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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do crémio em diferentes concentragfes na
formade levedura de cromio na resposta imune humoral anti-rabica em bovinos. Utilizaram-se
60 novilhas da raca Nelore (Bos indicus) com idade média de 2 e 5 anos, alimentadas em pastagem
de Brachiaria decumbens, com fornecimento da dgua de bebida e sal mineral ad libidum, divididas
aleatoriamente em 4 grupos de 15: grupo controle (Gc) que receberam o sal mineral sem crémio,
os demais grupos receberam sal mineral contendo 8,5, 17 e 34 mg de cromio/kg de sal, grupos
G, G,,eG,,, respectivamente. Todos os bovinos receberam no dia0 umadose de vacinacomercial
anti-rabica inativada. Colheram-se amostras de sangue nos dias 0, 30, 60 e 90 e os titulos de
anticorpos anti-rabicos foram determinados por meio do teste de soroneutralizagdo em camun-
dongos. Os resultados obtidos mostram que as novilhas do grupo G,, apresentaram diferencas
significativas no titulo de anticorpos anti-rabicos, no entanto, somente o G, mostrou persisténcia
dos titulos de anticorpos protetores, 90 dias ap6s a vacinagdo. Os resultados obtidos permitem
concluir que o cromio aumentou o titulo de anticorpos neutralizante anti-rabico e que a melhor
concentracdo estudada foi 34 mg de Cr/kg de sal mineral.
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ABSTRACT

SUPPLEMENTAL CHROMIUM ENHANCES ANTIRABIES HUMORAL IMMUNE RESPONSE
INBOVINES. The effect of chromium yeast on antirabies humoral immune response was evaluated
in Nelore heifers. Sixty heifers (Bos indicus) aged about 2 to 5 years were fed onBrachiariadecumbens
pasture and allowed ad libitumaccess to mineral salt and water. They were randomly distributed
into one of 4 groups (15 animals each): control animals (Gc) received chromium-free mineral salt;
the other groups received 8.5, 17 and 34 mg chromium/salt kg, thus constituting groups G, ., G,
andG,,, respectively. Inthe firstday of the experiment (day 0), all the heifers were vaccinated with
commercial rabies vaccines and blood was sampled on days 0, 30, 60 and 90. Antirabies antibody
titers were determined by virus neutralization test in mice. Results showed that heifers of G,
increased significantly the antirabies antibody; however, only in G,, was the titer of protective
antibodies higher on the 90th day after vaccination. These results demonstrate that chromium
increases neutralizing antirabies antibody titers, and that the best concentration is 34 mg Cr/kg
mineral salt.

KEY WORDS: Chromium, rabies, vaccine, heifers, antirabies antibody.

INTRODUGAO

A raiva é uma enfermidade infecciosa viral do
sistemanervoso central dos mamiferos e é considera-
da uma das mais importantes zoonoses por ser uma
encefalite fatal, para a qual ndo ha tratamento. Apre-
senta ampla distribuicdo geografica e é causada por
virus RNA neurotrépico, da familia Rhabdoviridae,

género Lyssavirus (UmeHARA et al., 2002). Estaenfermi-
dade causa prejuizos econdmicos diretos considera-
veisemanimais destinadosaproducao de leite, carne
e reproducdo (Ouivelra et al., 2000; Piza et al., 2002).
Estima-se que noBrasil, entre 30.000a40.000 bovinos
sdo perdidos anualmente acometidos com raiva com
prejuizos econdémicos diretos de 15 milhdes de déla-
res e indiretos de 22,5 milhGes de ddlares (InsiTuTO

2Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinariae Zootecnia, Hospial Universitario,Botucatu, SP, Brasil.
3Polo Regional de Desenvolvimento Tecnolégico dos Agronegdcios da Alta Sorocabana, Presidente Prudente, SP, Brasil.

