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RESUMO

O estudo investigou o impacto da vacinagao isolada e associada nos parametros fisiologicos de bezerras leiteiras.
Utilizou-se 27 fémeas bovinas com idades entre 6 ¢ 12 meses, divididas em trés grupos distintos. O Grupo 1
(G1) recebeu vacinas simultdneas para raiva e clostridioses, o Grupo 2 (G2) foi vacinado apenas para
clostridioses, e o Grupo 3 (G3) recebeu vacinagio exclusiva para raiva. Durante a vacinac¢do, os animais foram
avaliados em cinco momentos diferentes (MO= -3 dias, M1= D0 antes da aplicacdo, M2= D0 durante a aplicacdo,
M3= 15 dias ap6s e M4= 30 dias ap0s a aplicagdo). As avaliagdes foram realizadas através de eletrocardiograma,
afericdo da temperatura retal (TR) e a dosagem de cortisol plasmatico. Quando comparados entre os diferentes
grupos vacinais, cortisol ¢ TR ndo apresentaram diferenga. Em contrapartida, foi possivel observar diferengas
significativas em relagdo a TR e aos niveis de cortisol em diferentes momentos da vacinagdo, em todos os
grupos, quando analisados individualmente. No G1, foi observada diferenga na TR entre o0 M1 ¢ o M3, bem
como entre 0 M3 e o0 M4. Em relacdo ao cortisol, houve diferencas entre 0 M0 e 0 M3, assim como entre 0 MO e
0 M4. No G2 foram observadas diferengas na TR entre o M1 e 0 M2, M3 e M4 e no cortisol entre 0 MO ¢ o M2,
0 MO e 0o M3, e 0o MO e 0 M4. Ja no G3, ndo foram observadas diferengas na TR. No entanto, em relacdo ao
cortisol, houveram diferencas entre 0 M0 e o M2, assim como entre 0 MO ¢ o M4. Quanto a variabilidade de
frequéncia cardiaca, ndo houveram diferencas significativas entre os grupos e momentos. Essas descobertas
enfatizam a importancia de compreender o estresse relacionado a vacinagdo, destacando que os animais podem
ser vacinados simultaneamente, sem impactos negativos no desenvolvimento e saide dos mesmos, o que
facilitara de forma signficativa o manejo realizado dentro da propriedade. Desta forma, a aplicagdo em um unico
momento otimiza o tempo e reduz o estresse, permitindo maior controle sanitario com uma abordagem
simplificada, reduzindo custos operacionais e tornando o processo mais eficiente.

Palavras-chave: estresse, eletrocardiograma, hormonio, imunidade, manejo, vacina.
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INTRODUCAO

A vacinagdo ¢ uma pratica fundamental na rotina veterinaria, especialmente no
contexto da criagdo de bezerros leiteiros. Com uma ampla variedade de vacinas disponiveis, a
escolha do protocolo apropriado € crucial e requer um profundo entendimento do sistema de
producao leiteira (Smith, 2014). Elementos especificos de manejo, como ambiente, nutrigao,
historico regional de doengas e potencial exposicdo a diferentes patdgenos, devem ser

considerados (Woolums, 2021).

Quando administradas em condi¢gdes apropriadas, as vacinas proporcionam prevengao
imunologica segura, eficaz e economicamente importante diante de diversas doencgas
infecciosas bovinas. A seguranca da vacina ¢ vital para garantir a sua eficiéncia e pode ser
comprometida por varios fatores, incluindo o estado fisioldégico e imunologico do gado

vacinado (Richeson et al., 2019).

O processo de vacinagdo do rebanho, se feito de maneira inadequada, pode elevar o
nivel de estresse animal (Grunitzky et al, 2020). O estresse ¢ caracterizado como a interrupgao
da homeostase, resultando em uma resposta fisioldgica e comportamental em decorréncia a
um estimulo nocivo ou de ambiente em condigdes adversas. Esse mecanismo podera causar
alteragdes metabolicas, endocrinas e cardiovasculares, controladas pelo sistema nervoso

auténomo (Borell, 2007).

