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RESUMO

A compreensao da dinamica de colonizagdo bacteriana da nasofaringe de bezerros
pode trazer respostas importantes em relagdo a ocorréncia de doenga respiratoria em
bovinos e o potencial de manipulacdo dessa microbiota. Este é o primeiro estudo a
analisar essa dinamica no Brasil. O objetivo do trabalho foi caracterizar a microbiota
bacteriana da nasofaringe de nasofaringe de bezerros Holandés saudaveis entre 3 e
56 dias de vida. Amostras de swab nasofaringeano foram coletadas de seis bezerros
Holandés aos 3, 7, 14, 28, 42 e 56 dias de vida e realizou-se o sequenciamento das
regides V3/V4 do RNA ribossomal 16S. Avaliagao clinica foi realizada ao longo do
periodo do estudo para considerar possiveis eventos de saude que pudessem
interferir nas analises metagen6émicas. Os filos mais abundantes detectados foram
Proteobacteria (89,84%), Actinobacteria (4,93%) e Firmicutes (4,15%). O filo
Proteobacteria predominou em todas as amostras, dominancia impulsionada
principalmente pelos géneros Pseudomonas spp. e Stenotrophomonas spp. Ao
agrupar os dias de coleta em Periodo 1 (3, 7 e 14 dias) e Periodo 2 (28, 42 e 56) dias,
observou-se uma diferenga significativa na composicdo da microbiota entre os
periodos e uma menor diversidade no Periodo 2 (p <0,05). Adiversidade da microbiota
nasofaringea de bezerros diminui ao longo do tempo, e essa mudanga coincide com
alteracdes na dieta e no estado imunoldgico desses animais, além de coincidir com o
momento de inicio de ocorréncia de broncopneumonias nesta espécie, podendo ser
um fator que contribui para explicar este fato. Os resultados deste estudo,
especialmente a mudanca ecoldgica nasofaringea que ocorre por volta dos 28 dias de
idade, ajudam a elucidar a dindmica de colonizagao inicial do trato respiratorio superior
de bovinos e podem servir de base para estratégias de preveng¢ao da ocorréncia de
doencas respiratérias em bezerros.

Palavras-chave: nasofaringe; bovinos; trato respiratério; colonizagéo bacteriana.



ABSTRACT

Understanding the dynamics of bacterial colonization of the nasopharynx in calves can
provide important answers regarding the occurrence of respiratory disease in cattle
and the potential for manipulating this microbiota. To the best of our knowledge, this is
the first study to analyze this dynamic in Brazil. The objective of this study was to
characterize the bacterial microbiota of the nasopharynx of healthy Holstein calves
between 3 and 56 days of age. Nasopharyngeal swab samples were collected from six
Holstein calves at 3, 7, 14, 28, 42, and 56 days of age, and sequencing of the V3/V4
regions of 16S ribosomal RNA was performed. Clinical evaluation was performed
throughout the study period to account for possible health events that could interfere
with the metagenomic analyses. The most abundant phyla detected were
Proteobacteria (89.84%), Actinobacteria (4.93%), and Firmicutes (4.15%). The phylum
Proteobacteria predominated in all samples, with dominance driven mainly by the
genera Pseudomonas spp. and Stenotrophomonas spp. When grouping the collection
days into Period 1 (3, 7, and 14 days) and Period 2 (28, 42, and 56 days), a significant
difference was observed in the composition of the microbiota between the periods, with
lower diversity in Period 2 (p<0.05). The diversity of the nasopharyngeal microbiota of
calves decreases over time, and this change coincides with changes in the diet and
immune status of these animals, as well as coinciding with the onset of
bronchopneumonia in this species, which may be a factor that helps explain this fact.
The findings of this study, especially the nasopharyngeal ecological shift that occurs
around 28 days of age, help to elucidate the dynamics of initial colonization of the
upper respiratory tract in cattle and may serve as a basis for prevention strategies for
the occurrence of respiratory diseases in calves.

Keywords: nasopharynx; cattle; respiratory tract; bacterial colonization.
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1. INTRODUGAO

Ao longo das ultimas décadas, muitos esforcos foram despendidos para a
compreensao do Complexo Doencga Respiratéria Bovina, com foco principal nos
agentes etioldgicos, no desenvolvimento e produgdo de vacinas e no tratamento
destas enfermidades. Contudo, poucos foram os avangos observados na diminuigcao
da morbidade e mortalidade causadas por este complexo (Smith et al., 2020). Ainda
hoje, as doencgas respiratdrias figuram entre as principais enfermidades que
acometem e matam bezerros em sistemas de producgao de leite (USDA, 2014) e a
compreensao dos fatores de risco envolvidos na ocorréncia dessas doengas e o
desenvolvimento e aperfeicoamento de métodos diagndsticos acurados e precisos
sao considerados pontos cruciais para enfrentar as doencas respiratérias em bovinos

nas proximas décadas (Smith et al., 2020).

