U‘ﬁ“am??i‘i? PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

PRESIDENTE PRUDENTE-SP

EFEITO DA Matricaria chamomilla CH., NA CONCENTRACAO
SERICA DE CORTISOL E NA RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE
BOVINOS IMUNIZADOS COM UMA OU DUAS DOSES DE VACINA
ANTI-RABICA

LUIS SOUZA LIMA DE SOUZA REIS

Presidente Prudente — SP
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



U”""’E“S"""“’E s »  PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

no Gre MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

PRESIDENTE PRUDENTE-SP

EFEITO DA Matricaria chamomilla CH., NA CONCENTRACAO
SERICA DE CORTISOL E NA RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE
BOVINOS IMUNIZADOS COM UMA OU DUAS DOSES DE VACINA
ANTI-RABICA

LUIS SOUZA LIMA DE SOUZA REIS

Dissertacdo apresentada Pro-Reitoria de
Pesquisa e Pds-Graduagao, Universidade
do Oeste Paulista, como parte dos
requisitos obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia Animal.

Area de Concentragdo: Fisiopatologia
Animal

Orientador: Prof. Dr. Paulo Eduardo Pardo

Presidente Prudente — SP
2007



636.208 51 Reis, Luis Souza Lima de Souza.

R375e Efeito da Matricaria chamomilla CHi, na
concentracdo sérica de cortisol e na resposta
imune humoral de bovinos imunizados com uma
ou duas doses de vacina anti-rabica / Luis Souza
Lima de Souza Reis. — Presidente Prudente:
[s.n.], 2007.

100 f. :il.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE:
Presidente Prudente — SP, 2007.

Bibliografia

1. Matricaria chamomilla. 2. Vacina. 3.
Bovinos. I. Titulo.




LUIS SOUZA LIMA DE SOUZA REIS

Efeito da Matricaria chamomilla CH4, na concentracao sérica de
cortisol e na resposta imune humoral de bovinos vacinados com
uma ou duas doses de vacina anti-rabica

Dissertagdo apresentada a Pré-Reitoria de
Pesquisa e Po6s-Graduagao, Universidade
do Oeste Paulista, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre
em Ciéncia Animal.

Presidente Prudente, 28 de fevereiro 2007.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Paulo Eduardo Pardo
Universidade do Oeste Paulista - Unoeste

Profé. Dr?. Renata Navarro Cassu
Universidade do Oeste Paulista - Unoeste

Prof. Dr. Avelino Albas
Agéncia Paulista de Tecnologia Agronegoécios — APTA
Po6lo da Alta Sorocabana



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao que hd de mais precioso na
minha vida:

A Deus,
A minha esposa Fabiana e minha filha Rafaela, pela
paciéncia, compreensdo, apolo e por estar sempre ao lado em
todos os momentos, tornando mais fdcil essa caminhada,
A meus Pais Milton e Adalgisa, que sdo exemplos de
dignidade, forca e determinacdo, que sempre me apoiaram € me
ensinaram o caminho da prosperidade, respeito pela vida e
pelos nossos semelhantes, a razdo da minha existéncia,

A minha irmd Patricia, pelo carinho e incentivo.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Orientar significa indicar rumos...

Ao Professor Doutor Paulo Eduardo Pardo, pela orientacdo para
a realizacdo deste trabalho. A qguem agradeco de coracdo os
rumos indicados, incentivo, confianca, amizade, apoio e seus
ensinamentos fizeram engrandecer meus conhecimentos,

contribuindo significativamente na minha profissional.



AGRADECIMENTOS

A todos que compartilharam, auxiliaram, incentivaram e acreditaram

neste trabalho, principalmente:

Aos Professores do Curso de Mestrado em Ciéncia Animal da
Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, principalmente ao Prof. Dr. Izidoro
Francisco Sartor, Prof. Dr. Marcelo George Mungai Chacur, Profa. Dra. Renata
Navarro Cassu, Prof. Dr. Sérgio do Nascimento Kronka que por meio de seus

ensinamentos engrandeceu meus conhecimentos cientificos.

A Professora Doutora Eunice Oba docente titular do Departamento de
Reprodug¢édo Animal e Radiologia da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho — UNESP — Botucatu, pela atengdo e carisma em seus ensinamentos
para a dosagem sérica de cortisol dos bovinos por meio da técnica de

radioimunoensaio de fase sélida.

Ao Laboratério de Raiva do Instituto Butantan, em especial, a Doutora
Neuza Maria Frazatti Gallina e a Mestre Rosana de Lima Paoli pesquisadoras da
Secédo de Raiva do Instituto Butantan, Sdo Paulo, pela amizade, incentivo e seus
ensinamentos na determinacdo dos titulos de anticorpos anti-rabicos por meio da

técnica de soroneutralizagédo em células BHK>; clone 13.

A Professora Doutora Cecilia Laposy Santarém, Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Veterinario da Universidade do Oeste Paulista, pelas
orientagdes para o transporte, centrifugacdo do sangue dos bovinos, obtencéao e

armazenamento do soro sanguineo.



Ao Dr. Avelino Albas, Pdlo da Alta Sorocabana — APTA Regional, pela
amizade, ensinamentos na determinagcdo dos titulos de anticorpos anti-rabicos e

participacdo na banca de defesa desta dissertacéo.

Ao Laboratorio Arenales Fauna e Flora em especial a Doutora Maria do

Carmo pelo apoio e patrocinio desta pesquisa.

Aos pebes Sinivaldo, Gilberto e Sidnei da Faz. Barro Branco pela

contribuigdo no manejo dos bovinos durante a pratica no campo deste experimento.

Ao Edson do Departamento de Audiovisual da Universidade do Oeste
Paulista — UNOESTE pela montagem do datashow para as apresentagbées dos meus

seminarios, qualificacdo e defesa desta dissertagio.

A secretaria Keid da pos-graduagdo em Ciéncia Animal pelos seus

atendimentos durante o curso.

A Dra. Jakeline Queiroz Ortega pela formatagéo do texto as Normas e

Padrées para Apresentacao de Trabalhos Académicos e Cientificos da Unoeste.



“[...] (0] Senhor fez a terra produzir os
medicamentos... deu aos homens a ciéncia da medicina para ser

honrado e glorificado em suas maravilhas [...]”

Ecleseastico 38 (4,6)



RESUMO

Artigo 1: Eficiéncia da Matricaria chamomilla CH12 e do numero de
doses de vacina anti-rabica na resposta imune humoral em bovinos

Objetivou-se avaliar o efeito da Matricaria chamomilla CH., (Fator
Estresse®) e do nimero de doses de vacina na resposta imune humoral em bovinos
por meio dos titulos de anticorpos anti-rabicos. Sessenta bovinos foram divididos
randomicamente em quatro grupos: os animais dos grupos FEV, e FEV; receberam
Matricaria chamomilla CH4, (Fator Estresse®) misturados no sal mineral e os bovinos
dos grupos V1 e V; receberam somente sal. Nos bovinos dos grupos FEV; e V;
aplicaram-se duas doses de vacina anti-rabica nos dias 0 e 30, respectivamente;
enquanto que os bovinos dos grupos FEV4 e V4 foram vacinados somente no dia 0.
Os resultados obtidos mostram diferenga nao significativa nos titulos de anticorpos
anti-rabicos entre os grupos tratados ou ndo com Matricaria chamomilla CH,, (Fator
Estresse®); os titulos de anticorpos aumentaram significativamente nos animais que
foram imunizados com duas doses de vacina; 93,3% dos animais que receberam
uma dose de vacina comercial apresentaram titulos de anticorpos < 0,50 Ul/mL
sessenta dias apds a vacinagao. Conclui-se que, a Matricaria chamomilla CH1,
adicionada ao sal mineral ndo aumentou a resposta imune humoral em bovinos e é
necessario a aplicagdo de duas doses de vacina para os bovinos obter titulos
protetores de anticorpos.

Palavras-Chave: bovino, raiva, Matricaria chamomilla CH13, resposta imune.

Artigo 2: Matricaria chamomilla CH,, reduz estresse de manejo em
bezerros Nelore

Obijetivou-se avaliar o efeito da Matricaria chamomilla CHq> (Fator
Estresse®) na prevencdo do estresse de manejo em bovinos. Sessenta bezerros
Nelore foram divididos randomicamente em dois grupos (30 animais/grupo): um
grupo recebeu Matricaria chamomilla CH4, adicionado ao sal mineral e o outro grupo
somente sal (controle). Ambos o0s grupos de animais foram mantidos em situacao
nao estressante por 30 dias para ajuste ao novo tratamento e adaptagéo ao pasto e
no 31°, 38°, 45° e 60° dia do experimento os animais foram submetidos ao estresse.
As amostras de sangue foram colhidas nestes apds a imobilizagdo dos animais. O
estresse foi mensurado por meio do cortisol sérico € no 31° (1° dia do manejo) a
concentracdo de cortisol mostraram-se basal. A concentragdo sérica de cortisol
aumentou até atingir um pico no 45° e depois diminuiu no dia 60°. No 45° os animais
que foram tratados com Matricaria chamomilla CHi, apresentaram reducgao
significativa na concentragao sérica de cortisol, mostrando que o produto reduziu o
estresse. Esta reducdo na concentracdo sérica de cortisol pode ser uma
consequéncia do efeito calmante e ansiolitico da Matricaria chamomilla CH1».

Palavras-Chave: bovino, cortisol, manejo, Matricaria chamomilla, estresse.



ABSTRACT

Paper 1: Efficiency of Matricaria chamomilla CHi, and number of
dose of rabies vaccine in the humoral immune response in cattle.

The effect of Matricaria chamomilla CH1, (Fator Estresse®) and number
of doses of rabies vaccines on the humoral immune response in cattle were
evaluated through rabies neutralizing antibody titers. Sixty cattle were randomly
divided into four groups: animals from FEV: and FEV, received Matricaria
chamomilla CH1, (Fator Estresse®) mixed with mineral salt, and animals from groups
V1 and V; received only mineral salt. Cattle from group FEV, and V, were immunized
with two rabies vaccine doses on days 0 and 30, respectively; cattle from groups
FEV, and V4 were vaccinated only once on day 0. The results obtained show that no
significant difference was found among neutralizing-antibody titers between groups
treated and not treated with Matricaria chamomilla CHi; antibody titers were
significantly higher in cattle immunized with two rabies vaccine doses; 93.3% of the
animals vaccinated only once had antibody titers < 0.5 Ul/mL sixty days after
commencing vaccination. In conclusion, the use of Matricaria chamomilla CHiz
added to mineral salt does not change humoral immune response in cattle, and two
vaccine doses are suggested forachieving antibody titers in protective level ([
0.5Ul/mL).

Key-Words: cattle, rabies, vaccine, Matricaria chamomilla CH1,, immune response.

Paper 2: Matricaria chamomilla CH,, decreases handling stress in
Nelore calves

The effect of Matricaria chamomilla CH4, to prevent handling stress in
bovines was tested. Sixty Nelore calves were randomly distributed into two groups
(30 animals/group): one received feed with mineral salt supplemented with Matricaria
chamomilla CH4,; and the other group without this supplement (control). In both
groups the animals were maintained unstressed for 30 days for adjust to the feedin%
system and adaptation to pasture and then stressed on the 31", 38", 45™ and 60"
days of the experiment. Blood samples were taken on these days after immobilization
of the animals. The stress was analyzed in terms of serum cortisol and showed basal
values on the 31" day (first day of handling). Serum cortisol increased to highest
values on the 45th day and then decreased but not to the levels on the 60th day. At
the 45" day this values were significantly lower in the animals fed with Matricaria
chamomilla CH4z, thus suggesting that this product decreased stress. This may be a
consequence of inhibition of cortisol production by Matricaria chamomilla CH4, as
well as its calming and ansiolytic effects.

Key-Words: bovine, cortisol, handling, Matricaria chamomilla, stress.
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1 INTRODUGAO

A pecuaria, uma das principais atividades agropecuarias no Brasil, esta
constantemente ameacgada por zoonoses que trazem sérios prejuizos econdmicos.
Uma das principais zoonoses € a raiva, que tem ampla distribuicdo geografica e
causa a morte de 30 a 40 mil bovinos por ano. Isso representa prejuizos diretos de

15 milhdes de ddélares e indiretos de 22,5 milhdes de ddlares.

A raiva € uma enfermidade infecciosa viral do sistema nervoso central
dos mamiferos, uma encefalite fatal e sem tratamento. A vacinacdo é o método de
controle mais efetivo, importante e de menor custo para reduzir a incidéncia de raiva
e outras doencas infecciosas em bovinos. Infelizmente, varios trabalhos publicados
no Brasil, Europa e Estados Unidos da América mostram que a primovacinagao com
vacinas liberadas e comercializadas ndo conferem imunidade a todos os animais,

mesmo que os fabricantes atestem seus valores normais de antigénicos.

A eficiéncia da vacinagdo de bovinos pode ser prejudicada por fatores
como o estresse. O estresse reduz a resposta imunolégica dos animais a
microrganismos e a produgdo de anticorpos apds vacinagao. Assim, animais
estressados ficam mais susceptiveis as doencas infectocontagiosas. O grau de
estresse de um animal pode ser determinado pela dosagem do horménio cortisol
que € produzido pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal em resposta ao agente

estressor.

As alteragbes fisioloégicas e endocrinas provocada por agentes
estressores tém outros efeitos deletérios na produtividade de carne e no bem-estar
dos animais. Elas reduzem o crescimento, a engorda, a reproducao e a qualidade da
carne. Na Argentina, fatores de estresse sao responsaveis pela redugcdo do
nascimento de 300 mil bezerros por ano, acarretando perda econémica estimada em

50 milhdes de délares por ano.