O monitoramento da acdo do sistema nervoso autonomo (SNA) em respostas
fisioldgicas ao estresse pode ser mensurado através do eletrocardiograma, realizado através da
captacao continua da frequéncia cardiaca (FC) e da variabilidade da mesma (VFC). O eixo
vagal do SNA ¢ quem regula a FC e a VFC em decorréncia ao estresse, visto que a alteragao
dos parametros do VFC ¢ um dado preciso e imediato quando comparado as alteragdes do

nivel de cortisol (Després et al., 2002).

Outro indicativo muito utilizado na avaliacao do bem estar animal sdo as alteragdes da
concentracdo de hormonios adrenocorticais, sendo o cortisol o mais utilizado em ruminantes
(Broom, Fraser, 2007). Os niveis elevados de cortisol podem suprimir a resposta imunologica
do organismo frente a microrganismos. Esse fato pode prejudicar a produgdo de anticorpos e
reduzir a eficiéncia da vacinagdo, o que aumenta a susceptibilidade as doengas infecto-

contagiosas (Tizard, 2002).

Um dos efeitos pds-vacinais ¢ a hipertermia. O aumento da temperatura inicialmente

beneficia o organismo ao potencializar a imunidade tanto inata quanto adaptativa. Isso ocorre



devido a elevagdo na proliferagdo de linfocitos e na produgdo de anticorpos (Evans, et al.
2015). Além disso, cria um ambiente menos propicio para a multiplicacao do patdégeno, ja que

altas temperaturas reduzem as chances de proliferacdo do microrganismo (Kluger, 1991).

Portanto, o objetivo do estudo foi mensurar o nivel de cortisol plasmatico, a
temperatura retal e a variabilidade de frequéncia cardiaca durante a vacinag¢do para raiva e

clostridioses, em protocolo isolado ou simultaneo.

MATERIAL E METODOS

Aprovacio ética

O presente estudo foi submetido e aprovado (n® 9609270223) pelo Comité de Etica de

Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS).

Animais utilizados e delineamento experimental

Foram utilizadas 27 bezerras da raga Holandesa de uma fazenda comercial do sudoeste

do Parand, respeitando os seguintes critérios de inclusao:
a) Idade entre 06 e 12 meses;

b) Animais que ndo foram tratados com antimicrobianos e/ou antiinflamatorios nos 15
dias que antecederam o inicio do experimento, de acordo com ficha de acompanhamento de

cada bezerra da propriedade;

¢) Animais que ndo receberam quaisquer tipos de vacinas nos 90 dias que antecederam

o inicio do experimento;
d) Animais sem histérico de enfermidades recentes

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: no Grupo 1 (Gl) as
bezerras foram vacinadas contra clostridioses (STARVAC LABOVET®) e raiva (VACINA
ANTIRRABICA INATIVADA LABOVET®) simultaneamente; no Grupo 2 (G2) foram
vacinadas contra clostridioses € no Grupo 3 (G3) vacinadas contra raiva. Os dados e materiais
foram coletados durante quatro semanas em cinco momentos distintos (M): trés dias antes da
aplicagdo da vacina (MO0); no dia da vacina, antes da aplicagdo (M1); no dia da vacina,
durante a aplicacdo (M2); 15 dias ap6s a aplicagdo (M3); 30 dias apods a aplicacdo (M4). Os
animais avaliados passaram por exame clinico prévio, pesagem, avaliacdo nutricional, analise

do historico de vacinagao e doencas.



Os animais da populagdo investigada pertenciam a mesma propriedade, eram mantidos
em sistema compost barn e divididos em lotes de acordo com a idade. A cama ¢ movimentada
por tratores uma vez ao dia. A alimentacdo ¢ realizada duas vezes ao dia, sendo fornecido

feno, silagem e ragdo, e agua ad libitum.

Para o processo de vacinagdo, as bezerras foram capturadas e contidas utilizando
cordas e cabrestos. As mesmas foram vacinadas homogeneamente, em mesmas condicdes de
ambiente, temperatura, horario e manejo, para que os efeitos ambientais sejam 0s mesmos
para todos os animais, sem interferir no resultado. Todo o processo foi realizado por

colaboradores previamente treinados.

Vacinacgao

Os animais foram vacinados na regido da tdbua do pescogo, em via subcutanea, tanto

para raiva quanto para clostridiose, conforme recomendacao do fabricante.