Entretanto, no atual prisma da avaliacdo da ocorréncia de doencgas respiratérias
em mamiferos, temos que mudancas adaptativas do ecossistema respiratério sédo
determinantes para o desenvolvimento de pneumonias (Dickson et al., 2014). Assim,
o conhecimento mais aprofundado da dindmica da microbiota respiratdria durante os
estagios de saude e doenga também deve ser considerado um importante pilar para
o enfrentamento das pneumonias em bovinos nos préximos anos. Nestes animais, ja
ha alguns anos compreende-se a ocorréncia das broncopneumonias bacterianas
como uma consequéncia de desequilibrios na microbiota do trato respiratorio superior,
notadamente da nasofaringe. Estas alteragcbes podem decorrer de mudancas
ambientais (temperatura, alta amplitude térmica, umidade, presenga de agentes
irritantes no ar, entre outros fatores), infec¢des virais primarias e/ou alteragbes no
hospedeiro (desidratagao, alteragdes imunes, entre outras alteracdes) (Ackermann et
al., 2010).

O entendimento da formagdo da microbiota nasofaringeana de bezerros é,
portanto, de extrema importancia, pois ela tem um papel chave na resisténcia a
colonizagao por patégenos respiratérios (Holman et al., 2015; Zeineldin et al., 2017).
As principais bactérias implicadas na ocorréncia de broncopneumonias em bovinos
(Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni e Mycoplasma

spp.) (Griffin et al., 2010) compdéem a microbiota nasofaringeana de animais
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saudaveis, 0 que ressalta a importancia de um equilibrio microbiano que impeca sua

proliferagdo descontrolada (Allen et al., 1991; Ackermann et al., 2010).

Assim, se faz necessario conhecer a microbiota (comunidade microbiana) que
habita o trato respiratorio de bovinos, bem como o microbioma (inclui a microbiota,
elementos microbianos estruturais, metabdlitos microbianos, elementos estruturais
externos [condigdes do ambiente que aloja a microbiota]) (Berg et al., 2020)
respiratorio de bovinos. Mais do que isso, o entendimento da formacédo da microbiota
respiratoria e da influéncia da microbiota materna, do ambiente e das praticas de
manejo nesse processo pode nos ajudar a entender melhor o processo de
estabelecimento das infecgcbes respiratérias e o impacto dos fatores de risco

associados a elas em bezerros.

Ainda n&o é claro o periodo de formacdo da microbiota nasofaringeana de
bezerros até sua estabilizagdo, mas sabe-se que as comunidades microbianas que
colonizam os diversos sistemas dos bovinos sofrem influéncia ambiental desde o
nascimento destes animais e diversas adaptagdes ocorrem ao longo de suas vidas
(Timsit et al., 2016; Holman et al., 2017). A estabilizacdo da composi¢gdo do
microbioma gastrointestinal bovino parece ocorrer a partir dos seis meses de idade,
com importantes mudancas ocorrendo durante a fase de aleitamento (até dois meses
de idade) (Jami et al., 2013; Malmuthuge et al., 2014). Se considerarmos que algo
similar ocorre no microbioma respiratério, o periodo de inicio da ocorréncia de
broncopneumonias em bezerros (geralmente a partir da terceira semana de vida)
(McGuirk e Peek, 2014; Mahendran, 2020), esta inserido numa fase de instabilidade

da microbiota de bovinos, particularmente da nasofaringeana.

Além disso, a fase inicial da vida de bezerros também é marcada por
significativas mudancgas na alimentagéo e no sistema imune. O aumento gradual do
consumo de leite e alimentos sdlidos influencia na formacgédo da microbiota do trato
digestdrio (Jami et al., 2013), que, por sua vez, pode influenciar no desenvolvimento
da microbiota do trato respiratorio (Uddin et al., 2024). Em relagdo ao sistema imune,
esta fase é caracterizada pela diminuicdo da imunidade passiva materna e pelo
desenvolvimento progressivo do sistema imune ativo (Chase, 2022), bem como pela
agao das imunoglobulinas maternas como fatores moduladores da resposta imune

inicial destes bezerros (Chattha et al., 2009). Essas adaptagdes imunes, em conjunto,
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tém o potencial de modular a microbiota, visto que tém relagao direta com o
reconhecimento dos microrganismos que a compdem pelo sistema imune mucoso no

inicio da vida.