O estresse gerado durante o manejo do gado € praticamente inevitavel.
Ha varios estressores intrinsecos ao manejo do gado como instalagdes
desconfortaveis, transporte, confinamento, manejo por pessoas estranhas,

contencdo ou imobilizagdo, marcacdo a ferro quente, manejo no curral,
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reagrupamento dos animais com mistura de lotes e aumento na agressividade,
superpopulagao, calor ou frio intenso, castracdo, descorna e vacinagao dos animais
e medo. E ainda que todos esses fatores fossem controlados, haveria de se
considerar também estressores naturais como hierarquia social entre os animais do

lote, gestacgao, parto, lactagdo e desmame do bezerro.

O controle do estresse pode ser feito com a aplicacdo de produtos
fitoterapicos ou homeopaticos. Além disso, os produtos homeopaticos ndo possuem
contra-indicagdo e nem deixam residuos na carne dos animais destinados para
consumo humano. A Matricaria chamomilla € um dos produtos utilizados para
previnir e reduzir o estresse. A apgenina, principio ativo da camomila, diminui a
concentragdo plasmatica de cortisol e tem efeito sedativo, analgésico, anxiolitico,

antiinflamatorio e imunomodulatério.
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2 OBJETIVOS

Objetivou-se avaliar a influéncia da Matricaria chamomilla CHq, na
concentragéo sérica de cortisol e na resposta imune humoral de bovinos imunizados

com uma ou duas doses da vacina anti-rabica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Raiva

A raiva é uma enfermidade infecciosa viral do sistema nervoso central
dos mamiferos que provoca grave encefalite viral, sem tratamento em praticamente
todos os casos, em animais e no homem (INSTITUTO PASTEUR, 2002; UMEHARA
et al., 2002; JACKSON et al., 2003; RIBAS et al., 2003; CHHABRA et al., 2004; FAVI
et al.,, 2004). Essa encefalite fatal pode acometer qualquer mamifero, tem ampla
distribuicdo geografica e €& considerada uma das mais importantes zoonoses
mundiais (GIBBONS, 2002; CARAMORI JUNIOR et al., 2003; MANI et al., 2003;
FRANKA et al., 2004; HANKINS e ROSEKRANS, 2004; LIMA et al., 2005; ALBAS et
al., 2006).

A ocorréncia de raiva em herbivoros leiteiros e de corte traz prejuizos
econdmicos diretos em varios paises, principalmente na América Latina (ACHA e
MALAGA — ALBA, 1998; OLIVEIRA et al., 2000). No Brasil, o numero de casos
permanece alto (ALMEIDA et al., 1997), sendo bovinos e eqlinos severamente
afetados (OLIVEIRA et al., 2000). A raiva bovina é a segunda mais frequente depois
da canina (CENTRO PAN-AMERICANO DE ZOONOSES, 1989) e tem sido a maior
preocupagdo nos paises Latino-Americanos (CENTRO PAN-AMERICANO DE
ZOONOSES, 1989; ALBAS et al.,, 2005). Os casos de raiva acontecem
principalmente em regides de ocorréncia de morcegos hematdéfagos como Costa do
Pacifico no Chile, Costa Atlantica no Uruguai e Sudeste do Brasil (BRASS, 1994).
Na Ameérica Latina, a raiva mata cerca de 100 a 500 mil cabegas de gado por ano
(LIMA et al., 2005), um prejuizo de aproximadamente 30 (ACHA e MALAGA — ALBA,
1998; OLIVEIRA et al., 2000) a 50 milhdes de ddélares (LIMA et al., 2005). S6 no
Brasil, a raiva mata de 30 a 40 mil bovinos por ano que refletem em prejuizos diretos
na ordem de 15 milhdes de dodlares e indiretos de 22,5 milhdes de dodlares
(OLIVEIRA et al., 2000; INSTITUTO PASTEUR, 2000; INSTITUTO PASTEUR, 2002;
PIZA et al.,, 2002; LIMA et al., 2005; ALBAS et al., 2006). Nos EUA os custos
estimados com a detecgédo, prevencao e controle da raiva excedem 300 milhdes de

dolares por ano (CDC, 2000). Agravando a situagao, essas perdas devem ser ainda
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maiores considerando-se que muitos animais mortos pela enfermidade nao tem o
diagndstico confirmado por analises laboratoriais e, portanto, ndo sdo quantificados
(MONTANO; POLACK; MORA, 1987).

A raiva traz também prejuizos para a saude publica. Hankins e
Rosekrans (2004) relatam que, nos Estados Unidos, sao tratadas anualmente de 25
a 40 mil pessoas expostas a raiva, e o custo desse tratamento supera 1.000 dolares
por paciente. Dessa forma, o programa de controle da raiva deve ser intensificado
por meio da imunizacdo de toda populacdo exposta ao risco de contato com os
animais raivosos e da disseminagdo da doenga entre esses animais (PASSOS et
al.1998).

A raiva é causada por virus da ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus (OLIVEIRA et al., 2000; ITO et al.,, 2001;
MERCIER et al., 2002; QUEIROZ da SILVA, 2003; FRANKA et al., 2004; SATO et
al., 2004; LIMA et al.,, 2005; SCHEFFER et al., 2007). Sao virus neurotropicos
grandes (180 nm de comprimento e 75 nm de largura) e cilindricos, com formato de
bala de revolver (AMASINO; GARBI; AMASINO, 2002; WU et al., 2002). Possuem
envoltério e uma unica cadeia de RNA (ETESSAMI et al., 2000; ITO et al., 2001;
MERCIER et al.,, 2002; SOARES et al.,, 2002; QUEIROZ da SILVA et al., 2003).
Esses virus sdo termolabeis e suscetiveis a degradagao pela radiagao ultravioleta,
detergentes, enzimas proteoliticas, raios-X, por acidos fortes, alcalis e pela maioria
dos desinfetantes, solventes lipidicos e anibnicos. S&o sensiveis aos acidos com
pH<4 e as bases com pH >10. S&o inativados pelo calor, sobrevivendo 35 segundos
a 60°C, 4 horas a 40°C e varios dias a 4°C (INSTITUTO PASTEUR, 2002). Analises
do virus isolado de animais e humanos mostram que ele tem numerosas variantes
genéticas associadas aos diferentes reservatérios animais e suas regides
geograficas (DAVID et al., 1999; SERRA-COBO et al., 2002). Foram encontrados 7
sorotipos: Rabies virus, Lagos bat virus, Mokola virus, Duvenhage virus, Australian
bat virus (ABL) e dois genotipos European bat virus (EBL), tipo 1 (EBL1) e tipo 2
(EBL2) (BADRANE et al., 2001; SERRA-COBO et al., 2002; VELASCO-VILLA et al.,
2002; FOOKS et al., 2003; HANKINS e ROSEKRANS, 2004; HUGHES et al., 2004).
Os mamiferos e os morcegos na América s&o infectados pelo virus rabico classico
(RABYV) ou sorotipo 1 (ECHEVARRIA et al., 2001). Apds a inoculagé&o subcutanea ou

intradérmica, o virus da raiva se multiplica localmente e, apds diversos dias, migra
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para o sistema nervoso central por nervos periféricos, radiculas espinais e medula
espinhal, produzindo assim a encefalite viral (INSTITUTO PASTEUR, 2002).

O virus rabico tem cinco proteinas estruturais: nucleo proteina (N);
fésforo proteina (P); matriz protéica (M); glicoproteina (G) e polimerase (L) (ALVES
et al.,, 2003; McGETTIGAN et al., 2003; KANKANAMGE et al., 2003; SATO et al.,
2004). Por serem proteinas complexas tornam o virus rabico um bom indutor de
imunidade quando comparado a outros virus (ITO et al., 2001). A Glicoproteina G do
envoltorio viral tem também importante fungdo na patogenicidade viral (ITO et al.,
2001; KANKANAMGE et al., 2003; SATO et al., 2004). Essa proteina confere
protecdo a doencgas por ser 0 unico antigeno capaz de induzir sintese de anticorpos
neutralizantes e resposta imune no hospedeiro (ETESSAMI et al., 2000; MAILLARD
e GAUDIN, 2002; PIZA et al., 2002; GUYATT, 2003; SATO et al.,, 2004). A
glicoproteina ou antigeno N, detectado nas provas de diagnostico de
imunofluorescéncia, tem funcédo secundaria no reforgco da imunidade. Essa proteina
confere aos animais vacinados um bom nivel de anticorpos e imunidade duradoura
em situagao de campo (INSTITUTO PASTEUR, 2000; ITO et al., 2001).

Os reservatorios mais eficientes do virus rabico pertencem as ordens
Quiroptera e Carnivora. Esses animais possuem caracteristicas especiais para
perpetuacdo do virus rabico, tais como alta densidade populacional, grande
capacidade de deslocamento e interagdes sociais intensas (GIBBONS, 2002;
KOTAIT, 2003; HANKINS e ROSEKRANS, 2004; LANGONI et al., 2005; LIMA et al.,
2005). Os animais contaminados transmitem o virus rabico pela saliva, outros fluidos
e por via transplacentaria (DOMINGUES e LANGONI, 2001; INSTITUTO PASTEUR
2002; RIBAS et al., 2003; HANKINS e ROSEKRANS, 2004; LIMA et al., 2005). As
transmissdes por aerossdis em cavernas habitadas por morcegos sao possiveis
fontes de infeccdo para outros mamiferos (AUSTIN-SMITH, 1986). Em algumas
situagdes, os portadores séo inaparentes (DOMINGUES e LANGONI, 2001).

Os morcegos representam aproximadamente 24% de todas as
espécies de mamiferos conhecidos. Sdo frequentemente os principais vetores do
Lyssavirus. Os morcegos insetivoros desempenham uma fungcdo de especial
importancia na epidemiologia do virus da raiva e alguns outros virus afins. Os
morcegos hematdfagos, por sua parte, constituem o principal vetor selvagem da

raiva na América Latina. Mais recentemente, tem sido estudado papel dos morcegos



18

frugivoros na epidemiologia de um microorganismo recém descoberto, o Lyssavirus
de um morcego australiano (McCOLL; SETIEN, 2000).

No Brasil, os morcegos hematoéfagos (principalmente o Desmodus
rotundus) participam da cadeia epidemiolégica da raiva transmitindo-a aos
herbivoros domésticos (PEIXOTO et al., 2000; DELPIETRO; LARGHI; RUSSO,
2001; FAVORETTO et al., 2002; PIZA et al., 2002; LIMA et al., 2005; GOMES et al.,
2006; SCHEFFER et al., 2007). Sendo os principais transmissores da raiva na
América Latina (RODRIGUES da SILVA et al.,, 2000; McCOLL e SETIEN, 2000;
SATO et al., 2004; ALBAS et al., 2006; SCHEFFER et al., 2007), infectam os
animais ao se alimentarem de seu sangue (DOMINGUES e LANGONI, 2001;
WRIGHT et al.,, 2002). A raiva se dissemina rapidamente entre os morcegos
hematofagos, causando elevada mortalidade das populagdes desses animais que se
recuperam lentamente devido a sua baixa taxa de reproducdo. Assim, o ciclo da
raiva em morcegos tem curta duragdo, causa alta mortalidade e € recorrente
(DELPIETRO et al., 2001).

E necessario ressaltar a importancia dos morcegos na transmissdo de
raiva a herbivoros. Mas essa doenca tem aumentado acentuadamente no Brasil, e
para seu controle € preciso, além da redugdo sistematica da populagcdo de
morcegos, a vacinagdo macica dos animais, atendimento a focos e educagao
sanitaria (OLIVEIRA et al., 2000; INSTITUTO PASTEUR, 2002; PIZA et al., 2002;
CARRIERI et al., 2003; NOGUEIRA, 2003). Visto que diferentes sorotipos do género
Lyssavirus sao encontrados nas diferentes espécies de morcegos, ha de se
considerar ainda as variantes antigénicas do virus da raiva no Brasil. S&o
necessarios mais estudos de amostras do virus da raiva isolados de diferentes
espécies de quirépteros para garantir a eficacia das vacinas convencionais frente as
diferentes cepas (INSTITUTO PASTEUR, 2002).

O risco de transmissdo de raiva por morcegos € considerado alto
independentemente do habito alimentar (hematéfago ou ndo) desses animais
(RAMOS e RAMOS, 2001; AGUILAR-SETIEN et al., 2002; LIMA et al., 2005). No
Brasil, o virus da raiva ja foi isolado em 31 das aproximadamente 140 espécies de
morcegos existentes (incluindo morcegos hematofagos, insetivoros, frugivoros e
onivoros), reforcando que morcegos podem transmitir a raiva quaisquer sejam seus
habitos alimentares (PASSOS et al, 1999; INSTITUTO PASTEUR, 2000;



19

INSTITUTO PASTEUR, 2002; FOOKS et al.,, 2003). No Estado de Sao Paulo, as
condigdes de meio ambiente favorecem o aumento da populacdo de morcegos
hematofagos, e por isso o controle da raiva exige aplicacdo de medidas criteriosas e
efetivas para a redugao da circulagdo do virus entre as populagdes de quirdpteros
(PASSOS et al., 1998, INSTITUTO PASTEUR, 2000).

O Desmodus rotundus tem uma caracteristica que € o intenso contato
corporal dos individuos nas coldnias, que se posicionam lado a lado e/ou um sobre
os outro, formando um grupo compacto, além do fato de realizarem limpeza mutua e
regurgitacao de alimento entre os membros do grupo (GOMES et al., 2006). Assim,
atualmente, a medida oficial de controle baseia-se no exterminio de colonias de
morcegos hematdéfagos por meio de aplicacdo de substancia toxica de acéo lenta
em alguns morcegos (INSTITUTO PASTEUR, 2000; RODRIGUES da SILVA et al.,
2000; PIZA et al., 2002; ALBAS et al., 2006). Os morcegos sao capturados e uma
pasta com anticoagulanta aplicada em seu dorso, apds soltos, ao retornarem aos
seus agrupamentos, contaminarem e levarem a morte os demais membros da
colénia (GOMES et al., 2006). Contudo, esse método ndo é eficaz uma vez que nao
€ seletivo e pode matar colbénias de morcegos ndo hematdéfagos (INSTITUTO
PASTEUR, 2000; RODRIGUES da SILVA et al., 2000; PIZA et al., 2002; ALBAS et
al., 2006).