Arg. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.73, n.4, p.421-427, out./dez., 2006


IdeaPad
Caixa de texto
DOI: 10.1590/1808-1657v73p4212006


422

J. Giometti et al.

PAsTEUR, 1998; RobriGUES DA SiLvA et al., 2000). Este
prejuizo econdmico ocasionado pela raiva é muitas
vezes, decorrente de falhas dos proprietarios em va-
cinar corretamente seus animais (OLiveira et al., 2000).
No entanto a vacinagdo continua dos animais é o
método de controle mais efetivo, importante e de
menor custo parareduzir as perdas econémicas cau-
sadas por doencas infecciosas, em especial a raiva
(OLiveira et al., 2000; RopRrIGUES DA SiLvA et al., 2000;
QUEIROZ DA SiLVA et al., 2002; NATIONAL ASSOCIATION
STATE PusLic HEALTH VETERINARIANS, 2005).

Ocrémio(Cr) éum mineral encontrado nostecidos
dosanimais naformade moléculas organometalicas,
chamado de fator de intolerancia a glicose (GTF). O
GTF é formado por crémio, &cido nicotinico, acido
glutamico, glicinaecisteina. Este mineral participade
variasfunc¢des orgénicasnosbovinos, entreelas: atua
no metabolismo energético, no sistema enddécrino
(CarvALHO et al., 2003), reduz a incidéncia de cetose
(BurTon et al., 1993; CarvaLHo et al., 2003), atua no
aumento do crescimento (BurTonet al., 1993), eleva o
percentual de proteina e reduz a gordura na carcaca
(Warpetal., 1993),aumentaaingestdo de matériaseca
(HAviruiet al.,2001) eelevaaproducao de leite (HAYIRLI
etal., 2001; CarvaLHo et al., 2003), provocaaumentono
ganho de peso (KecLEy et al., 1997; CarvAaLHO et al.,
2003), aumenta a resposta imune humoral apés a
vacinacao e asimunoglobulinas séricas (Burtonetal.,
1994; CarvaLHo et al., 2003; FALDYNA et al., 2003).

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito do
cromioadministrado emdiferentes concentragfes na
forma de levedura de crémio na resposta imune
humoral anti-rébica em bovinos.

MATERIAL E METODOS

Otrabalhofoirealizadono Municipiode Mirante
do Paranapanema, SP, nos meses de agosto adezem-
bro, com periodo chuvoso de outubro a abril e peri-
odo seco de maio a setembro. Ha alteragéo na com-
posicdo bromatoldgicadaforragem, sendo de eleva-
da e baixa qualidade, no periodo chuvoso e seco,
respectivamente.

Utilizaram-se 60 novilhas da raca Nelore Bos
tauros indicus) com idade médiade 2e5anos, com peso
vivo médio de 300 kg divididas aleatoriamente em 4
grupos (15novilhas/grupo). Em3deles, G, .,G ,eG,,
0s animais receberam suplemento com 8,5, 17 ou 34
mg de cromio por kg de sal mineral, respectivamente.
O quarto grupo (Gc) que nao recebeu o crémio adici-
onado ao sal foi utilizado como controle. O consumo
diario médio de sal mineral durante o periodo expe-
rimental foi de 70 g de sal/novilha/dia. Desta forma
os animais dos grupos Gc, G, ;, G, e G,,consumiram
em média 0,0 mg, 0,595 mg, 1,19 mg e 2,38 mg de

crdmio/novilha/dia respectivamente, durante todo
experimento.

Visando verificar possiveis diferencas na resposta
dosdiferentes gruposem decorrénciado crdmio contido
nas pastagens, os animais foram mantidos em pastos
sem adubagcéo de Brachiaria decumbens com fornecimen-
todaaguadebebidaem caixasdeconcreto,osalmineral
foi oferecido aos animais em cochos cobertos de formaad
libidum e o sistema de manejo adotado foi o de cria
extensivo para a producéo de bezerros.