Exame eletrocardiografico

A eletrocardiografia convencional foi realizada por um colaborador treinado, através
do registro eletrocardiografico de dois minutos, utilizando o dispositivo eletrocardiografico de
12 derivagdes (InCardio da InPulse Animal Health®). Ap6s a monitorizagdo, todo o tragado
foi revisado e os primeiros 20 intervalos R-R com ritmo cardiaco sinusal selecionados para a
analise da variabilidade da frequéncia cardiaca. Através do software InCardio Duo, foi gerado
o grafico de Pointcaré, construido a partir dos valores dos intervalos RR obtidos, onde cada
ponto ¢ representado no eixo x (horizontal) pelo intervalo RR normal precedente e, no eixo y
(vertical), pelo intervalo RR seguinte. O indice cardiovagal (CVI) e o indice cardiosimpatico
(CSI) foram calculados automaticamente pelo software através das formulas CVI = log (LxT)

e CSI = log (L/T), respectivamente.

Coleta de sangue e dosagem do cortisol plasmatico
A coleta de sangue para dosagem de cortisol foi realizada por um colaborador

previamente treinando, através da veia coccigea para minimizar a interferéncia do manejo



animal nos resultados. A amostra foi coletada em tubos estéreis, secos, de tampa vermelha, do
tipo Vacutainer® com capacidade de 10 mL. Apés coleta, o sangue foi acondicionado em
caixas isotérmicas, em temperatura de 4° C e posteriormente levado para laboratorio para
centrifugacio (Centrifuga Sigma 3-16L, Sigma® - Laborzentrifugen GmbH, Harz, Germany)
de 5000 G por 5 minutos para obtencao do soro. O mesmo foi acondicionado em microtubos
tipo Eppendorf® e congelado a -80° C para posterior dosagem através do método de

quimioluminescéncia, conforme descrito por Grove et al., (2011).

Afericdo da temperatura retal

A afericdo da temperatura retal foi realizada em todos os momentos, no mesmo
horério, em local com sombra, por meio da inser¢io de um termdmetro clinico digital
(Termoémetro digital haste flexivel - G-TECH) inserido aproximadamente 5,0 cm no reto do

animal, conforme recomendado por Storti (2020).

Analise estatistica

O ntimero amostral foi calculado utilizando o software GPower versao 3.1.9.7. O teste
de significancia utilizado foi o teste F, para comparac¢do de variancias (no estudo em questao
foram trés tratamentos), também foi utilizado o teste estatistico ANOVA, para a analise da
variancia dos grupos. O tipo de poder de analise foi a priori: compute requisired sample-
given, com base no tamanho de efeito de 0,60, a fim de definir a magnitude das diferencas
entre varidveis, alfa de 0,05 (o err prob), com poténcia (1-) de 0,80 e nimero de grupos 3.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, as varidveis
paramétricas foram descritas em valores de média e desvio padrao e avaliadas por meio do
teste RM One Way Anova e One Way Anova, pareado e ndo pareado. Em contrapartida, as
variaveis nao paramétricas foram descritas em medianas e intervalos interquartis (25 a 75%) e
avaliadas pelo teste de Friedman (pareado) ou Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de p

<0,05.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando comparados entre os grupos, a temperatura € o cortisol ndo apresentaram
diferenga estatistica, como demonstrado na Grafico 1, demonstrando que as vacinas aplicadas
e a forma como foram aplicadas (associadas ou ndo) desencadearam respostas fisiologicas

semelhantes quanto a temperatura retal e ao cortisol nas bezerras avaliadas.

Os dados encontrados para temperatura diferem dos resultados encontrados por Pereira
et al. (2021) em seu estudo sobre o efeito da vacinagdo simultanea contra brucelose e
clostridioses na temperatura retal e local de bezerras leiteiras. Entre os diferentes tratamentos
aplicados, a administragdo isolada das vacinas para clostridiose e brucelose+clostridiose
demonstraram valores de temperatura corporal superiores ap6s a vacina¢do, enquanto a
aplicacdo para brucelose e brucelose+clostridiose apresentaram valores superiores em relagao

a aplicacdo apenas para clostridiose.