Os morcegos desempenham fungdes fundamentais nos ecossistemas
de todo o planeta, especialmente no controle de pragas agricolas e insetos
disseminadores de doencas humanas e na polinizacéo e dispersdo de sementes em
florestas (CDC, 2000). Conhecidas as principais fungdes dos morcegos, recomenda-
se que se reduza seletivamente a populacdo dos morcegos sem extermina-los, mas
apenas cortando a cadeia de transmissao da raiva (DELPIETRO et al., 2001). A
exterminacao seletiva com a aplicagédo da pasta vampiricida € um meétodo seletivo
indireto de controle da populagdo de morcegos hematdfagos sem agressédo de

outras espécies.

Dadas as dificuldades para o controle de morcegos, a vacinagao € a
melhor protecdo contra a raiva bovina (RODRIGUES da SILVA et al., 2000;
AGUILAR-SETIEN et al., 2002; PIZA et al., 2002; ALBAS et al., 2005; ALBAS et al.,
2006). Inclusive para o controle da raiva silvestre usa-se vacina anti-rabica oral

(AGUILAR-SETIEN et al., 2002). A vacina reduz perdas econémicas provocadas por
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enfermidades infecciosas e ajuda na manutengdo da integridade das fungbes do
organismo, que sao indispensaveis para a 6tima producao de leite e carne (MEGID,
2002). A vacinagdo é o método de controle mais efetivo, importante e de menor
custo para reduzir as perdas causadas por doengas infecciosas (OLIVEIRA et al.,
2000; QUEIROZ DA SILVA et al, 2002; FRANKA et al., 2004; HANKINS e
ROSEKRANS, 2004; ALBAS et al., 2006). Nos ultimos anos, grande parte das
investigacbes sobre o controle da raiva silvestre tem se concentrado no
desenvolvimento de métodos para a vacinagao oral dos vetores selvagens dessa
enfermidade (BROCHIER et al., 1996).

Ha varios tipos de vacinas disponiveis no mercado, o que dificulta a
escolha do procedimento mais indicado para uma efetiva imunizagdo dos animais
(OLIVEIRA et al., 2000). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que se
faca a avaliagdo da imunidade anti-rabica pela titulagcdo de anticorpos, sendo a
imunidade conferida por titulo igual ou maior que 0,5 Ul/ml (ALMEIDA et al., 1997). A
imunizagdo pela vacina com microorganismos inativados pode ser ainda
potencializada pela administragdo de um adjuvante que estabelece uma memodria

em longo prazo contra os antigenos soluveis (MEGID, 2002; TIZARD, 2002).

Animais fortemente parasitados ou desnutridos podem ficar
imunossuprimidos e nao devem ser vacinados. A imunosupressao pode ser causada
por infecgbes virais, fatores genéticos ou estressores em geral, incluindo prenhez,

extremos de frio e calor, fadiga e fatores ambientais (TIZAR, 1998).

3.2 Estresse

O estresse € a resposta de um animal a um agente estressor
(CARRASCO e VAN de KAR, 2003; NEGRAO et al., 2004), isto &, a uma condi¢éo
hostil. A resposta de estresse ativa o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) que
desencadeia uma série de alteragcbes no organismo. Essas respostas sé&o
necessarias para a adaptacdo e sobrevivéncia do animal a uma nova condicao
imposta (MATTERI; CARROLL; DYER, 2000; PACAK e PALKOVITS, 2001;
CARRASCO e VAN de KAR, 2003; NEGRAO et al., 2004).
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A resposta aos agentes estressores envolve o0s sistemas
neuroenddcrino, imunologico, cardiovascular e gastrointestinal. Ha alteragdes no
comportamento do animal, no sistema nervoso autbnomo e na secregdao hormonal,
incluindo os horménios adrenocorticotrofico (ACTH), cortisol, as catecolaminas das
glandulas adrenais, adrenalina e noradrenalina, oxcitocina, prolactina e renina (VAN
de KAR e BLAIR, 1999; CARRASCO e VAN de KAR, 2003). A resposta ao estresse
envolve aumento da atengdo do animal, mobilizagdo de energia para manter o
funcionamento do cérebro e musculo, perfusdo e a utilizagdo cerebral de glicose,
aumento das frequéncias respiratoria e cardiovascular, redistribuicdo do fluxo de
sangue, modulagao do sistema imunoldgico, inibicao do sistema reprodutor e sexual
e diminuic&do do apetite (SAPOLSKY et al., 2000; HABIB; GOLD; CHROUSOS, 2001;
CARRASCO e VAN de KAR, 2003).

As alteragdes fisioldgicas provocadas durante o estado de estresse tém
efeitos deletérios na produtividade de leite e carne (GRANDIN, 1997; ANDRADE et
al., 2001; WEST, 2003) e no bem-estar dos animais. Elas reduzem o crescimento, a
engorda, a reprodugdo, a producdo de leite, a qualidade da carne, o sistema
imunoldégico e inflamatério (MOBERG, 2000; BORELL, 2001; GUYTON e HALL,
2002; COPPO et al., 2003; CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSQOS, 2005). O efeito
do estresse é expressivo na produgcdo de bovinos. Na Argentina, por exemplo, é
responsavel por uma perda econdmica estimada em 50 milhées de ddlares por ano
(PERUCHENA, 1992; COPPO et al. 2003). Essas perdas sdo maiores em regimes
modernos de criagdo, principalmente em sistemas intensivos que requerem alto
investimento (ENCARNACAO, 1989; DOBSON e SMITH, 2000). A exposi¢do a
varios agentes estressores desses sistemas aumenta a possibilidade de estresse
(DOBSON e SMITH, 2000; VASQUEZ e HERRERA, 2003).

Definir estresse ¢é dificil porque sua interpretacdo consiste do
entendimento varias disciplinas interligadas. Ainda assim, o pioneiro Hans Selye
descreveu os principios gerais de fisiologia e fisiopatologia do estresse e também
sua definicdo (CARRASCO e VAN de KAR., 2003), como mostrado a seguir.
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Definicao do Estresse

O estado de estresse € o estado do organismo o qual, apds a atuagao
de agentes de quaisquer naturezas, responde com uma série de reagdes néo
especificas de adaptagcao iniciadas com respostas de hipertrofia do cortex das
glandulas adrenais e consequente aumento na secregcdo dos seus horménios
(SELYE, 1936). Selye (1936) dividiu o estado de estresse do organismo em trés
estagios. O primeiro seria a expressdo de um alarme geral do organismo quando
subitamente confrontado com uma situacédo critica. A partir do contato com o
estressor, o organismo iniciaria um processo de adaptagcéo a este agente, o que
configura o segundo estagio. Em permanecendo o contato com o fator promotor do
estresse, o individuo perderia a capacidade de reagir e entraria no estagio de
exaustdo, o qual levaria as alteragdes organicas semelhantes ao primeiro estagio e

que poderia levar a faléncia de 6rgao e a morte.

Agentes estressores

Selye (1936) denominou agente estressor todo fator exdégeno que
provoca o estado de estresse. Entretanto, mais recentemente os agentes
estressores podem ser definidos como condicdes que pde em perigo ou sao
percebidas como perigosas a sobrevivéncia de um individuo (VAN de KAR e BLAIR,
1999; CARRASCO e VAN de KAR., 2003). Os agentes estressores podem ser
divididos em trés tipos: os psicolégicos, que sdo condigbes adversas ameagadoras
que geram medo e ansiedade; os fisicos, que agem fisicamente no animal (e podem
atuar também como estressor psicologico); e metabdlicos, que alteram a
homesotase do organismo (VAN de KAR e BLAIR, 1999; CARRASCO e VAN de
KAR, 2003).

Na criagdo de bovinos ha varios estressores comuns, como medo
(GRANDIN, 1997; RUSHEN et al., 1999; LENSINK et al., 2000), hierarquia social
entre os animais do lote (DOBSON e SMITH, 2000), exposi¢do dos animais a um
ambiente novo e desconhecido (GRANDIN, 1997; RUSHEN et al., 1999; LENSINK et
al.,, 2000; ARTHINGTON et al.,, 2003), instalacbes (BORELL, 2001), transporte
(EICHER, 2001; COPPO et al., 2003; VASQUEZ e HERRERA, 2003; YAGI et al.,
2004), confinamento (ENCARNACAO, 1989; NDIBUALONJI et al., 1995),
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comportamento agonistico entre os animais (BLOOD e RADOSTITS, 1991),
presenca de pessoas estranhas (COOK et al., 2000; LENSINK et al., 2000; HICKEY;
DRENNAN; EARLEY, 2003), dor (BORELL, 2001), contengdo ou imobilizagdo do
animal (PALMA; SUCHECKI; TUFIK, 2000; ANDRADE et al.,, 2001; HALE et al.,
2003), captura (HOPSTER et al., 1999), marcagdao dos animais com ferro quente
(RUSHEN, 1999; ANDRADE et al., 2001), qualquer tipo de trauma (BORELL, 2001;
GUYTON e HALL, 2002; ARTHINGTON et al., 2003), choque (PALMA; SUCHECKI;
TUFIK, 2000; HALE et al., 2003), manejo no curral (COOK et al., 2000; LENSINK et
al., 2000; ANDRADE et al., 2001; HICKEY; DRENNAN; EARLEY, 2003), fusédo de
lotes, onde a agressividade € aumentada pelo encontro de animais desconhecidos
(MINTON, 1994; VEISSIER et al., 2001), superpopulacédo (MINTON, 1994; COPPO
et al.,, 2003), isolamento (VAN REENEN et al., 2000; EICHER, 2001; GENARO;
SCHMIDEK; FRANCI, 2004), calor ou frio intenso (PALMA; SUCHECKI; TUFIK,
2000; BORELL, 2001; GUYTON e HALL, 2002; HALE et al., 2003; WEST, 2003),
intervencdes cirurgicas (COOK et al.,, 2000; GUYTON e HALL, 2002) como
castracdo (ANDRADE et al., 2001) e descorna (McMEEKAN et al., 1997,
McMEEKAN et al., 1998; SUTHERLAND et al., 2002), doengas debilitantes como
infeccoes, alteracbes metabdlicas (GUYTON e HALL, 2002; ARTHINGTON et al.,
2003; COPPO et al., 2003; VASQUEZ e HERRERA, 2003) e hipoglicemia (DOBSON
e SMITH, 2000), gestagao, parto e lactacdao (MALLARD et al., 1997; COPPO et al.,
2003; VASQUEZ e HERRERA, 2003), desmame do bezerro (ARTHINGTON et al.,
2003; BUENO; RASBY; CLEMENS, 2003; HICKEY; DRENNAN; EARLEY, 2003),
fome e sede (EICHER, 2001; BORELL, 2001; ARTHINGTON et al., 2003; VASQUEZ
e HERRERA, 2003), vacinagao (MINTON, 1994; NOCKELS; ODDE; CRAIG, 1996),
fatores genéticos (ANDRADE et al.,, 2001; BORELL, 2001) e exercicio fisico
(GARCIA-BELENGUER et al., 1996).

Resposta neuro-endécrina de estresse

A resposta neuroenddcrina de estresse consiste na ativacdo do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) e conseqliente secre¢cdo dos hormoénios das
glandulas adrenais, entre eles o cortisol, a adrenalina e a noradrenalin (MATTERI,
CARROLL; DYER, 2000; AGUILERA; RABADAN-DIEHL; NIKODEMOVA, 2001;
CARRASCO e VAN DE KAR, 2003; HICKEY; DRENNAN; EARLY, 2003). A ativagao
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do eixo HPA ocorre inicialmente com a liberagdo do horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e da vassopressina (AVP) pelo hipotalamo; esses estimulam a
adenohipofise  (hipofise anterior) a produzir e secretar o hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH) que, por sua vez, estimula o cortex das glandulas
adrenais a produzir e secretar glucocorticoides como o cortisol na corrente
circulatéria (DOBSON e SMITH, 2000; COVENTRY et al., 2001; HALE et al., 2003;
SMITH et al., 2003; GENARO; SCHIDEK; FRANCI, 2004; YAGI et al., 2004;
CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOQOS, 2005). A vassopressina liberada no estado
de estresse atua sinergicamente ao CRH, potencializando assim a liberacdo do
ACTH (SERRADEIL-LE GAL et al.,, 2002; CARRASCO e VAN de KAR, 2003;
CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOQOS, 2005).

Durante o estresse ha também aumento na secrecdo de opidides
enddgenos, entre eles as [l-endorfinas (RUSHEN et al.,, 1999; COVENTRY et al.,
2001; YAGI et al., 2004) que reduzem a sensibilidade a limiar da dor (RUSHEN et
al., 1999). Também sé&o liberados os homobnios: a prolactina e a ocitocina que
reduzem a producao de leite e a descida do leite durante o estado de estresse
(GRANDIN, 1997; RUSHEN et al., 1999).

A alta concentracéo de cortisol no corrente sanguinea regula a ativagao
do eixo HPA por feedback negativo, atuando sobre hipotalamo e hipéfise de modo a
reduzir a secrecdo de CRH e ACTH, respectivamente. Com a redugao desses
horménios, ha consequente diminuicdo na secre¢cdo dos hormdnios das glandulas
adrenais (DOBSON e SMITH, 2000; COVENTRY et al.,, 2001; CHARMANDARI,
TSIGOS; CHROUSOS, 2005), minimizando assim efeitos indesejaveis como
processos catabdlicos, lipoliticos, anti-reprodutivos e imunossupressores
(CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005).