Todas as novilhas receberam uma dose da vacina
anti-rabica comercial no dia 0 do experimento.

Agramineafoianalisadano periododasecaedas
aguas, paraverificacdo dasconcentra¢cdesde mineral
existente, assim como a 4gua fornecida aos animais.

Suplemento mineral

O sal mineral utilizado foi produzido com niveis
de garantia por kg de suplemento mineral, a seguir:
98,28% de matéria seca; 1,40% de nutrientes digesti-
Vvos totais; 0,32% de proteina bruta, 30 g de calcio, 60
g de fosforo, 144 g de sédio, 10,76 g de magnésio, 12
g de enxofre, 1.200 mg de cobre, 4.200 mg de zinco,
4.733,59 mg de ferro, 900 mg de manganés, 30 mg de
cobalto, 130 mgdeiodo, 22,5mgdeselénioe 21 mg de
niquel. Foramadicionados 8,5; 17 e 34 mg de crémio/
kg de sal, respectivamente, de acordo com o grupo
experimental.

Levedura de cromio

A fonte de crémio utilizada foi composta por
Saccharomyces cerevisae, linhagem Yea-Sacc 1026, seco
ricoemcromio (Cr®) contendo 1.000 mg de Cr3*/kgde
produto.

Vacina anti-rabica

Utilizou-se noexperimentoumavacinaanti-rabica
comercial, composta por: suspensao de virus rabico,
cepa Virus Pasteur, replicado em células BHK-21,
clone 13, inativado pelabromoetileinemine, adsorvido
em hidroxido de aluminio e valor antigénico de 10808
aferido pelo Teste de Habel (HaBEL, 1996).

Colheita de sangue

De todos os animais foram colhidas amostras de
sangue nosdias0, 30,60 e 90 p6s-vacinal por meioda
puncdodaveiajugular, diretamenteemtubosavacuo
de 10 mL sem anti-coagulante. Apés a centrifugacao
a 2.500 rpm por 10min as amostras de soro foram
acondicionadas em tubos plastico de 1,5 mL e arma-
zenadas a -20° C para posterior determinagdo da
concentracao de anticorpos anti-rabicos.
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Determinacédo dos titulos de anticorpos anti-
rébico

Os titulos de anticorpos anti-rabicos foram deter-
minados por meio do teste de Soroneutralizacdo em
Camundongos (SN). Este teste in vivo desenvolvido
por FitzceraLD (1996), utiliza camundongos suigos
albinos, com peso médio entre 14 a 16 g. Neste traba-
Iho foram utilizadas diluig6es multiplas de 5 (1.5,
1:25,1:125,1:625e 1:3125). Paracadadiluicdo de soro,
foi adicionada uma diluicéo fixado virus, de formaa
conter, em media, 31,6 Doses Letais 50 (DL,,). Os
titulos dos soros e do virus controle foram calculados
através do método de Reep & MuencH (1938).

Neste experimento foram considerados reagentes,
0s soros que apresentaram titulos®i 5oulog,,=0,69,
significando que a diluicdo 1:5 protegeu 50% dos
camundongos inoculados.

Tanto para os soros quanto para a suspensao
viral, o diluente utilizado foi composto de dgua des-
tilada acrescida de 2% de soro normal de cavalo
contendo antibioticos (1.000 unidades de penicilina
e 1,25 mg de estreptomicina por mL).

Determinacéo do crémio

Para determinacdo da concentracéo de crémio na
B. decumbense nadguade bebidadosanimaisutilizou-
se atécnica de espectrofotdmetria de absor¢do atdmi-
ca com forno de grafite.

Analise estatisca

Uma vez que ndo houve sucesso na tentativa de
normalizacdo dosdadosdetitulosdeanticorposanti-
rabicos (transformados por log,,(SN+1)), utilizou-se
paraacomparacao dos tratamentos em cada momen-
to (dias 30, 60 e 90) o teste de Kruskal-Wallis (H)
complementado pelo teste de compara¢8es multiplas
de Nemenyi e para comparar os momentos dentro de
cadatratamento (Gc, G, G,,eG,,) utilizou-se o teste
de Friedman (c?2) complementada pelo teste de
Nemenyi correspondente (ZARr, 1999).