Esses fatores, juntamente com a influéncia da microbiota materna, do ambiente
e das praticas de manejo (Timsit et al., 2016b; Holman et al., 2017), podem modular
a microbiota nasofaringeana de forma a torna-la mais ou menos suscetivel a infec¢des
respiratorias. Assim, a compreensao mais profunda da dinamica da colonizagao
microbiana nesse periodo de vulnerabilidade e transicdo € fundamental para tracar
novas estratégias de controle e prevengao das broncopneumonias bacterianas em

bezerros.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
e Caracterizar a microbiota bacteriana da nasofaringe de bezerros Holandés

saudaveis durante as primeiras oito semanas de vida.

2.2. Objetivos especificos
e Revisar os principais pontos relacionados ao desenvolvimento do trato
respiratorio e do sistema imune de bovinos, bem como a colonizagcéo e

composi¢cao da microbiota respiratoria bovina;

e Avaliar a evolugédo da composigao da microbiota nasofaringeana de bezerros

ao longo do periodo de aleitamento;

e Avaliar a diversidade alfa das comunidades bacterianas da nasofaringe de
bezerros em aleitamento;
e Avaliar a abundancia relativa de filos e OTUs da nasofaringe de bezerros em

aleitamento.

3. REVISAO DE LITERATURA
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3.1. Aspectos anatomo-fisiologicos do sistema respiratério de bovinos

Caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas do sistema respiratério de bovinos séo
determinantes para a manutencdo da saude respiratéria e podem influenciar a
formacédo e composi¢ao da microbiota local. O desenvolvimento desse sistema tem
inicio na vida embrionaria e a maturagao de suas principais fungcdes continuam apds
o nascimento. A formagao da microbiota, por sua vez, ocorre de forma concomitante

e é capaz de modular essa maturagao, especialmente do sistema imune.

3.1.1. Desenvolvimento e caracteristicas topograficas do sistema respiratério de

bovinos

O trato respiratério de bovinos comega a ser formado ainda na fase
embrionaria, a partir dos 30 dias de gestagao, e continua até os 260 dias, quando o
desenvolvimento alveolar se completa (De Zabala e Weinman, 1984). Dessa forma,
bezerros nascem com alvéolos totalmente desenvolvidos e alteragcbes pds-parto
recaem sobre diferenciagdes no epitélio bronquiolar, até os 30 dias de vida, e aumento
do volume pulmonar, acompanhando o crescimento dos animais e o aumento da

exigéncia respiratéria (Castleman e Lay, 1990)

As primeiras horas apds o nascimento (até 4 horas, como demonstrado em
humanos e cordeiros) (Blank et al., 2018; Pryor et al., 2022) sdo um periodo de
transicao, associado a remocao de fluido pulmonar e abertura completa dos alvéolos

com as primeiras respiragdes e com a agao dos surfactantes (Pryor et al., 2022).

Anatomicamente, pode-se dividir o trato respiratério em superior (TRS), que
compreende cavidade nasal, faringe e laringe; e inferior (TRI), compreendendo
traqueia, brénquios, bronquiolos e parénquima pulmonar (Singh, 2018). Cada um
desses sitios apresenta uma ecologia propria, com alteragdes de temperatura, pH,
pressdo de oxigénio (pO2) e de gas carbbnico (pCO2), e possui caracteristicas
particulares na sua conformagao, composi¢cao da mucosa e microbiota e mecanismos

de defesa imune inatos e adaptativos (Chase, 2022; Robinson, 2014b).

A cavidade nasal é a por¢ao do trato respiratério que mais sofre influéncias do
ambiente externo e nela ocorre o condicionamento do ar inspirado, através do ajuste

da temperatura, de forma a nivela-la a temperatura corporal antes que o ar chegue a
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nasofaringe e vias respiratdrias inferiores, e umidade. Devido a esta influéncia
externa, a microbiota da cavidade nasal € menos densa do que a nasofaringeana e o
pH (aproximadamente 6,3) e pCO2 sdo mais baixos do que no restante do trato
respiratorio. As adequacdes de temperatura e umidade do ar inspirado, por sua vez,
ocorrem quase que totalmente na cavidade nasal, que o prepara para a chegada ao
restante do trato respiratério (Chai et al., 2022; Robinson, 2014b; Timsit et al., 2018a).