O sistema nervoso autbnomo simpatico (SNS) também responde
rapidamente aos agentes estressores e controla muitas fungdes do organismo
(CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005) pela ativagdo do eixo simpato-
adrenal (O'CONNOR; O’HALLORAN; SHANAHAN, 2000; HALE et al.,, 2003;
HICKEY; DRENNAN; EARLY, 2003). O SNS secreta os neurotransmissores
adrenérgicos, adrenalina e noradrenalina, dos nervos simpaticos e da camada
medular das glandulas adrenais, elevando assim a concentracéo destes na corrente
circulatéria (ERIKSEN et al., 1999; HICKEY; DRENNAN; EARLY, 2003).
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As inervagdes do SNS que chegam aos 6rgaos do organismo derivam
as fibras eferentes pré-ganglionares (os neurénios pré-ganglionares sao colinérgicos
e 0s pos-ganglionares s&o noradrenérgicos). As fibras inervam o musculo liso dos
vasos, 0 musculo esquelético, coracao, rins, intestino, tecido adiposo e outros
orgaos, atuando, portanto no sistema cardiovascular, respiratério, renal,
gastrointestinal, endocrino e oftalmico. (CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS,
2005).

O sistema parassimpatico € antagonista do sistema nervoso simpatico
(CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005).

Efeito do estresse no metabolismo de proteina

O estado de estresse altera o metabolismo das proteinas. Aumenta a
concentragdo plasmatica de glicina e de aminoacidos essenciais como histidina,
leucina, lisina e valina. Além disso, diminuir outros aminoacidos nao essenciais.
Essas alteragdes no perfil de animoacidos essenciais e ndo-essenciais sugerem um
aumento na mobilizacdo das proteinas corporais e consequente catabolismo de
proteinas musculares (NDIBUALONJI et al., 1995).

Efeito do estresse sobre o metabolismo de carboidrato e gordura

O cortisol eleva a glicemia durante o estado de estresse. Para tal,
desencadeia alteragdes fisioldgicas. Provoca redugao da utilizagado periférica de
glicose e aumento da utilizagcdo dos acidos graxos livres e corpos cetdnicos
(NDIBUALONUJI et al., 1995).

Efeito do estresse sobre o sistema imunolégico

Durante o estado de estresse, ha ativagdo do eixo HPA e consequente
aumento da concentragdo de cortisol na corrente circulatoria. Esse glucocorticoide
imunossupressor inibe a resposta a infecgbées ou danos nos tecidos (O'CONNOR,;
O’HALLORAN; SHANAHAN, 2000; HICKEY; DRENNAN; EARLEY, 2003). A
atividade imunossupressora €& exercida sobre neutréfilos, macrofagos e linfocitos
(BLECHA, 2000; TIZARD, 2002).
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Segundo Tizard (2002), os corticosterdides s&o rapidamente
absorvidos no interior da célula imunoldgica, ligam-se a um receptor no citoplasma,
sao transportados para o nucleo e suprimem a atividade da proteina ILBLI. A
proteina I[1B[], por sua vez, suprime a atividade do fator de transcricdo NF-[1B. O
NF-[B encontra-se em estado inativo para formar complexos com a IT/B[1. Quando
estimulam o linfécito, os complexos NF-[1B e ILIB[] dissociam-se; a proteina |L/B[1 é
degradada rapidamente e o NF-[IB ativo fica livre para agir. Pela estimulagdo da
sintese de um excesso de I[1Bl], que se reconjuga com o NF-[1B, os
corticosterdides bloqueiam todos os processos mediados pelo NF-[1B, incluindo a

sintese de citocinas.

Nos neutréfilos o estresse diminui a quimiotaxia, a fagocitose, a
atividade bactericida, algumas reag¢des de citotoxicidade dependente de anticorpo
(ADCC), impede a marginagdo pela eliminagao de L-seletina da superficie dos
neutréfilos e reduz o numero e a afinidade da expressdo das moléculas de CD18.
Esses efeitos reduzidos de L-seletina e CD18 prejudicam a cinética de migragao dos
neutrofilos para os tecidos (TIZARD, 2002).

Nos macréfagos o estresse reduz a quimiotaxia, fagocitose, atividade
bactericida, producao de interleucina-1(IL-1) e processamento de antigeno (TIZARD,
2002). Nos linfécitos, diminui a proliferagdo, resposta das células T, producédo de
interleucina-2 (IL-2), produc&o de citocinas e citotoxicidade mediadas por células T
(BLECHA, 2000; TIZARD, 2002).

As imunoglobulinas sofrem uma minima diminuicdo. Mas tem
depressado na expressdo do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) de
classe Il na superficie dos magréfagos, impossibilitando o reconhecimento
antigénico por parte do linfocito T e a capacidade de produzir mais citocinas. Sofrem
ainda depressao na quantidade e atividade de linfocitos T helper circulantes, uma
vez que reduzem a sintese de interleucina-1 bem como a capacidade de ligagéo
desta com receptores na superficie das células. Os glicocorticosterdides causam
apoptose dos timécitos, especialmente com fendtipo duplo-positivo (CD+4 e CD+8)
(TIZARD, 2002).
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Efeito do estresse sobre o apetite

O estresse reduz o consumo de alimentos nos animais (MATTERI,
CARROLL; DYER, 2000; RAHMOUNI e HAYNES, 2001; WEST, 2003;
CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005). Afeta o apetite influenciando o
centro da saciedade no hipotalamo. O estimulo constante do agente estressor
aumenta a secrecao do neuropetideo Y (NPY) que acentua a liberagdo do horménio
CRH (LIU et al., 1994; CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005). O aumento
de CRH na corrente circulatéria causa anorexia. Ambos NPY e CRH agem
concomitantemente inibindo o sistema nervoso simpatico e ativando o sistema
nervoso parassimpatico, o que facilita a digestdo e o armazenamento dos nutrientes
(EGAWA; YOSHIMATSU; BRAY, 1991; CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS,
2005). A Leptina, um estimulador da saciedade secretado pelo tecido adiposo, é um
potente inibidor hipotaldamico do NPY e estimula um subgrupo de neurbnios do
nucleo PMOC (peptideo opidide produzido no neurbnio arcuate nucleus do
hipotalamo) a secretar o horménio estimulador do [I-melandcito ([1-MSH), que é
outro anorexigeno (RAHMOUNI e HAYNES, 2001; CHARMANDARI; TSIGOS;
CHROUSQOS, 2005). Assim, a redugao na ingestao de alimentos esta associada a
elevada concentracdo de glucocorticoide plasmatico que, por sua vez, aumenta a
concentragdo plasmatica de leptina (NEWCOMER et al, 1998; MATTERI,
CARROLL; DYER, 2000).

Efeito do estresse sobre o sistema reprodutivo

O sistema reprodutivo esta diretamente relacionado ao eixo HPA que é
ativado durante o estado de estresse (TSIGOS e CHROUSOS, 2002; GENARO;
SCHMIDEK; FRANCI, 2004). Por isso, o estresse pode reduzir a eficiéncia
reprodutiva do rebanho, causando sub-fertilidade nos animais (DOBSON e SMITH,
2000; JORDAN, 2003).

O eixo reprodutivo hipotalamo-hipdfise-gonadal (HPG) pode ser
bloqueado por varios componentes do eixo HPA (ANDRADE et al., 2001; TSIGOS e
CHROUSOS, 2002; GENARO; SCHMIDEK; FRANCI, 2004). Esses componentes do
eixo HPG, por sua vez, sao diferentemente afetados de acordo com a natureza do

agente estressor (DOBSON e SMITH, 2000), provocando encurtamento do cio,
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reducdo da ovulagdo e taxa de concepcao e aumento da mortalidade embrionaria.
Tem também efeitos negativos em programas de inseminacao artificial (ANDRADE
et al., 2001).

Durante o estado de estresse o eixo HPG pode ser inibido pela [1-
endorfina (TSIGOS e CHROUSOS, 2002), CRH (CHARMANDARI; TSIGOS;
CHROUSOS, 2005), ACTH (DOBSON e SMITH, 2000), glicocorticoides (GENARO;
SCHMIDEK; FRANCI, 2004; CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005) e
vassopressina (AKEMA et al.,, 1996; CARRASCO e VAN de KAR, 2003). Essas
substancias estimulam os neurdnios secretores de peptideos (POMC) que suprimem
a secrecdo do hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo hipotalamo
(DOBSON e SMITH, 2000; CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005).
Conseqlentemente, é inibida a secrecao dos hormdnios da adeno-hipofise: os
horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). Além disso, ha também a
supressdo dos hormoénios produzidos pelas génadas (DOBSON e SMITH, 2000;
CARRASCO e VAN DE KAR, 2003; GENARO; SCHMIDEK; FRANCI, 2004;
CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005).

A inibicado da secrecdo de GnRH diminui os horménios FSH, LH,
estrogeno e progesterona durante o estado de estresse, reduzindo o crescimento
dos foliculos, a ovulagao e o cio de fémeas (DOBSON e SMITH, 2000). Além disso,
tem efeitos indesejaveis no desenvolvimento e, posteriormente, na fungéo do corpo
luteo uma vez que acarreta sérias consequéncias na implantagao, desenvolvimento
embrionario e manutencao da prenhez (BIGGERS et al., 1987; WISE et al., 1988). A
liberacdo de LH é também inibida pela prolactina liberada durante o estresse
(GENARO; SCHMIDEK; FRANCI, 2004).

As alteracdes no status enddcrino e no ciclo estral de fémeas sob
estresse podem causar anestro (DOBSON e SMITH, 2000; JORDAN, 2003),
reducao do crescimento folicular (HANSEN et al., 2001; JORDAN, 2003), redugéo da
concentracdo do fluido folicular e do 17(1-estradiol (WOLFENSON et al., 1997,
HANSEN et al., 2001), prejuizo do desenvolvimento e mecanismo de luteinizacao
folicular (JORDAN, 2003) e redugao no tempo de expressao do estro (DOBSON e
SMITH, 2000; HANSEN et al., 2001; JORDAN, 2003) devido ao aumento da
secrec¢ao do hormdnio adrenocorticotréfico e consequente bloqueio do 17 7-estradiol

(HANSEN et al., 2001). Podem ainda causar alteracdo na fungao uterina com
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exposicao do endométrio (JORDAN, 2003), reducdo da taxa de concepgéao
(JORDAN, 2003) e efeitos negativos sobre a prenhez e desenvolvimento
embrionario (HANSEN et al., 2001; JORDAN, 2003), isto é, reducédo do estagio de
desenvolvimento as caracteristicas morfologicas de embrido (HANSEN et al., 2001)
e baixo crescimento fetal (JORDAN, 2003).

Nos machos, o estresse reduz a quantidade e qualidade espermatica
(HANSEN et al., 2001), prejudicando a motilidade e a viabilidade espermatica
(CHANDOLIA; REINERTSEN; HANSEN, 1999; HANSEN et al., 2001).

Efeito do estresse no crescimento e na engorda
O estresse diminui o crescimento e engorda dos animais provavel

mente devido a reducdo do apetite (MATTERI; CARROLL; DYER, 2000; WEST,
2003), da conversao alimentar (GALLI; MONJE; HOFER, 1995; COPPO et al., 2003)
e da secrecdao do hormébnio do crescimento (GH), também denominado de
somatotropina ou horménio somatotropico (GUYTON e HALL, 2002; TSIGOS e
CHROUSOS, 2002; CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005). Além disso, o
estresse estimula a lipdlise, gliconeogénese (MATTERI; CARROLL; DYER, 2000) e
lesdes no abomaso, como a ulcera abomasal (WIEPKEMA, 1985; LENSINK et al.,
2000).

A ativacédo prolongada do eixo HPA durante o estado de estresse
aumenta a concentragédo de glucocorticéides que suprimem a secreg¢ao do GH e de
outros fatores de crescimento como somatomedina C (TSIGOS e CHROUSOS,
2002; CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005), também denominado de IGF-
| (GUYTON e HALL, 2002). Além disso, os glicocorticoides antagonizam os efeitos
anabolicos do GH e dos hormdnios esterdides sexuais sobre os tecidos adiposo,
muscular e 6sseo (CHROUSOS et al., 2000; TSIGOS e CHROUSOS, 2002). Essas
alteragdes reduzem o crescimento e a engorda dos animais, podendo até causar o
emagrecimento desses porque os tecidos muscular e gorduroso sao transformados
em glicose (ELSASSER et al., 2000; LENSINK et al., 2000; MATTERI; CARROLL,;
DYER, 2000).

Com a ativacado do eixo HPA, o hipotalamo secreta somatostatina e
CRH que suprimem a secregdo do GH (TSIGOS e CHROUSOS, 2002;
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CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005). O GH promove varias agdes
fisioldgicas benéficas para o crescimento, como deposi¢cao de proteinas nos tecidos,
potencializagdo da utilizacdo das gorduras como fonte de energia e diminuicdo da
utilizacédo de carboidratos (GUYTON e HALL, 2002).

O aumento da deposi¢ao de proteinas nos tecidos ocorre porque o GH
potencializa processos de captagao de aminoacidos e sintese de proteina, além de
reduzir a degradagcdo das proteinas de maneira conjunta. Com aumento na
captagao, aumenta também o transporte de aminoacidos para o interior das células
e, consequentemente, a sintese protéica. Assim, ha aumento na tradugao do acido
ribonucléico (RNA) e transcricdo do acido desoxirribonucléico (DNA) no nucleo,
causando mais formagdo de RNA. O GH diminui o catabolismo de proteinas e
aminoacidos por mobilizagdo de grande quantidade de acidos graxos livres do tecido
adiposo, suprimindo assim uma grande parte da demanda de energia pela célula. O
GH ainda intensifica a conversado de acidos graxos em acetil-coenzima A (acetil-co
A) e sua posterior utilizagdo como fonte de energia. Com essas fungdes de
anabolismo de proteinas e utilizagdo das gorduras como fonte de energia o GH
aumenta a massa magra (GUYTON e HALL, 2002).