Quando comparado ao presente estudo, essa discrepancia nos resultados pode ser
atribuida ao tipo de vacina aplicada. As vacinas para clostridiose e raiva sdo inativadas,
enquanto a de brucelose ¢ atenuada. Vacinas atenuadas geralmente induzem uma melhor
resposta celular e humoral, o que pode resultar em um maior aumento de temperatura
corporal, resultante do processo inflamatério associado a resposta imune do animal

(Christensen, 2016)

Grifico 1- Temperatura Retal
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Conforme destacado por Woolums (2021), é importante ressaltar que qualquer
protocolo vacinal eficaz desencadeard uma resposta imunoldgica e, por conseguinte, uma
resposta inflamatéria. Caso contrdrio, a vacina ndo estard atingindo seu proposito de
promover a resposta imune desejada. Os resultados obtidos indicam que houve varia¢des de
temperatura em resposta a vacinagdo, apresentando um padrdo semelhante em todos os

grupos, como demonstrado no Grafico 1.

Segundo Grandim (1998), os bovinos sdo animais que possuem boa memoria e
adaptagdo a rotinas estabelecidas, conseguindo se adaptar aos tratadores e a forma em que o
manejo ¢ realizado. No entanto, a vacinagdo nao ¢ uma atividade diaria, o que a transforma
em um momento estressante para os animais. Nesse sentido, o resultado encontrado para
cortisol ndo diferiu entre os grupos vacinais, uma vez que ambos foram realizados nos
mesmos dias e horarios semelhantes. Sob esta perspectiva, vale lembrar que a resposta ao
estresse e consequente liberacdo de cortisol sdo influenciadas pelo meio ambiente,

predisposicdo genética e pela sensibilidade individual (Manser, 1992).

Grafico 2- Cortisol plasmatico
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A medida que os animais se adaptaram as coletas realizadas, observou-se uma redugao
nos niveis de cortisol plasmatico, sugerindo que o manejo envolvido na contencdo para as

coletas teve uma influéncia maior do que os proprios protocolos vacinais. Este resultado vai



de encontro com o apresentado por Maziero et al (2007) que avaliou as concentragdes
plasmaticas de cortisol e progesterona em vacas Nelore submetidas a manejo didrio ou manejo
semanal. Estes autores concluiram que os resultados variam de acordo com o manejo
utilizado, visto que o manejo realizado semanalmente desencadeia maior aumento de cortisol

do que o diario.

E importante ressaltar a influéncia do estresse no sistema imune animal, o qual pode
ser classificado em dois tipos, tanto em estresse agudo (<24h) quanto em estresse cronico
(>24h). O estresse agudo ¢ capaz de potencializar a resposta vacinal por estimular o sistema
imune, enquanto o estresse cronico deprime a resposta imune humoral a vacinacao. Contudo a
interagcdo entre a vacinagdo e o estresse ¢ pouco compreendida em bovinos (Richeson et al,

2019).

No estudo de Roth (1985), foram avaliados bovinos vacinados contra bactérias
causadoras de doengas respiratorias, como a Manhemia haemolytica, em diferentes condi¢des
de estresse. Observou-se que animais que apresentaram niveis elevados de cortisol
apresentaram uma resposta imunologica a vacinagdo significativamente reduzida. Em
comparagdo com animais que tiveram niveis mais baixos de cortisol, a produ¢ao de anticorpos
foi menor, comprometendo a eficdcia vacinal. Diante da auséncia de diferenca significativa
entre os grupos vacinais, a associacao das vacinas torna-se uma estratégia interessante, pois
coloca os animais em apenas um momento de estresse para a cobertura imunoldgica de mais
de uma doenca, diminuindo o numero de manejos dentro da propriedade e promovendo o bem

estar.

O mesmo ¢ reforcado por Dahl et al (2020), o qual abordou a imunossupressdo
decorrente de estresse térmico em bovinos leiteiros. Estes autores avaliaram desde o periodo
fetal até o lactacional desses animais, e focaram principalmente no impacto do cortisol e de
outros marcadores de estresse, como a haptoglobina, que ¢ uma proteina de fase aguda. Esse
estudo destacou que o estresse causado pelo calor, resultou na elevacao do cortisol plasmatico
e na diminui¢do da resposta imunologica das vacas, principalmente durante a gestacdo e
lactagdo. Essa alteracdo impactou nao sé na imunidade como nos indices zootécnicos desses
animais. Desta forma, o encontrado nos resultados reforca que a diminuigdo de manejos
impactara diretamente com o futuro da bezerra leiteira, pois sairdo menos vezes possivel da

rotina estabelecida na propriedade, com garantia de sanidade.