A nasofaringe € o local de maior densidade microbiana do trato respiratério de
bovinos. Sua microbiota comensal € composta por bactérias patogénicas e nao
patogénicas que competem por substratos e sitios de ligagao e, quando este ambiente
esta em equilibrio, favorece bactérias nao patogénicas (Timsit et al., 2020).
Desequilibrios no ambiente nasofaringeano, por sua vez, podem levar ao
desenvolvimento de doencgas respiratérias, ao diminuir a diversidade microbiana e
aumentar a prevaléncia de bactérias patogénicas sobre as nao patogénicas (Nicola et
al., 2017; Timsit et al., 2018b, 2020), o que justifica os mecanismos de regulagcao de
temperatura e umidade da cavidade nasal. Na nasofaringe, a pO2 ainda se mantém
como a da cavidade nasal, mas ja ha um aumento da pCO2 e de pH
(aproximadamente 7,0) (Chai et al., 2022).

O epitélio que recobre o TRS é do tipo pseudoestratificado ciliado e, entre as
células epiteliais, ha a presenca de células caliciformes e glandulas submucosas. Uma
camada de muco reveste esse epitélio e compde o aparelho mucociliar (Liebich,

2019), cujos demais componentes e fung¢des serao discutidos em seguida.

No TRI, os bovinos possuem uma arvore traqueobrdnquica relativamente longa
e estreita que, consequentemente, apresenta uma maior quantidade de espago morto,
turbilhonamento e suspensao de particulas em relacédo a outras espécies domésticas
(Kirschvink, 2008). Um espaco morto maior constitui uma maior area de superficie
para a deposicao de particulados e maior tempo de circulagdo de gases e particulas
nas vias aéreas inferiores (Ackermann et al., 2010; Coutinho, 2004), o que afeta a

colonizagédo e manutencéo da microbiota residente (McMullen et al., 2020).

O epitélio do TRI mantém as caracteristicas do epitélio das vias aéreas
superiores na traqueia e bronquios. Os bronquiolos apresentam uma camada epitelial

mais estreita (camada unica de células ou pneumdcitos do tipo Il) intercalada por
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células Clara, cuja fungao se assemelha a das células caliciformes. Os alvéolos sao
formados também por uma camada unica de pneumacitos do tipo I, com a presenca
de pneumdcitos do tipo Il produtores de surfactante, que nos alvéolos substituem o

muco no revestimento do epitélio (Ackermann et al., 2010).

No TRI temos o pH mais alto do trato respiratério (aproximadamente 7,5), e a
pO2 diminui gradativamente, até chegar aos alvéolos em 100 mmHg, ao passo que a
pCO2 aumenta até chegar aos alvéolos em 40 mmHg, valores importantes para
ocorréncia das trocas gasosas no local ao contrastarem com a pO2 e pCO2 dos
capilares sanguineos alveolares (40 mmHg e 46 mmHg, respectivamente) (Chai et al.,
2022; Robinson, 2014a).

Ainda em relagéo a caracteristicas anatdmicas do sistema respiratorio, temos,
nos grandes animais, um térax menos complacente que nos pequenos. Assim,
conforme o crescimento, o térax, que deve ser complacente para a passagem do
bezerro pelo canal do parto, vai se tornando mais rigido. Essa caracteristica &
importante no contexto da ocorréncia da atelectasia, mais comum, portanto, em
bezerros, do que em animais adultos. A conexao dos pulmdes com o térax, via ligagao
entre as pleuras parietal e toracica pelo liquido pleural, da suporte aos pulmdes e evita
seu colapso (Robinson, 2014b). Ainda, os pulmbes dos bovinos sdo separados em
lobos por septos de tecido conjuntivo (septos interlobulares), que, por si so, limitam a
comunicacgao entre eles e aumentam a resisténcia do parénquima, o que também
contribui para diminuigdo da complacéncia pulmonar (Ackerman et al., 2010). A
ventilacao colateral também esta reduzida nos bovinos devido a falta de comunicacéao
broncoalveolar (canais de Lambert), poros alveolares (poros de Kohn), e conexdes
interbronquiolares (canais de Martin), o que precipita a atelectasia e dificulta a

recuperacao das areas consolidadas (Robinson, 2014b).