O GH diminui a utilizagao de carboidratos pela reducéo da captacéo de
glicose pelo tecido adiposo e musculo esquelético, aumento na produgdo de glicose
pelo figado e aumento da secrecgéo de insulina (GUYTON e HALL, 2002). Cada uma
dessas alteragdes resulta da resisténcia a insulina do organismo (GUYTON e HALL,
2002).

O GH estimula o crescimento da cartilagem e do 0sso. Isso ocorre pela
deposigao aumentada de proteinas pelas células condrociticas e osteogénicas (que
causam o crescimento do 0sso0), a velocidade aumentada da reprodugcdo dessas
células e o efeito especifico da conversdo dos condrécitos em células ostegénicas,
induzindo a deposi¢céo de novo osso (GUYTON; HALL, 2002).

A somatomedina é produzida pelo figado e outros tecidos estimulados
pelo GH. Foram isoladas pelo menos quatro somatomedinas, sendo a mais
importante a somatomedina C, também denominada de IGF-I. Muitas das agbes do
GH sobre o crescimento resultam da acdo da somatomedina C, mas muitas das

hipéteses sobre essa substancia sao questionaveis. Uma possibilidade € que o GH
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induz a formacao de somatomedina C no tecido local em quantidade suficiente para
produzir o crescimento localizado (GUYTON; HALL, 2002).

A adrenalina estimula a lipdlise e a gliconeogénese durante o estado
de estresse (MATTERI; CARROLL; DYER, 2000). O cortisol também aumenta a
gluconeogenese, aumentando a glicemia, diminui a captagao de glicose nas células
musculares e reduz a sintese de proteina nas células (BUENO; RASBY; CLEMENS,
2003). O cortisol ainda aumenta as enzimas que convertem aminoacidos em glicose
nas células hepatica e causa a mobilizacdo dos tecidos extra-hepaticos,
principalmente dos musculos, elevando os niveis destes no plasma sanguineo para
entrar no processo de gliconeogénese no figado (GUYTON; HALL, 2002). Também
os efeitos catabdlicos sobre os tecidos conjuntivo e ésseo resultam em balango
negativo de nitrogénio no organismo ao invés da formagao e deposi¢ao de musculos
ou mesmo reposigdo de tecidos. A sintese de proteinas e lipideos da lugar a
degradacéo de agucares em moléculas mais simples, inibindo o crescimento. Além
disso, os glicocorticoides reduzem a secregdo dos hormdnios gonadotroficos, que
sao esteroides anabolizantes que estimulam o desenvolvimento da musculatura
(ENCARNACAO, 1989; MATTERI; CARROLL; DYER, 2000).

Efeito do estresse na producgao de leite

O estresse tem efeito negativo sobre a produgcdo de Ileite,
principalmente em regime de produgdo intensivo com elevada densidade
populacional, maior competicao por alimento, local de descanso, parceira sexual,
interagbes hierarquicas ou medo (MATTERI; CARROLL; DYER, 2000). Esse
estresse diminui a produgéo de leite e leva as fémeas a perda de peso (RUSHEN,;
DE PASSILLE; MUNKSGAARD, 1999; MATTERI; CARROLL; DYER, 2000; WEST,
2003). As alteragdes no perfil hormonal das fémeas em estado de estresse também
prejudicam a qualidade do leite (NDIBUALONJI et al., 1995; RUSHEN et al., 1999).
Ha& ainda prejuizos com a redugédo do apetite e consequente queda na ingestdo de
nutrientes (MATTERI; CARROLL; DYER, 2000; WEST, 2003) e conversao alimentar
(GALLI; MONJE; HOFER, 1995; COPPO et al., 2003), aumento de lipdlise e
gliconeogénese (MATTERI; CARROLL; DYER, 2000), redugcdo da concentragcao
sanguinea dos hormoénios somatotrofina, triiodotironina (T3) (McGUIRE et al., 1991,
WEST, 2003) e tiroxina (T4) (WEST, 2003) e aumento do leite residual no ubere
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devido ao bloqueio no reflexo de ejecédo (BRUCKMAIER e BLUM, 1998; RUSHEN et
al., 1999).

O bovino sob a condigdo de estresse sofre um desequilibrio hormonal
que estimula o catabolismo e a gliconeogénese. Nesse processo, é estimulada a
producao de glicose para o trabalho muscular, entre outras fungdes fisiolégicas,
através da mobilizacédo e degradacao de gorduras e proteinas. Fica reduzida assim a
disponibilidade de substratos para a sintese de proteinas e lipideos usados na
producdo de leite, que é também diminuida (ELSASSER et al., 2000; MATTERI,
CARROLL; DYER, 2000). Além disso, ha aumento na quantidade de células
somaticas (SCC) no leite (VARNER; JOHNSON; BRITT, 1983; YAGI et al., 2004).

Essas células sao neutrofilos, macrofagos e linfécitos derivados do sangue e de
células epiteliais do tecido mamario (CONCHA, 1986; YAGI et al., 2004).

O estresse inibe a secrecido de ocitocina provocando retencao do leite
no interior do ubere e diminuicdo ou lentiddo da ejecdo durante a ordenha
(BRUCKMAIER e BLUM, 1998; RUSHEN et al., 1999). A reducdo na secrecéo de
ocitocina para o tecido mamario € provocada pela alta concentracdo de adrenalina e
noradrenalina que, secretadas durante o estado de estresse, causam intensa
vasoconstricao nas glandulas mamarias e subsequente bloqueio da descida do leite
(ENCARNACAO, 1989).

Efeito do estresse sobre a qualidade da carne

Durante a engorda, os animais estressados sofrem alteragdes na
conformagao do corpo, prejudicando as caracteristicas da carcaga e qualidade da
carne. O estresse exerce efeitos evidentes sobre o teor de gordura intramuscular,
cor e maciez da carne; prejudica ainda o sabor, aroma, textura e provoca
escurecimento progressivo da carne (ENCARNACAO, 1983, 1989).

As alteracbes hormonais provocadas pelo estresse desencadeiam uma
série de reagdes organicas. Ha reducdo do glicogénio no musculo apds o sacrificio
do animal por causa do aumento de glicogendlise (VOISINET et al., 1997; LENSINK
et al., 2000) estimulado pela secrecao de adrenalina, que eleva a formagao de acido
latico e assim diminui o pH na carne (PRZYBYLSKI; VERNIN; MONIN, 1994;
FERNANDEZ et al., 1996). O baixo pH leva a desnaturagdo das proteinas dos



33

musculos e alteragbes na coloragdo (ENCARNACAO, 1989; GUIGNOT et al., 1994;
LENSINK et al., 2000), flacidez e grande perda de liquidos da carne (conhecida
internacionalmente como carne “PSE” - pale, soft, exudative). Isso traz a
desqualificacdo da carne por sua aparéncia pouco atrativa para o consumidor e nao
adequada para a industrializacdo (ENCARNACAO, 1989).

3.2 Matricaria chamomilla

A homeopatia foi desenvolvida pelo Dr. Samuel Hahnemann em 1970,
com a introducdo de farmacos capazes de similar os sintomas exibidos pelos
doentes. Os farmacos homeopaticos consistem no uso de minimas doses de uma
substancia (herbal, mineral, animal), a qual é diluida até a auséncia de matéria,
estando presente apenas a energia. A solugdo € administrada a fim de estimular a
forca vital organica (BASCON, 2002). Os resultados de tratamentos homeopaticos
sdo controversos, sendo que em alguns estudos os resultados nao diferem entre o
grupo placebo e os tratados (JAFFE; PATTERSON, 2004).

As plantas e ervas também podem ser utilizadas na terapia
complementar ou alternativa a convencional para tratamento de inumeras doencas
(HOLLISTER et al., 1970). De fato, nas ultimas décadas houve um interesse
crescente no assunto, exacerbando os conhecimentos da fitoterapia por meio de
estudos cientificos que confirmam resultados empiricos ja conhecidos e permitem
possiveis esclarecimentos em relagdo aos mecanismos de agao de ervas (ABEBE,
2002).

Alguns estudos tém demonstrado resultados satisfatérios do uso de
camomila Matricaria chamomilla (M. chamomilla) na resposta ao estresse. Ela tem
efeito sedativo (HOLLISTER et al., 1970) e reduz a produgdo de cortisol (OHNO et
al., 2002). Além do efeito sedativo (YAMADA et al, 1996; SALGUEIRO et al., 1997;
ZANOLI et al., 2000), o extrato de camomila efeitos hipnético (YAMADA et al, 1996),
ansiolitico (PALADINE et al., 1999; ZANOLI et al., 2000), analgésico (YAMADA et al,
1996), espasmolitico, anti-flogistico, anti-microbiano, anti-térmico (VIOLA et al.,
1995), anti-inflamatério (AMIRGHOFRAN; AZADBAKHT; KARIMI, 2000; ZANOLI et
al., 2000; GHARAGOZLOO; GHADERI; GHADERI, 2001), relaxante muscular
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(SALGUEIRO et al., 1997) e imunomodulatério (AMIRGHOFRAN; AZADBAKHT;
KARIMI, 2000; GHARAGOZLOO; GHADERI; GHADERI, 2001). Além disso, reduz a
atividade locomotora (ZANOLI et al., 2000). Segundo Amirghofran; Azadbakht;
Karimi (2000), a atividade imunoestimulante ndo é clara e os efeitos sobre a
resposta imune tém sido mostrados pela acdo anti-inflamatéria. Ha atividade
significante da M. chamomilla sobre os granuldcitos, com vigoroso estimulo
alogénico na proliferagao de linfécitos e ativagéo das células T (ABBAS; LICHTMAN,;
POBER, 1997).
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Experimento 1:

Eficiéncia da Matricaria chamomilla CH,2 e do nimero de doses de vacina anti-

rabica na resposta imune humoral em bovinos
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da Matricaria chamomilla CHi, (Fator Estresse®) e
do numero de doses de vacina na resposta imune humoral em bovinos por meio dos
titulos de anticorpos anti-rabico. Sessenta bovinos foram divididos randomicamente
em quatro grupos: os animais dos grupos FEV1 e FEV2 receberam Matricaria
chamomilla CH1, (Fator Estresse®) misturados no sal mineral e os bovinos dos
grupos V1 e V2 receberam somente sal. Nos bovinos dos grupos FEV2 e V2
aplicaram-se duas doses de vacina anti-rabica nos dias 0 e 30, respectivamente;
enquanto que os bovinos dos grupos FEV1 e V1 foram vacinados somente no dia 0.
Os resultados obtidos mostram diferenca nao significativa nos titulos de anticorpos
anti-rabicos entre os grupos tratados ou ndo com Matricaria chamomilla CH4, (Fator
Estresse®); os titulos de anticorpos aumentaram significativamente nos animais que
foram imunizados com duas doses de vacina; 93,3% dos animais que receberam
uma dose de vacina comercial apresentaram titulos de anticorpos < 0,50 Ul/ml
sessenta dias apds a vacinagdo. Conclui-se que, a Matricaria chamomilla CH4z
adicionada ao sal mineral ndo aumentou a resposta imune humoral em bovinos e é
necessario a aplicacdo de duas doses de vacina para os bovinos obter titulos

protetores de anticorpos.
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Abstract

The effect of Matricaria chamomilla CH., (Fator Estresse®) and number of doses
of rabies vaccines on the humoral immune response in cattle were evaluated through
rabies neutralizing antibody titers. Sixty cattle were randomly divided into four groups:
animals from FEV, and FEV, received Matricaria chamomilla CH1, (Fator Estresse®)
mixed with mineral salt, and animals from groups V4 and V; received only mineral
salt. Cattle from group FEV, and V, were immunized with two rabies vaccine doses
on days 0 and 30, respectively; cattle from groups FEV4 and V4 were vaccinated only
once on day 0. The results obtained show that no significant difference was found
among neutralizing-antibody titers between groups treated and not treated with
Matricaria chamomilla CHq2; antibody titers were significantly higher in cattle
immunized with two rabies vaccine doses; 93.3% of the animals vaccinated only
once had antibody titers < 0.5 Ul/ml sixty days after commencing vaccination. In
conclusion, the use of Matricaria chamomilla CH4> added to mineral salt does not
change humoral immune response in cattle, and two vaccine doses are suggested

forachieving antibody titers in protective level (7 0,5Ul/ml).

Key words: rabies, cattle, vaccine, Matricaria chamomilla, immune response.
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Introducgao

A raiva é considerada uma das mais importantes zoonoses do mundo por ser
uma encefalite fatal, acometer todos os mamiferos e apresentar ampla distribuicdo
geogréfica [20,22,5,9,11]. E causada por um virus da familia Rhabdoviridae do
género Lyssavirus [13,21], sendo o morcego hematéfago Desmodus rotundus, o

principal agente transmissor para os herbivoros na América Latina [14,19,17,21].

No Brasil a raiva bovina é endémica em varias regides, sendo que nos ultimos
anos tem sido registrado um numero crescente de casos de raiva nos bovinos [19].
Estima-se que entre 30.000 a 40.000 bovinos sdao mortos anualmente acometidos
com raiva, acarretando prejuizos econémicos diretos de 15 milhdes e indiretos de
22,5 milhdes de dodlares [14,17]. Esta perda econbmica é decorrente da falta de
vacinagao adequada dos animais [16]. Resultados de pesquisas realizadas por
Ciuchini et al.[10]; Albas et al.[2]; Lodmel et al.[15]; Almeida et al.[4] demonstraram
que, em alguns animais, néo ha resposta imune adequada apds a administragao de
apenas uma dose de vacinas usadas comercialmente apesar das mesmas
apresentarem, segundo seus fabricantes, valores antigénicos, suficientes para isso.
O controle da raiva esta baseado em agdes profilaticas destinadas a reduzir as
populagdes de reservatorios do virus rabico, que no Brasil, sdo os morcegos
hematofagos e a vacinagdo maciga dos animais [14,16,17,18] em regides

consideradas endémicas ou epidémicas [18].