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) ¢ um parametro que indica a capacidade

cardiaca de resposta a estimulos ambientais e fisioldgicos, dentre eles o estresse (Kovacs et



al., 2012). A VFC pode ser feita através de métodos lineares e ndo lineares, os lineares
englobam dominio de tempo e dominio de frequéncia, a partir da dispersdo da duragao dos

intervalos entre complexos QRS normais (Sayers, 1993).

Para este estudo, foi utilizado a andlise de dominio do tempo. Esse método analisa
sequéncias das oscilagdes cardiovasculares através do céalculo da dispersao em torno da média
da frequéncia cardiaca analisada. Os indices encontrados dentro do dominio de tempo sdo o
SDNN e o RMSSD (Quevedo, 2015). A funcdo do SDNN na VFC ¢ avaliar a influéncia
combinada dos sistemas nervosos simpaticos e parassimpaticos na regulacao da frequéncia
cardiaca. J& o rMSSD estd relacionado especialmente do componente simpatico, sobre a

frequéncia cardiaca (Borell et al., 2007).

Em seu estudo avaliando a VFC em vacas ¢ bezerros leiteiros com indice de bem estar,
Mohr et al. (2002) apresentaram resultados em que a VFC diminui em casos de aumento de
estresse. Estes autores concordam com Porges (1995) que avaliou a VFC durante a realizagao
da descorna com anestesia local e observou diminuicdo do tonus vagal e no aumento da
atividade simpatica. Esses estudos vdo de encontro com os resultados obtidos nessa pesquisa,
onde foi demonstrado que durante o0 momento da vacinagdo a VFC diminuiu em todos os

grupos.

CLAPHAM et al. (2007) observaram estresse significativo em bezerras submetidas a
um modelo de desmame. Apds o isolamento da mae, mesmo mantendo o contato visual, os
bezerros demonstraram uma reducao no tonus parassimpatico, evidenciado pela diminuicao
rMSSD. Observa-se que estimulos estressantes ou podem ocasionar um aumento progressivo
no tonus simpéatico, a0 mesmo tempo em que ocorre uma diminui¢ao no ténus parassimpatico.
O mesmo ¢ demonstrado na Figura 4, onde demonstra que apesar de ndo haver diferenga entre
os grupos, houve diferenca entre os momentos. No M2, onde o eletrocardiograma foi feito
durante o processo de aplicagdo da vacina, houve um aumento significativo do tonus

simpatico em decorréncia da dor.

Os dados obtidos em nosso estudo ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos vacinais quando comparados entre si. Desta forma, observa-se que os diferentes
protocolos vacinais estabelecidos interferiram na VFC, tanto por SDNN quanto rMSSD. E
necessario a realizagdo de mais estudos em cima dessa variavel para melhor compreender a

influéncia da vacinagdo na atividade simpatica e parassimpatica.
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Grafico 4- SDNN
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Preconizando o bem estar, faz-se necessario a implementacdo de um manejo racional
onde o nivel de estresse imprimido em decorréncia da vacinacgdo seja o minimo possivel. Cabe
ao proprietario ¢ ao médico veterinario responsavel monitorar os efeitos causados para que os
animais nao se encontrem em situagdes de estresse prolongado ou com reacdes adversas

exacerbadas.



CONCLUSAO

A vacinagdo ¢ imprescindivel dentro de qualquer ramo da producao animal, servindo
como forma de prevencgao ao aparecimento e disseminagdo de doencgas, que podem afetar nao
s6 o animal como os seres humanos. Deve-se garantir que o processo ocorra de forma
adequada, desde o momento de aquisi¢do do material até a aplicagdo do mesmo para garantir

a melhor resposta imune possivel.

Desta forma, essas descobertas t€ém implicacdes praticas para a otimizacdo dos
protocolos de vacinagdo em rebanhos leiteiros, visto que a associagao das vacinas nado
impactou de forma negativa nos parametros fisiologicos das bezerras avaliadas, destacando a
importancia de considerar ndo apenas a eficacia imunoldgica das vacinas, mas também o

impacto no bem-estar animal.
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