Por fim, é importante destacar a presenga do brénquio traqueal nos bovinos.
Este brénquio tem origem cranialmente a bifurcagao da traqueia, de onde partem os
brénquios que ventilam os demais lobos pulmonares e ventila o lobo cranial do pulmao
direito (Dyce et al., 2010). A presencga deste bronquio influencia o trajeto de patégenos
e a dindmica de infecgdes bacterianas aerdgenas nos pulmdes, caso das
broncopneumonias que acometem bezerros, e que geralmente tém sua distribuicao

inicial neste lobo pulmonar (Binversie et al., 2020; Andrade et al., 2025).
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Para além dos aspectos anatdbmicos e ecoldgicos do sistema respiratorio, as
funcdes do sistema respiratério bovino se correlacionam com a ocorréncia e a
resposta dos animais frente aos desafios impostos pelo ambiente e por patdégenos
microbianos. Assim, o conhecimento dos processos fisiologicos do sistema
respiratorio de bovinos contribui para o entendimento pleno da sua relagdo com o meio

externo, com a microbiota residente e frente a possiveis infecgdes.

3.1.2. Fisiologia respiratoria de bovinos

A funcéao primordial do sistema respiratorio € promover o transporte de oxigénio
e dioxido de carbono entre o meio ambiente e os tecidos, embora também
desempenhe fungdes nao respiratorias, como as relacionadas a mecanismos de
defesa local (que teréo tépico dedicado), producéao de linfa e fluido pleural, e fungdes
metabdlicas (remocéo e inativagdo de hormdnios e toxinas do sangue) (Robinson,
2014b).

A troca de oxigénio e didxido de carbono entre alvéolo e sangue capilar
pulmonar ocorre por difusdo, dependendo, portanto, de um gradiente de presséo
dirigida (diferenca entre a tensao desses gases nos alvéolos e capilares alveolares),
favoravel a esta troca. Ela se da através da barreira hematoaérea nos pulmdbes, que
possui de 0,2 a 0,6 ym, e € composta por uma camada de liquido e surfactantes
recobrindo internamente os alvéolos; pelo epitélio alveolar; pela membrana basal; pelo
espaco intersticial entre o epitélio alveolar e o endotélio capilar; pela membrana basal

do endotélio; e pelo endotélio capilar em si (Jana et al., 2023).

A tensdo de oxigénio nos alvéolos é de cerca de 100 mmHg em um animal em
repouso, enquanto nos capilares alveolares € de aproximadamente 40 mmHg, o que
gera um gradiente de pressao dirigida de 60 mmHg, levando a uma rapida difusdo do
oxigénio no capilar, onde se combina com a hemoglobina. Em condigdes normais, no
animal em repouso, o equilibrio entre as tensbdes de oxigénio alveolar e capilar se da
em 0,25 segundo. Em um pulméao doente, contudo, a difusdo do oxigénio pode ser
impedida em decorréncia de eventos como inflamacdo ou edema, que podem
aumentar a espessura da barreira hematoaérea ou reduzir a area de superficie

disponivel para a troca gasosa (Robinson, 2014a).
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A tensdo de didxido de carbono, por sua vez, € de cerca de 46 mmHg nos
capilares alveolares e de 40 mmHg nos alvéolos, gerando uma pressao dirigida para
sua difusdo de 6 mmHg. A presséo dirigida de didxido de carbono € menor que a de
oxigénio, pois sua solubilidade é 20 vezes maior, 0 que resulta numa capacidade de
difusdo por minuto similar a de oxigénio. Pela mesma razao, a difusao de didéxido de
carbono entre o sangue e os alvéolos raramente é afetada por doencgas pulmonares
(Robinson, 2014a; Jana et al., 2023).

Outro componente fundamental para o adequado funcionamento do sistema
respiratorio € o surfactante pulmonar, que impede o colabamento dos alvéolos, ao
diminuir a tensao superficial criada pela camada de liquido que recobre o interior
deles. O surfactante, produzido pelos pneumacitos do tipo Il, € uma mistura de lipidios
e proteinas (Robinson, 2014a; Jana et al., 2023). A dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
€ a fracgao lipidica mais abundante e é a principal responsavel pela redug¢ao da tensao
superficial. No componente proteico, destacam-se as proteinas surfactantes
(surfactant protein [SP]) A, B, C e D. Enquanto SP-B e SP-C sao hidrofébicas e atuam
em conjunto a DPPC na redugédo da tensao superficial dos alvéolos, SP-A e SP-D séo
hidrofilicas e desempenham funcbes importantes na defesa antimicrobiana inata,
inativando agentes microbianos através da ligagdo de dominios de reconhecimento
de carboidratos com residuos de manose presentes nos patégenos (Robinson, 2014a;
Grubor et al., 2006; Jana et al., 2023). Uma vez ligados, o resultante complexo
patdogeno e proteina surfactante é fagocitado por macréfagos alveolares. A SP-A
também pode ser absorvida pelo sistema de drenagem linfatica pulmonar e chegar a
circulagdo sanguinea, enquanto a SP-D normalmente esta presente apenas nos
alvéolos. Quando ha inflamacado pulmonar, entretanto, a permeabilidade alveolar
aumenta e a SP-D pode ser detectada na corrente sanguinea (McClenahan et al.,
2008). Bezerros com pneumonia apresentam significativo aumento sérico de SP-A e
SP-D, com redugéao apos o tratamento, bem como redugao na concentragao sérica de
DPPC durante a infec¢cdo, validando-os como biomarcadores eficazes para o