Ha evidéncias que a Matricaria chamomilla tem efeitos, imunomodulatério
[29,6,12] e estimulo alogénico na proliferacdo de linfécitos e na ativagcdo das células

T, entretanto, estes efeitos ainda ndo sdo claramente conhecidos [6].

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da Matricaria chamomilla CH1, (Fator
Estresse®) e de duas doses de vacina anti-rabica na resposta imune humoral de

bovinos.

Material e Métodos

Sessenta bezerros Nelore (Bos taurus indicus), com aproximadamente 12 meses
de idade, pertencentes a uma fazenda situada em Lutecia, SP, Brasil, foram
estudados. Estes bezerros foram alimentados com Brachiaria decumbens em

sistema de pastejo extensivo e suplementados com sal mineral comercial de forma
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ad libitum.

O experimento foi desenvolvido durante a primavera (Setembro a Outubro de
2003) de clima tropical, caracterizado por uma estagao chuvosa de Outubro a Abril e
uma estacao seca de Maio a Setembro, com precipitagdo anual média de 1300 mm,
umidade relativa do ar de 64%, temperatura média de 25 °C e altitude de 602 m. Os

bovinos Nelore sdo altamente adaptados a estas condigdes.

Matricaria chamomilla CH4,

A Matricaria chamomilla CH2 (Fator Estresse®; Arenales Fauna & Flora, Brasil) é
composto por Matricaria chamomilla CH4z, leite CH42, 0,75 g Bixa orellana em 100 g

Sucrose.

Administragao do Fator Estresse®

Os bovinos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (15 animais/grupo).
Os bovinos dos grupos FEV1 e FEV, receberam o Matricaria chamomilla CH4, (Fator
Estresse®) misturada ao sal mineral durante 90 dias; os animais dos grupos V; e Vs
receberam somente o sal. Nos primeiros 30 dias, os animais foram mantidos para
adaptacdo a pastagem ajustes e estabelecimento do consumo da Matricaria

chamomilla CH1. (Fator Estresse®) adicionada no sal mineral.

A quantidade desse produto a ser adicionado no sal mineral foi calculada de
maneira que cada animal ingerisse cerca de 2 g por dia. A determinagédo do
consumo do Fator Estresse®/animal feita no primeiro més do experimento, foi da
seguinte maneira: o sal mineral suplementado com o Fator Estresse® era pesado e
colocado no cocho e apés de 24 horas, retirado e pesado novamente. A diferenca
entre a primeira pesagem e a segunda, dividida pelo numero de animais que
utilizaram o cocho foi considerada como consumo médio de sal/bovino durante 24

horas.

Imunizagao dos animais

Utilizou-se uma vacina comercial anti-rabica liquida,composta de uma suspensao
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de virus rabico fixo PV (Pasteur Virus), cultivado em cultura de células de BHKj,,
inativado pela Beta-propiolactona, adsorvido em adjuvante e preservado com
timerosal a 1:10.000. A vacina tinha os valores antigénicos dentro dos paréametros
recomendados para uma resposta imunoldgica eficiente e devidamente aprovada
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Todos os animais
(grupos FEV4, FEV,, V1 e V;) foram vacinados no dia 0 e os bovinos dos grupos

FEV, e V; receberam uma segunda dose (reforgo) da vacina no dia 30.

Colheita de sangue

As amostras de sangue foram colhidas nos dias 0, 30 e 60. Os bovinos foram
levados no periodo da manha para o curral, contidos em tronco tipo Brete. Colheu-se
10 ml de sangue de cada animal por meio da puncédo da veia jugular em tubos a
vacuo sem anticoagulante. Ap6s a centrifugacédo a 2500 rpm por 10 minutos, as
amostras de soro foram acondicionadas e armazenadas em freezer a -20 °C para
posterior determinagdo dos titulos de anticorpos neutralizantes anti-rabicos em

células BHK>1.

Determinagao do Titulo de Anticorpos Neutralizantes Anti-rabicos

Os titulos individuais de anticorpos neutralizantes foram determinados pela
técnica de soroneutralizagdo em células BHK;; clone 13. Esse teste € baseado no
Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test — RFFIT [25] e no Fluorescent Inhibition
Microtest — FIMT [30].

Analise Estatistica

Para comparar os titulos de anicorpos anti-rabicos entre os 4 grupos
experimentais nos dias 30 e 60 aplicou-se a analise de varidancia acompanhada pelo
teste de Tukey-Kramer. Para camparar os titulos de anticorpos dos animais de cada
grupo experimental entre os dias 30 e 60 utlizou-se o teste t de Student pareado. Em
todas as andlises Em todas as analises, a significancia dos dados foi estabelecida a
5% [7].
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Resultados

Os soros dos bovinos dos grupos FEV4, FEV», V1 € V; foram néao reativos no dia
0. Os titluos médios determinados nos dias 30 e 60 sdo apresentados na Fig.1.
Observa-se que nao houve diferencga significativa entre os tratamentos no dia 30. No
dia 60, os bovinos dos grupos FEV,; e V; que receberam duas doses de vacina
tiveram aumento significativo nos titulos de anticorpos comparado com o dia 30 e
com 0S grupos que receberam apenas uma dose de vacina (FEV¢ e V¢). Também

nao houve diferenga significativa entre os grupos suplementado
ou ndo com Matricaria chamomilla CHq2 (FEV1 x V4; FEV2 x V3).

Observou-se que 0s animais que receberam apenas uma dose de vacina no dia
0, 93,3% dos animais apresentaram titulos de anticorpos inferiores a 0,5 Ul/ml 60

dias apos a vacinagao.

Discussao

A titulacdo de anticorpos neutralizantes anti-rabicos € frequentemente utilizada
para avaliar a resposta imune humoral apds a vacinagcdo anti-rabica em bovinos
[23,2,16,19,18] e outros mamiferos, como, caes [24] e morcegos [1], além de ser
recomendada pela Centers for Disease Control and Prevention - CDC (Compendium

of Animal Rabies prevention and Control 2004).

Os soros de todos os animais utilizados no experimento, colhidos no dia 0, foram
nao reativos para raiva, indicando que estes animais ndo haviam tido contato com o
virus rabico ou vacina anti-rabica. Assim, as variagcbes encontradas nas
concentracbes de anticorpos neutralizantes anti-rabicos nos soros dos animais
durante o experimento, foram induzidas pela vacinacido anti-rabica administrada no
dia 0.

Neste experimento observou-se que a Matricaria chamomilla CHi, (Fator
Estresse®) nao estimulou a produgdo de anticorpos neutralizantes anti-rabicos
(Fig.1). Estes resultados sugerem que o efeito imunomodulatério da Matricaria
chamomilla relatada por Tubaro et al.[27], Amirghofram et al.[6] e Gharagozloo et

al.[12] em seres humanos, ndo se aplica aos bovinos imunizados contra raiva.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) preconiza que € necessario o titulo de
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anticorpos neutralizantes anti-rabicos igual ou superior a 0,5 Unidade
Internacional/ml para proteger humanos dos riscos da contaminagdo com o virus
rabico. Alguns autores defendem a teoria de que este titulo de anticorpos
neutralizantes anti-rabicos é o minimo protetor para bovinos [23,2,8,19] e caes [4].
Baseando-se nessa afirmacao pode-se considerar que, independente do tratamento
com a Matricaria chamomilla CH, (Fator Estresse®) 30 dias ap6s a primeira
vacinagdo anti-rabica a maioria dos bovinos n&o estavam protegidos da
contaminagao pelo virus da raiva (FEV1=80%; FEV,=100%; V1=100% e V,=86,67%).
Estes resultados corroboram com os obtidos por Sihvonen et al.[23], Almeida et
al.[4], BeniSek et al.[8], Queiroz da Silva et al.[24] onde ficou demonstrado que o uso
de apenas uma dose de vacina induz uma resposta imune humoral ineficiente para a
protecdo contra virus rabico, pois na resposta primaria a quantidade de anticorpos

formados € muito pequena [26].

Os bovinos dos grupos FEV; e V;, que tomaram duas doses da vacina anti-rabica
nos dias 0 e 30 apresentaram titulos de anticorpos neutralizantes anti-rabicos acima
de 0,5 Ul/ml, demonstrando que em ambos os grupos 100% dos animais ficaram
protegidos. Esses dados confirmam os encontrados por outros pesquisadores em
bovinos [23,3,8,16,19,28,18] e caes [4] onde foram observados aumentos
significativos na concentragdo de anticorpos anti-rabicos apos a aplicagdo da 22

dose de vacina.

Com os resultados encontrados neste estudo, conclui-se, que o uso da Matricaria
chamomilla CH4, (Fator Estresse®) adicionado ao sal mineral ndo alterou a resposta
imune humoral e confirmam que para obtencdo de um titulo de anticorpos anti-
rabicos protetor (1 0,5Ul/ml), sdo necessarias duas doses de vacina anti-rabica

inativada.
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Legenda da figura

Fig. 1- Titulos médios de anticorpos neutralizantes anti-rabicos (+dp) de bovinos da
raga Nelore nos 30 e 60. Bovinos dos grupos FEV1 e FEV, receberam Matricaria
chamomilla CHq, (Fator Estresse®) adicionado ao sal mineral com um e duas doses
de vacina anti-rabica, respectivamente. Bovinos dos grupos V1 e V2 receberam
somente sal mineral e uma e duas doses de vacina anti-rabica, respectivamente.
Letras diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre os grupos num

*

mesmo dia. * indica diferenca estatistica significativa entre os dias (30 e 60) num

mesmo grupo.
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Figura 1
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Experimento 2:

Matricaria chamomilla CH,; reduz estresse de manejo em bezerros Nelore

Artigo a ser enviado para publicagao no Journal of Veterinary Science. Revista
da Korean Society of Veterinary Science, College of Veterinary Medicine, Seoul

National University.
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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da Matricaria chamomilla CH4, (Fator Estresse®) na
prevencdo do estresse de manejo em bovinos. Sessenta bezerros Nelore foram
divididos randomicamente em dois grupos (30 animais/grupo): um grupo recebeu
Matricaria chamomilla CH4, adicionado ao sal mineral e o outro grupo somente sal
(controle). Ambos os grupos de animais foram mantidos em situagdo nao
estressante por 30 dias para ajuste ao novo tratamento e adaptagédo ao pasto e no
31°, 38°, 45° e 60° dia do experimento os animais foram submetidos ao estresse. As
amostras de sangue foram colhidas nestes apds a imobilizagdo dos animais. O
estresse foi mensurado por meio do cortisol sérico € no 31° (1° dia do manejo) a
concentragdo de cortisol mostraram-se basal. A concentragdo sérica de cortisol
aumentou até atingir um pico no 45° e depois diminuiu no dia 60°. No 45° os animais
que foram tratados com Matricaria chamomilla CHi, apresentaram reducao
significativa na concentragao sérica de cortisol, mostrando que o produto reduziu o
estresse. Esta reducdo na concentracdo sérica de cortisol pode ser uma

consequéncia do efeito calmante e ansiolitico da Matricaria chamomilla CH..

Palavras-Chave: bovino, cortisol, manejo, Matricaria chamomilla, estresse.
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Abstract

The effect of Matricaria chamomilla CHq, to prevent handling stress in bovines
was tested. Sixty Nelore calves were randomly distributed into two groups (30
animals/group): one received feed with mineral salt supplemented with Matricaria
chamomilla CH4, and the other group without this supplement (control). In both
groups the animals were maintained unstressed for 30 days for adjust to the feeding
system and adaptation to pasture and then stressed on the 31th, 38th, 45th and 60th
days of the experiment. Blood samples were taken on these days after immobilization
of the animals. The stress was analyzed in terms of serum cortisol and showed basal
values on the 31th day (first day of handling). Serum cortisol increased to highest
values on the 45th day and then decreased but not to the levels on the 60th day. At
the 45th day this values were significantly lower in the animals fed with Matricaria
chamomilla CH1,, thus suggesting that this product decreased stress. This may be a
consequence of inhibition of cortisol production by Matricaria chamomilla CH4, as

well as its calming and anxiolytic effects.

Key words: bovine, cortisol, handling, Matricaria chamomilla, stress
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Introducgao

Resposta neuroendocrina do estresse € regulada pelo exico hypothalamic-
hipofise-adrenal (HPA), com liberagdo de cortisol [38,26]. Esta resposta é muito

importante para o organismo adaptar-se ao meio ambiente hostil [19].

Os agentes estressores dos bovinos podem ser fisicos ou psicolégicos. Sendo
que os mais frequentes sao: a vacinagao [30], contengao [19], manejo no curral [37],
as instalacdes [5], medo [28], presenca de pessoas estranhas [23], transporte [7],
privagao de alimentos e agua [37], ambinte frio ou calor [5], procedimento cirurgico
[6], superpopulagao [7], isolamento [9], confinamento [11] e alteracbes fisioldgicas

como parto, lactagdo e desmame [37].

O efeito do estresse dos bovinos na economia e producdo é expressivo. Na
Argentina, causa perda econdmica de 50 milhdes de ddlares por ano [7]. Este efeito
€ maior em sistemas modernos de criacdo de bovinos, principalmente em sistema
intensivo que impdem estresse severo [37] e requer elevados investimentos [11].
Nestas condigbes, o0 estresse reduz o crescimento, o ganho de peso, producéo de

leite e a qualidade da carne dos bovinos [11,10,26,37].