RESULTADOS

Os titulos individualizados de anticorpos anti-
rabicos (transformados pela equagéo log,, (SN+1) de
bovinos vacinados contra a raiva, as médias aritmé-
ticas + desvio padrdo (DP) e as porcentagens de
animais com dos titulos protetores (log,, * 0,69) dos
grupos Gc, G, G,; e G,, estdo apresentados nas
Tabelas 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

Os resultados obtidos mostram que no dia 30 as
novilhas do grupo G, tiveram aumento significativo

nos titulos de anticorpos anti-rabicos em relagdo ao
tratamento G, (H=10,78539; p=0,0130). Observou-
seaindaqueemtodosostratamentos Gc, GG ,eG,,
houve reducao significativanostitulos de anticorpos
ao longo do experimento (Tabela 1, 2, 3 e 4).

Aconcentracdodecrdomioencontradanaforrageira,
Brachiaria decumbens, de ambos 0s pastos e nas duas
épocasdecolheita, nasaguase seca, foram semelhan-
tes: 0,05 g de Cr/g de forrageira. Na dgua de bebida
de ambos os grupos das novilhas a concentracao de
cromio foi de 80 mg/kg.

DISCUSSAO

A titulacdo de anticorpos neutralizantes anti-
rabicos é freqientemente utilizada para avaliar a
respostaimunehumoralapdsavacinagaoanti-rabica
em bovinos (ALeas et al. 1998, OuLivelra et al., 2000;
RobRrIGUES DA SiLva et al., 2000; QuEeiroz DA SiLvA etal.,
2003), além de ser recomendada pelo NATIONAL
AssoCIATION STATE PuBLic HEALTH VETERINARIANS (2005).

Os soros de todos os animais utilizados no expe-
rimento, colhidos no dia 0, antes da imunizagdo ndo
foram reativos para raiva, indicando que estes ani-
mais ndo haviam tido contato com o virus rabico ou
vacina anti-rabica. As concentra¢fes de cromio en-
contradas nas forrageiras foram semelhantes em
ambos os pastos nos dois periodos, das aguas e seca
(0,05 pg de Cr/g de forrageira). Assim, as variagdes
encontradas nostitulos de anticorpos neutralizantes
anti-rabicos nos soros dos animais durante o experi-
mento, foram induzidas pela vacinagdo anti-rabica
realizada no dia zero e juntamente com os efeitos das
diferentes concentracfes de crémio no suplemento
mineral.

A respostaimune humoral das novilhas estuda-
das mostrou-se heterogénea, ou seja, 0s animais
tratados com crémio ou ndo, apresentaram titulos
variaveis de anticorpos anti-rabicos, desde baixos
titulos (0,78) até titulos elevados (2,35) conforme as
Tabelas1,2,3,4e5, resultadotambémobservado por
CiucHintet al. (1981); ALsaset al. (1998); OLiveiracetal,
(2000); QuEiroz DA SiLvA et al. (2003); ALeas et al.
(2005) estudando resposta imune humoral anti-
rédbica em bovinos.

Os resultados obtidos mostraram que a
suplementagdo com cromio estimulou o sistema
imunoldgico das novilhas, corroborando comBurToN
etal. (1994); WricTH et al. (1994); WRriGHT et al. (1995);
CHang et al. (1996); FaLbynaetal. (2003) que obtiveram
estimulo significativo na produc¢ao de anticorposem
animais suplementados com crémio estudando ou-
tras enfermidades como Rinotraqueite Infecciosa
Bovina, Parainfluenza-3, Diarréia bovina a virus,
Pasteurelose e Tétano.
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Tabelal-Valoresindividuais dostitulos de anticorpos anti-rabicos (transformados pela equacéo log, ,(SN+1)) em soros
de bovinos vacinados contra a raiva com uma dose de vacina e suplementados com sal mineral sem crémio, grupo
controle (tratamento Gc).

