3 ¥z ), acompanhado de trés copias impressas,
com entrelinhamento duplo. O trabalho devera ser elaborado no editor de texto Microsoft Word
for Windows, fonte Times New Roman, tamanho 11, normal; com margens de no minimo 2cm,
respeitando-se 0 numero de paginas de acordo com a categoria do trabalho e devem estar
devidamente numeradas.

2. Categorias dos Trabalhos:

a) artigos e revisdes no maximo 40 paginas;
b) comunicagdes; divulgacdes e resenhas no maximo 20 paginas;
c) resenhas de livros e revistas no maximo 4 paginas; e

3. Na primeira lauda do original devera constar o titulo do trabalho, nome completo do autor
principal, minicurriculo, endereco postal, numero do telefone e/ou fax e e-mail; categoria do
trabalho; &rea de publicacdo da Semina e classificacdo das areas/sub-areas do CNPg/CAPES.
3.1. Titulo do trabalho: o titulo, acompanhado de sua tradugéo para o inglés, deve ser breve e
suficientemente especifico e descritivo, contendo as palavras-chave que representem o conteudo
do texto.

3.2. Nome(s) completo(s) do(s) autor(es): Os demais dados como titulo e/ou credenciais, cargo(s)
ocupado(s) pelo(s) autor(es) e local de realiza¢do do trabalho deverdo constar em nota de rodapé.
3.3. Resumo: deve ser incluido um resumo informativo de aproximadamente 200 palavras, em
portugués, acompanhado de sua traducgdo para o inglés, digitado com entrelinhamento duplo, na
segunda lauda do original. (NBR 6028 da ABNT)

3.4. Agradecimentos: agradecimentos a auxilios recebidos para a elaboracgéo do trabalho deverdo
ser mencionados no final do artigo.

3.5. Notas: notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um asterisco alto,
imediatamente depois da frase a que diz respeito. As notas deverdo vir no rodapé do texto.
3.6. Apéndices: apéndices podem ser empregados no caso de listagens extensivas, estatisticas e
outros elementos de suporte.

3.7. Materiais gréficos: fotografias nitidas e graficos (estritamente indispensaveis a clareza do
texto) poderdo ser aceitos e deverdo ser assinalados, no texto, pelo seu numero de ordem, 0s
locais onde devem ser intercalados. Se as ilustracdes enviadas ja tiverem sido publicadas,
mencionar a fonte e a permissdo para reproducao.

3.8. Quadros e Tabelas: os quadros e/ou tabelas deverdo ser acompanhados de cabegalho que
permita compreender o significado dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.
Assinalar, no texto, por seu nimero de ordem, os locais onde os quadros e/ou tabelas devem ser
intercalados.

3.9. As grandezas, unidades e simbolos deverdo obedecer as normas nacionais correspondentes
(ABNT).
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3.10. CitagBes: deverdo seguir o sistema de chamada alfabética (NBR 10520 da ABNT).
3.11. Referéncias bibliograficas: as referéncias bibliograficas, redigidas segundo a norma NBR
6023/2000 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), deverdo ser listadas na ordem
alfabética no final do artigo. A exatiddo e adequacéo das referéncias a trabalhos que tenham sido
consultados e mencionados no texto do artigo s@o da responsabilidade do autor.

4. O autor principal devera enviar, junto com o original, autorizacéo para publicacdo do trabalho
na SEMINA, comprometendo-se a ndo publica-lo em outro periddico.

5. A publicacdo dos trabalhos depende de parecer da Assessoria Cientifica "Ad hoc™" da Pro-
Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacdo da UEL.

6. Apés impressa a revista, o autor principal recebera gratuitamente um (1) exemplar da revista.
7. Os trabalhos n&o aceitos para publicacéo seréo devolvidos ao autor.

8. As questdes e problemas ndo previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité
Editorial da rea para a qual foi submetido o artigo para publicac&o.

9. Os trabalhos devem ser enviados para:

Universidade Estadual de Londrina.
Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacéo.
Edicdo da SEMINA.

Campus Universitario - Caixa Postal 6001.
86051-990 - Londrina, Parand, Brasil.