Os produtos fitoterapicos ou homeopaticos, dentre eles a Matricaria chamomilla,
tem sido utilizada para reduzir o estresse. A apgenina que € principio ativo da
camomila, diminui a concentragao plasmatica de cortisol [41] e tem efeito sedativo

[39], analgésico [3], ansiolitico [39], antiinflamatdrio [33] e imunomodulatério [1].

Embora o efeito fitoterapéutico da camomila seja bem documentado, seu efeito
anti-estresse em bovinos ainda ndo € bem conhecido. Assim, o presente estudo
avaliou um produto a base de camomila, a Matricaria chamomilla CH+2, para verificar

se previne ou reduz a resposta do estresse de manejo em bovinos Nelore.

MATERIAL E METODO
Animais

Sessenta bezerros Nelore (Bos taurus indicus), com aproximadamente 12 meses
de idade, pertencentes a uma fazenda situada no municipio de Lutecia, SP, Brasil,

foram estudados. Estes bezerros foram alimentados com Brachiaria decumbens em
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sistema de pastejo extensivo e suplementados com sal mineral comercial de forma

ad libitum.

O experimento foi desenvolvido durante a primavera (Setembro a Outubro de
2003) de

clima tropical, caracterizado por uma estacdao chuvosa de Outubro a Abril e uma
estacdo seca de Maio a Setembro, com precipitagdo anual média de 1300 mm,
umidade relativa do ar de 64%, temperatura média de 25 °C e altitude de 602 m. Os

bovinos Nelore sdo altamente adaptados a estas condigdes.

Matricaria chamomilla CH4,

A Matricaria chamomilla CH, (Fator Estresse®; Arenales Fauna & Flora, Brasil) é
composto por Matricaria chamomilla CH1,, leite CH12, 0,75 g Bixa orellana em 100 g

Sucrose.

Administragao da Matricaria chamomilla CH,;

Os animais foram distribuidos randomicamente em dois grupos (30
animais/grupo): um recebeu sal mineral suplementado com Matricaria chamomilla
CH12 e o outro grupo sem este suplemento (controle). Em ambos os grupos os
animais foram mantidos ndo estressados por 30 dias para ajuste do sistema de
alimentacdo e adaptacdo do pasto e no 31°, 38°, 45° e 60° dia do experimento os
animais foram estressados. Cada animal do grupo que consumiu Matricaria
chamomilla CH4; ingeriu 2 g do produto por dia. A quantidade consumida do produto
pelos animais foi estimada misturando a Matricaria chamomilla CH¢, no sal mineral e
todo dia era calculado o consumo médio individual do sal (a diferenga diaria entre o
peso do sal oferecido e o que sobrava no coxo depois de 24 h era dividido pelo

namero de animais do grupo).

As amostras de sangue foram colhidas nos dias 31°, 38°, 45° e 60° apos a
contencdo dos animais. Para isto os bezerros eram levados no curral no periodo da
manha e os animais eram contidos em tronco de contengao. Depois da imobilizagao,

era colhida a amostra de sangue (10 mL) da veia jugular em tubos a vacuo sem
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anticoagulante. Estes tubos foram acondicionados em caixa térmica contendo gelo e

depois centrifugado a 2.500 rpm/10 min. As amostras de soro foram armazenadas a

-20 °C para posterior determinagéo do cortisol sérico.

Estressores impostos aos animais

Os agentes estressores impostos aos bovinos foram: manejo no curral, presenga
de pessoasestranhas durante o manejo, imobilizagdo dos animais em tronco de

contencgédo por 5 minutos e a colheita de sangue.

Determinagao do cortisol sérico

A concentracido sérica de cortisol foi determinada utilizando-se kit comercial de
radioimuniensaio em fase sdélida (DPC-Diagnostic Products Corporation, USA) e
contados em contador Auto-Gamma Count Cobra Il (Packard Bio Sciences
Company, USA).

Analise estatistica

Os dados foram normalizados por [(x + 0.5)1/2] e o efeito significativo foi
detectado por ANOVA para medidas repetidas e comparado pelo teste de Tukey. A

probabilidade de erro utilizada foi de 5% [4].

Resultados

Ambos grupos de animais a concentragao sérica de cortisol aumentou até atingir
o valor maximo no 45° dia; entdo, apartir dai a concentracdo de cortisol reduziu,
chegando proximo dos valores basais no 60° dia (Fig. 1). O aumento na
concentragao sérica de cortisol (45° dia) ocorreu em ambos grupos, mas reduziu

significativamente nos animais tratados com o Matricaria chamomilla CH1, (ANOVA,

F= 8,54; p<0,01).
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Discussao

O manejo imposto aos bovinos no curral € um agente estressor, elevando a
concentragdo sérica de cortisol. O manejo imposto aos bezerros no curral € um
agente estressor, elevando a concentragao sérica de cortisol. A concenragao sérica
de cortisol foi reduzida préximo da concentragdo basal apés a adaptacdo dos
animais aos agentes estressores. O estresse dos bovinos foi atenuado pelo produto
homeopatico administrado a base de camomila, Matricaria chamomilla CHi,,
possivelmente porque a camomila reduziu a concentracdo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) além de possuir efeito sedativo, ansiolitico e

propriedades miorrelaxante.

No 31° dia do experimento, apos o ajuste ao sistema de tratamento, a
concentragdo sérica de cortisol 3,16 pg/dl nos bezerros tratados com Matricaria
chamomilla CH4, e 3,68 ug/dl nos animais do grupo controle. Estes valores estéao
proximos da concentragao basal de cortisol para bovinos Zebu, 3.29 ug/dl, conforme

descrito por Aragon et al. [2] and Vasquez and Herreira [37].

Neste experimento, varios fatores causaram o aumento na concentragao sérica
de cortisol. De fato, o manejo € o maior agente estressor para os animais de
fazenda, além de diminuir o bem-estar [5,9,21,28]. A condug¢ao dos bovinos para o
curral € um exercicio forgado [12,22,34], e a contencdo no tronco tipo ‘Brete’ também
€ um agente estressor [19,35]. Além disso, a colheita de sangue [28] e a presencga
de pessoas estranhas durante o manejo no curral [9,16,17,23] € uma estressor
adicional. O manejo no curral, lugar novo para os animais [20,29,38], os gritos e as
agressdes das pessoas [16,32], e o medo gerado por estas condigdes nos animais
[5,14,28] também sdo agentes estressores que estavam presentes neste

experimento.

A resposta neuroenddcrina do estresse consiste na ativagdo do exio hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA), resultando na secreg¢&o do hormonio cortisol pelas glandulas
adrenais [8,26,38]. Isto possivelmente ocorreu nos resultados obtidos do 38° dia até
o final do experimento nos animais dos grupos controle e do tratado com Matricaria
chamomilla CH4,. Apesar de nao haver diferenca estatistica, a concentragao sérica
de cortisol estava maior do que a concentragdo basal descrita por Aragdn et al. [2]

and Vasquez and Herreira [37], assim os bezerros estavam estressados.



71

No 45° dia, os animais do grupo controle mostrou que a concentragao sérica de
cortisol estava 38,4% mais elevada do que os bovinos do grupo tratado com
camomila. Estes resultados corroboram com Ohno et al. [31], que relatam que
Matricaria chamomilla diminuiu a producéo de cortisol em 47,5% nas células adreno-
corticais H295R em seres humanos. Em outros animais, a apiginina, um flavonoide
contido na Matricaria chamomilla [25,33,40,42] sabe-se que esta substancia também
atua no sistema nervoso por diversos mecanismos complexos e que ainda nao esta

totalmente esclarecido [27,13].

No 60° dia do experimento, a concentracido sérica de cortisol reduziu em ambos
0S grupos experimentais, a valores proximos da concentragdo basal. Esta redugao
do cortisol, ocorreu possivelmente devido a adaptagdo dos animais ao manejo
imposto [18,28,36]. A adaptacdo aos agentes estressores sdo causadas por
mudancgas no sistema nervoso cenral em diferentes niveis: efeito sobre o hipotalamo
e funcdo da hipofise; sobre os neurotransmissores; sobre o sistema limbico
(principalmente na amigdala e hipocampo) e sobre o eixo HPA [6], diminuindo a
resposta deste eixo aos agentes estressores [19]. A capacidade de adaptagdo dos
bovinos aos agentes estressores difere entre eles devido a genética [15,19] e

temperamento de forma que animais mais doceis adaptam-se mais facilmente [15].

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a Matricaria chamomilla CH1,
diminuiu o estresse dos bovinos. Os possiveis mecanismos envolvidos na redugao
na producdo de cortisol sdo os efeitos: calmante e anxiolitico produzidos pela

camomila.
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Legenda da figura

Fig. 1. Efeito da Matricaria chamomilla CH42 na concentragdo sérica de cortisol dos
bezerros. Médias da concentracéo de cortisol (x desvio padrdao) dos grupos controle
e tratados (30 animais/grupo). Médias delimitadas pela caixa pontilhada apresentam
diferencga estatistica entre os grupos (p<0,05). Médias seguidas de pelo menos uma

letra selhante n&o apresentam diferenga estatistica entre os dias hum mesmo grupo.
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Figura 1
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Abstract

The effect of Matricaria chamomilla CH., (Fator Estresse®) and number of doses
of rabies vaccines on the humoral immune response in cattle were evaluated through
rabies neutralizing antibody titers. Sixty cattle were randomly divided into four groups:
animals from FEV, and FEV, received Matricaria chamomilla CH1, (Fator Estresse®)
mixed with mineral salt, and animals from groups V4 and V; received only mineral
salt. Cattle from group FEV, and V, were immunized with two rabies vaccine doses
on days 0 and 30, respectively; cattle from groups FEV4 and V4 were vaccinated only
once on day 0. The results obtained show that no significant difference was found
among neutralizing-antibody titers between groups treated and not treated with
Matricaria chamomilla CHq2; antibody titers were significantly higher in cattle
immunized with two rabies vaccine doses; 93.3% of the animals vaccinated only
once had antibody titers < 0.5 Ul/ml sixty days after commencing vaccination. In
conclusion, the use of Matricaria chamomilla CH4> added to mineral salt does not
change humoral immune response in cattle, and two vaccine doses are suggested

forachieving antibody titers in protective level (7 0,5Ul/ml).

Key words: rabies, cattle, vaccine, Matricaria chamomilla, immune response.
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Introduction

Rabies is one of the most serious zoonoses in the world because it consists of a
fatal encephalitis that may be found in mammals, and occurs in a wide geographical
range [20,22,5,9,11]. It is caused by virus belonging to the genus Lyssavirus the
family Rhabdoviridae [13,21], and transmitted mainly by the hematophagous bat

Desmodus rotundus in Latin America [14,19,17,21].

In Brazil, cattle rabies is endemic in many areas and has increased in the last few
years [19]. According to estimates, 30,000 to 40,000 cattle die from rabies each year,
resulting in 15 and 22.5 million dollars of direct and indirect losses, respectively
[14,17]. This economic damage is attributed to inadequate rabies vaccination [16].
Results of the studies carried out by Ciuchini et al. [10]; Albas et al. [2]; Lodmel et al.
[15]; and Almeida et al. [4] have shown that the adequate immune response is not
achieved with one single rabies vaccination in some animals with vaccine producers
state that the antigenic levels per vaccine dose are within the normal range. Rabies
control is based on preventive measures focused on population control of rabies
reservoirs such as the hematophagous bats in Brazil, and massive cattle vaccination

[14,16,17,18] in endemic or epidemic areas [18].

There are evidences that Matricaria chamomilla extract has immunomodulatory
[29,6,12] and allogeneic properties on lymphocyte proliferations and activation of T

cells, although further elucidation is needed [6].

The aim of this work was to evaluate the effect of Matricaria chamomilla CH4,
(Fator Estresse®) and number of doses of rabies vaccine on the humoral immune

response in cattle.

Materials and Methods
Animals

Sixty Nelore calves (Bos indicus), about 12 months old, belonging to a farm
situated in Lutecia, SP, Brazil, were studied. These calves were fed on Brachiaria
decumbens from an extensive pasture system and supplemented with commercial

mineral salt in an ad libitum regime.
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The experiment was carried out during the spring (September to October 2003) in

a tropical area, which is characterized by a rainy season from October to April and a
dry season from May to September, annual precipitation about 1300 mm, relative
humidity approximately 64%, mean temperature 25°C and 602 m altitude. The Nelore

cattle are highly adapted to these conditions.

Matricaria chamomilla CH4,

The Matricaria chamomilla CHi, (Fator Estresse®), was produced by the
homeopathic veterinary laboratory Arenales Fauna & Flora, Presidente Prudente, SP,
Brazil. This product was composed of Matricaria chamomilla CH12, milk CH42, 0.75 g

Bixa orellana and 100 g sucrose.

Fator Estresse® administration

Cattle were randomly divided into four groups, 15 animals each. Cattle from FEV;
and FEV, groups received Matricaria chamomilla CH1, (Fator Estresse®) mixed with
mineral salt for 90 days, and animals from groups V1 and V; received only salt. In the
first 30 days, cattle were held for adaptation to pasture conditions and determination
of the consumption of Matricaria chamomilla CHs (Fator Estresse®) ingested with the

salt.