Bovino Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 0 1,01 0 0

2 0 1,75 0 0

3 0 1,19 1,08 1,01
4 0 1,3 0,88 0

5 0 1,52 0 0

6 0 1,52 2,21 0,88
7 0 1,84 0 0

8 0 2,35 1,84 1,3

9 0 1,84 1,08 0

10 0 0 0 0

11 0 1,75 1,08 0,88
12 0 2,1 0 0

13 0 1,88 1,68 1,41
14 0 1,75 1,08 0

15 0 0,78 0,88 0
Média + DP 0° 1,512 + 0,58 0,79°+ 0,76 0,37°+ 0,55
% log,,® 0,69 0 93,33 60,00 33,33

Médias seguidas de letras mintsculas diferentes apresentam diferenca significativa (c? = 14,88000; p <0,01) entre os dias
de observagao.

Tabela2-Valoresindividuais dostitulos de anticorpos anti-rabicos (transformados pelaequacdo log, ,(SN+1)) em soros
de bovinos vacinados contra a raiva com uma dose de vacina e suplementados com sal mineral contendo 8,5 mg de
crdmio/kg de sal (tratamento G, ,).

Bovino Diao Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 0 1,08 1,41 0

2 0 1,74 1,01 0

3 0 1,74 1,2 0

4 0 1,66 13 1,49
5 0 1,2 1,08 0,78
6 0 0 0 0

7 0 1,75 1,25 0,88
8 0 0 0 0

9 0 13 0 0

10 0 0,88 0 0

11 0 1,55 1,17 0

12 0 1,58 0 0

13 0 1,97 1,66 1,30
14 0 1,25 0 0

15 0 1,66 1,75 0,88
Média £ DP 0° 1,292+ 0,60 0,79°+ 0,69 0,36°+ 0,55
% log,,% 0,69 0 86,67 60,00 33,33

Meédias seguidas de letras minudsculas diferentes apresentam diferenca significativa (c? = 8,836364; p <0,01) entre os dias
de observacéo.

Considerando-se que o logaritmo do titulo mini- ~ grupo Gc, G,;, G, e G,, respectivamente, apresenta-
mo de anticorpos neutralizante anti-rabico para bo- ram titulos de anticorpos anti-rabicos protetores 30
vinosestarem protegidos dosriscosdainfeccdocom diasapdsavacinacdo (Tabelal,?2,3,4e5)devidoao
virus rabico é de 3 0,69, observamos que 93,33%, elevado valor antigénico (108%) da vacina (ALsAset
86,67%, 100% e 80% dos animais pertencentes ao al., 2005).
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Tabela3-Valoresindividuais dostitulos de anticorpos anti-rabicos (transformados pelaequagéo log, ,(SN+1)) em soros
de bovinos vacinados contra a raiva com uma dose de vacina e suplementados com sal mineral contendo 17 mg de
cromio/kg de sal (tratamento G ).

Bovino Dia0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 0 1,95 1,2 1,16
2 0 1,76 1,08 0

3 0 1,75 0,88 0

4 0 1,88 1,84 1,84
5 0 1,84 0 0

6 0 1,06 0 0

7 0 1,75 0 0

8 0 1,75 0,98 0,98
9 0 1,75 0,89 0

10 0 1,3 0,93 0

11 0 2,21 1,84 1,66
12 0 1,97 1,2 1,04
13 0 1,78 1,75 1,08
14 0 1,66 1,08 0,97
15 0 2,21 1,88 1,08
Média + DP 0° 1,778 £ 0,29 1,04°+ 0,65 0,65+ 0,68
% log,,* 0,69 0 100,00 80,00 53,33

Médias seguidas de letras mintsculas diferentes apresentam diferengasignificativa (c? =16,87719; p <0,01) entre os dias
de observagao.