The determination of Fator Estresse® consumption per animal was performed in
the first month of the experiment as follows: the mineral salt supplemented with
Fator Estresse® was weighed, put in the feeder and, after 24 h, removed to be
weighed again. The difference between the first and the second weighing divided by
the number of animals which fed at the feeder was considered the average salt
consumption per calf in 24h. From the calculation the amount of Matricaria
chamomile (Fator Estresse®) consumes by each cattle determined as about 2 g a
day.
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Immunization

We used a commercial liquid rabies vaccine containing a suspension of fixed
rabies PV (Pasteur Virus) cultured on BHK-21 cells, inactivated by beta-
propiolactone, adsorbed to an adjuvant aluminum hydroxide and preserved with
thimerosol at 1:10,000. The vaccine had antigen levels within the range
recommended to reach an efficient immunological response, wich was approved by
the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA). All the animals
(groups FEV4, FEV,, V4 and V) were vaccinated on day 0; cattle from groups FEV:»

and V; received a second dose on day 30.

Blood sampling

For blood sampling on days 0, 30 and 60, cattle were taken to the corral in the
morning and restrained individually in a Brete chute. Blood (10 mL) was collected
from the jugular vein in vacuum tubes with no anticoagulant. After the blood samples
were clotted and centrifuged 2500 rpm, 10 min, serum samples were stored at -20°C

for further determination of rabies-neutralizing antibodies in BHK-21 cells.

Determination of Rabies-Neutralizing Antibodies

The neutralizing antibodies were determined by serum neutralization in BHK-21
clone 13 cells. This test is based on the Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test
(RFFIT) [25] and the Fluorescent Inhibition Microtest (FIMT RFFIT) [30].

Statistical Analyses

Analysis of variance followed by Tukey-Kramer method was used to compare
serum titers among the 4 groups on days 30 and 60. To compare, within each group
(groups FEV4, FEV,, V¢ and V), serum titers between days 30 and 60, Student t-test

for paired samples was used. For all the analyses significance level was set at 5%

[7].
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Results

Serum of cattle from FEV,, FEV», V1 and V; groups was not reactive for rabies on
day 0. The titers determined on days 30 and 60 are shown in Fig. 1. No difference
was observed among the treatments on day 30. On day 60, the cattle from groups
FEV, and V; that received two vaccine doses had higher rabies-neutralizing antibody
titers compared to those on day 30 and to the groups vaccinated only once. No
significant difference was found between cattle that received Matricaria chamomilla
CHs, (Fator Estresse®) and the respective treatment without supplementation (FEV;
x Vi; FEV, x V).

A descriptive analysis shows that 93.3% of the cattle that received only one
vaccine dose (FEV+ and V1) had antibody titers under 0.5 Ul/ml.

Discussion

Rabies neutralizing antibody titers typically are used to evaluate humoral immune
response in cattle after rabies vaccination [23,2,16,19,18] and other mammals such
as dogs [24] and bats [1]. Moreover, it is recommended by the Centers for Disease

Control and Prevention — CDC.

The first serum samples collected from all cattle tested on day O were not reactive
for rabies, indicating that these animals had no prior contact with rabies virus or
vaccine. Thus, all antibody titers found here were induced by the rabies vaccination

during the study.

In this study Matricaria chamomilla CH,, (Fator Estresse®) did not stimulate the
production of rabies neutralizing antibodies (Fig. 1). This result suggests that the
immunomodulatory effect of Matricaria chamomilla, found by Tubaro et al. [27],
Amirghofram et al. [6] and Gharagozloo et al. [12] in human, does not occur in cattle

for rabies immunization.

The World Health Organization (WHO) recommends rabies-neutralizing antibody
titers of at least 0.5 IU/ml for effective prevention in humans against rabies virus
contamination. Some studies defend that this neutralizing antibody titer is the minimal

level required to protect cattle [23,2,8,19] and dogs [4] against rabies. However, most
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of cattle were not titers protective against rabies 30 days after vaccination
(FEV1=80%; FEV,=100%; V4=100% and V,= 86.67%), independently of the
treatment with Matricaria chamomilla CHy, (Fator Estresse®). This agrees with the
results found by Sihvonen et al. [23], Almeida et al. [4], BeniSek et al. [8] and Queiroz
da Silva et al. [24], who show that the humoral response induced by a single rabies
vaccination is inefficient in protecting cattle against rabies virus because the

antibodies are not produced in high quantities [26].

All the cattle from groups FEV2 and V,, which were injected with rabies vaccine
on days 0 and 30, had rabies-neutralizing antibody titers above 0.5 Ul/ml, i.e., 100%
of the cattle were immunized against rabies. Indeed, other studies on cattle
[23,3,8,16,19,28,18] and dogs [4] show a significant increase in rabies-neutralizing

antibodies after the second dose of rabies vaccine inactivated.

The results found in the present study lead to the conclusion that the use of
Matricaria chamomilla CH4, (Fator Estresse®) added to mineral salt does not affect
the humoral immune response. In addition, they confirm that two doses of rabies

vaccine are required for rabies protection (1 0.5Ul/ml) in cattle.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1- Mean rabies-neutralizing antibody titers (+sd) from Nelore cattle on days 30
and 60. Cattle from groups FEV: and FEV, received Matricaria chamomilla CH1;
(Fator Estresse®) mixed with the mineral salt and were vaccinated with one and two
doses of rabies vaccine, respectively. Cattle from groups V1 and V» had only mineral
salt and one and two doses of rabies vaccine, respectively. Different letters indicate

*

significant statistical difference among the groups in a same day. * indicates

significant statistical difference between observation days (30 and 60) within each

group.
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Abstract

The effect of Matricaria chamomilla CH4, to prevent handling stress in bovines was
tested. Sixty Nelore calves were randomly distributed into two groups (30
animals/group): one received feed with mineral salt supplemented with Matricaria
chamomilla CH4, and the other group without this supplement (control). In both
groups the animals were maintained unstressed for 30 days for adjust to the feeding
system and adaptation to pasture and then stressed on the 31", 38", 45th and 60"
days of the experiment. Blood samples were taken on these days after immobilization
of the animals. The stress was analyzed in terms of serum cortisol and showed basal
values on the 31" day (first day of handling). Serum cortisol increased to highest
values on the 45™ day and then decreased but not to the levels on the 60™ day. At
the 45" day this values were significantly lower in the animals fed with Matricaria
chamomilla CH1,, thus suggesting that this product decreased stress. This may be a
consequence of inhibition of cortisol production by Matricaria chamomilla CH4, as

well as its calming and anxiolytic effects.

Key words: bovine, cortisol, handling, Matricaria chamomilla, stress
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Introduction

Neuroendocrine stress responses are regulated by the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis (HPA), which promotes plasmatic cortisol release [38,26]. Such a
response is very important to the organism in coping with a challenging environment
[19].

Bovine stressors may be either physical or psychological. The most referenced
stressors are vaccination [30], immobilization [19], handling in the corral [37], the
installation [5], fear [28], presence of unfamiliar people [23], transportation [7], food
and water deprivation [37], hot or cold environment [5], cirurgical procedures [6],
crowding [7], isolation [9], confinement [11] and natural physiological changes

(parturition, lactation, weaning) [37].

The effect of stress on both bovine economy and production is remarkable. In
Argentina, it accounts for losses estimated at 50 million dollar per year [7]. This effect
is increased when bovines are held in modern regimes, mainly intensive systems that
impose severe stress [37] and require higher investments [11]. In such conditions,
stress impairs cattle growth, weight gains, milk production and meat quality
[11,10,26,37].

Phytotherapy or homeopathic products, such as the chamomile, Matricaria
chamomilla, have been used to decrease stress. Apigenin is the active principle of
chamomile, which decreases cortisol plasmatic concentration [41] and provides
sedative [39], analgesic [3], anxiolytic [39], anti inflammatory [33] and

immunomodulatory effects [1].

Although the phytotherapeutic effects of chamomile are well documented, its anti-
stress effect on bovines isn’t well known. Thus, the present study evaluated whether
the chamomile-based product, Matricaria chamomilla CHq,, prevents or reduces

handling stress response in Nelore bovine.

Materials and Methods
Animals

Sixty Nelore calves (Bos indicus), about 12 months old, belonging to a farm
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situated in Lutecia, SP, Brazil, were studied. These calves were fed on Brachiaria
decumbens from an extensive pasture system and supplemented with commercial

mineral salt in an ad libitum regime.

The experiment was carried out during the spring (September to October 2003) in
a tropical area, which is characterized by a rainy season from October to April and a
dry season from May to September, annual precipitation about 1300 mm, relative
humidity approximately 64%, mean temperature 25°C and 602 m altitude. The Nelore

cattle are highly adapted to these conditions.

Matricaria chamomilla CH4,

The Matricaria chamomilla CH4, (Fator Estresse®; Arenales Fauna & Flora, Brazil)
is composed of Matricaria chamomilla CH12, milk CH1,, 0,75 g Bixa orellana and 100

g sucrose.

Matricaria chamomilla CH,2, administration

The animals were randomly distributed into two groups (30 animals/group): one
received feed with mineral salt supplemented with Matricaria chamomilla CH4, and
the other group without this supplement (control). In both groups the animals were
maintained unstressed by 30 days for adjust to the feeding system and adaptation to
pasture and then stressed on the 31", 38", 45™ and 60" days of the experiment.
Each animal from the Matricaria chamomilla CH2 group ingested about 2 g of this
product daily. The quantity of this supplement consumed by the animals was
estimated by incorporating of Matricaria chamomilla CH1, of mineral salt every day
and calculating the mean individual salt consumption (daily difference between salt

weight offered and amount left after 24h divided by number of animals eating).

Blood samples were taken on days 31", 38", 45" and 60™ after immobilization of
the animals. For it, the animals were led to the corral in the morning days sampling
and restraining each animal in a trunk contention. After immobilization, blood
samples were taken (10 ml) from the jugular vein and stored in vacuum tubes with no

anticoagulant. These tubes were kept in an insulated container with ice and soon
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centrifuged (2,500 rpm/10 min). Serum samples were stored at -20 °C for

subsequent determination of serum cortisol.

Serum cortisol determination

Serum cortisol was determined by kit commercial solid-phase radioimmunoassay
(DPC-Diagnostic Products Corporation, USA) and counted by Auto-Gamma Count
Cobra Il (Packard Bio Sciences Company, USA).

Statistical Analysis

The data were normalized by [(x + 0.5)1/2] and significant effect was detected by
repeated measure ANOVA and compared by Tukey test. The error probability was
set at 5% [4].

Results

Animals from both groups increased serum cortisol from the beginning of the
experiment until reaching highest values at the 45" day; then, cortisol levels
decreased, but not to the basal values at 60" day (Fig. 1). The highest values of
cortisol (45™ day) occurred in both groups, but it was significantly lower in animals
treated with Matricaria chamomilla CH1, (ANOVA, F= 8.54; p < 0.01).

Discussion

The handling procedures imposed on cattle in the holding pen is a stress agent,
increasing serum cortisol. The cortisol levels are almost completely reestablished
after animals are adjusted to the system. The cattle stress is attenuated by the
chamomile-based product Matricaria chamomilla CH1,, possibly because this product
decreases the levels of the adrenocorticotropic hormone (ACTH) and has sedative,

anxiolytic and miorelaxing properties.
On the 31th experiment day, when the animals were adjusted to the feeding

system, the cortisol level was 3.16 ug/dl for animals under Matricaria chamomilla

CH4, treatment and 3.68 ug/dl for control animals. These values are close to the
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basal cortisol level of 3.29 ug/dl found for Zebu cattle by Aragoén et al. [2] and

Vasquez and Herreira [37].
In this experiment, many factors may have caused cortisol increase. In fact,

handling is the main stressor for farm animals and impairs welfare [5,9,21,28].
Leading the cattle to the holding pen is a forced physical exercise [12,22,34], and
restraint in a ‘Brete’ chute is also stressful [19,35]. Moreover, blood sampling [28] and
the presence of unfamiliar people during handling [9,16,17,23] impose additional
stress. The handling pen, which was a novelty for the animals [20,29,38], human
shouts and physical aggression [16,32], and fear caused by the conditions
referenced above [5,14,28] were also stressors present in the conditions of this

study.

The neuroendocrine stress response consists of the activation of the
hypothalamic pituitary axis (HPA), which results in secretion of the cortisol hormone
by the adrenal gland [8,26,38]. This is a possible explanation for our results obtained
from the 38" day to the end of the experiment in both control group and group
treated with Matricaria chamomilla CH4,. Despite no statistical difference was found,
the serum cortisol level was higher than the basal concentration obtained by Aragén
et al. [2] and Vasquez and Herreira [37], thus supporting the animals were slight

stressed.

On the 45" day, the control animals were stressed and showed cortisol levels
38.4% higher than those of the animals treated with chamomile. This response is in
agreement with results reported by Ohno et al. [31], who found that Matricaria
chamomilla decreases cortisol production by about 47.5% in human adreno-cortical
H295R cells. In other mammals, flavonoid apigenin contained in Matricaria
chamomilla [25,33,40,42] has been shown to act on the nervous system by diverse

and complex mechanisms [27,13].

On the 60th day of the experiment, cortisol levels had dropped off in animals from
both groups, almost reaching basal values. This cortisol reduction is possibly a
consequence of cattle adjustment to handling procedures [18,28,36]. Adjustments to
stressors are caused by changes in the central nervous system at different levels:
effects on hypothalamus and pituitary function; on neurosteroids and

neurotransmitters; on the limbic system (mainly in the amygdala and hippocampus)
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and on the hypothalamic pituitary axis (HPA) [6], decreasing the axis response to the
stressors [19]. Capacity of bovines to adjust to stress differs among individuals due to
both genetic [15,19] and temperament features; docile animals adjust more easily
[15].

The results of the present study evidence that Matricaria chamomilla CHjz
decreased stress in bovine. The possible mechanisms involved are inhibition of

cortisol production as well as the calming and anxiolytic effects.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Effect of Matricaria chamomilla CHq2 in calf serum cortisol. Mean cortisol
levels (£SD) of treaty and control groups (30 animals/group). The means delimited by
dotted box are statistically different from each other (p<0.05). Means with at least one

same lower case letter are similar to each other inside the group.
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