Tabela4-Valoresindividuais dostitulos de anticorpos anti-rabicos (transformados pelaequagéo log, ,(SN+1)) em soros
de bovinos vacinados contra a raiva com uma dose de vacina e suplementados com sal mineral contendo 34 mg de
cromio/kg de sal (tratamento G,,).

Bovino Dia0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 0 1,01 0 0

2 0 1,08 1,74 1,66
3 0 2,21 1,97 1,25
4 0 2.35 1,84 1,52
5 0 1,66 1,2 1,52
6 0 0 0 0

7 0 0 0 0

8 0 1,75 1,41 1,08
9 0 2,21 1,49 1,08
10 0 0 0 0

11 0 1,94 1,41 0,88
12 0 1,63 1,01 1,08
13 0 2,44 1,41 1,08
14 0 1,01 0 0

15 0 1,68 1,01 0,78
Média + DP 0° 1,332+ 0,84 0,97°+ 0,75 0,79°+ 0,63
% log,,* 0,69 0 80,00 66,70 66,67

Meédias seguidas de letras mindsculas diferentes apresentam diferencasignificativa (c? = 17,72881; p <0,01) entre os dias
de observacéo.

NogrupodenovilhasG ,, apesardoaumentosigni- Nas novilhas do grupo G,, observaram-se 80%
ficativonotitulodeanticorpos30diasaposavacinagéo, dos animais com titulo de anticorpo anti-rabico pro-
ndo houve persisténcia dos mesmos 90 dias apds a tetor 30 dias ap6s a vacinacdo. A Tabela 4 mostra que
vacinagéo, com 46,67%, dos animais apresentando log houve maior persisténcia nos titulos de anticorpos
do titulo de anticorpos inferiores a 0,69 (Tabela 3). neutralizantes anti-rabico 90 dias ap6s a vacinacao,
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ficando 66,67% dos animais protegidos (log do titulo de
anticorpo anti-rabico superior a 0,69), sugerindo que a
melhor concentracdo de cromio estudada para suple-
mentar bovinos foi a de 34 mg de Cr/kg de sal mineral.

Os animais pertencentes ao grupo G, ; ndo apre-
sentaram diferenca significativa entre os titulos de
anticorposanti-rabicos, comparadosao Gc, mostran-
doqueasuplementacdocomaconcentragdode8,5mg
de Cr/kg de sal mineral, ndo tem efeito
imunoestimulante para bovino.

Nos animais pertencentes ao grupo Gc, que nao
foram suplementados com crémio, observou-se que
nao houve persisténcianostitulosdeanticorposanti-
radbicos. Apds90dias davacinacao, 33,33% das novi-
Ihas apresentaram titulo de anticorpos anti-rabico 3
0,69 (Tabela 1). Estes animais podem ficar expostos
aosriscos dacontaminagdocom o virusrabico, apon-
tando assim, a necessidade da aplicacdo da dose de
reforco da vacina anti-rdbica em bovinos
primovacinados, 30 dias a 1* dose, conforme reco-
mendado pelos laboratérios, para obterem titulo pro-
tetor e persistente contra o virus. Estes resultados
corroboram com AvLBas et al., (1998); OLiveira et al.,
(2000); RobRIGUES DA SiLVA et al., (2000); QuEIrROZ DA
SiLvaetal., (2003); ALeaset al., (2005) que recomendam
a aplicacao de dose de reforco de vacina anti-rabica
para os animais primovacinados atingirem titulos
protetores e persistentes de anticorpos neutralizantes.

Os resultados obtidos permitiu concluir que, su-
plementar os bovinoscom crémioaumentaotitulode
anticorpos neutralizante anti-rabico e a melhor con-
centragdo estudada foi a de 34 mg de Cr/kg de sal
mineral.
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