diagndstico e monitoramento da doenga (Dezfouli et al., 2017).

Dentre as fungdes nao respiratérias, os mecanismos de defesa locais ao longo
de todo trato respiratério sdo criticos para manutengdo da saude pulmonar de

bezerros. Para melhor entendé-lo, contudo, é necessario coloca-lo em contexto,
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compreendendo sua atuacado dentro de um sistema imune que esta passando por

importantes adaptagdes no inicio da vida desses animais.

3.1.3. Sistema imune de bezerros

O sistema imune merece destaque no entendimento da dinamica de formacao
e desenvolvimento do ecossistema respiratério de bezerros. O inicio da vida dos
bovinos € marcado por importantes adapta¢des na imunidade desses animais, com
destaque para sua relagdo com os microrganismos que passam a colonizar suas
mucosas logo apos o nascimento. Essa interacdo € particularmente relevante no
sistema respiratorio, pois interfere diretamente no processo saude-doenca desse

sistema.

Assim, € necessario compreender como o sistema imune se desenvolve nas
fases embrionaria e fetal nesses animais e como se modifica nas primeiras semanas

de vida, bem como € sua interagdo com a microbiota residente.

Ao nascer, o bezerro bovino possui todos os componentes imunoldgicos
essenciais, mas eles nido sio totalmente funcionais. O desenvolvimento completo de
algumas funcgdes imunoldgicas pode se estender até a puberdade. Além disso, a
placentacdo dos ruminantes é do tipo sinepiteliocorial (Leiser e Kaufmann, 1994). Isso
implica na ndo transferéncia de imunoglobulinas maternas pela placenta, tornando o
bezerro neonato agamaglobulinémico (com concentragdes irrisérias de
imunoglobulinas circulantes) e dependente da transferéncia de imunidade passiva via

ingestao de colostro nas primeiras horas de vida (Godden et al., 2019).

Logo apdés o nascimento, os bezerros sdo expostos a uma alta carga
microbiana no ambiente e, embora sejam capazes de montar uma resposta imune a
partir dos mecanismos de imunidade inata que desenvolveram ainda na fase fetal, sao
mais bem caracterizados nesse momento da vida como imunologicamente ingénuos
(Barrington e Parish, 2001). Essa incapacidade de iniciar uma resposta imune eficaz
€ atribuida a imaturidade dos mecanismos de protecdo e ao atraso no inicio e na
produgdo dos mecanismos necessarios para a geragao da imunidade humoral e

celular (Cangiano et al., 2024).



21

A imunidade celular do neonato bovino & caracterizada por uma atividade
fagocitaria de neutréfilos e macrofagos reduzida (Kampen et al.,, 2006) , embora
melhore significativamente apos a ingestdo de colostro; por um numero reduzido de
células dendriticas, com menor capacidade de apresentagcédo de antigenos; por uma
menor frequéncia de células natural killer (NK) na primeira semana de vida,
aumentando para niveis estaveis apenas entre seis e oito semanas de vida e por uma
baixa proporgéao de linfocitos B na primeira semana de vida (4%) em comparagao com
bezerros de 6 meses de idade (30%) (Kampen et al., 2006).

De modo geral, o sistema imunologico do bezerro neonato € modulado por um
ambiente hormonal supressor. A placenta produz progesterona, prostaglandina E2 e
citocinas (IL-4, IL-10) que suprimem as respostas imunes mediadas por células
(resposta de perfil Th1) (Morein et al., 2002). Além disso, a vaca e o bezerro produzem
altos niveis de cortisol durante o parto, e este permanece elevado durante a primeira
semana de vida do bezerro (Hoyer et al., 1990; Jacob et al., 2001). O aumento
substancial do cortisol fetal antes do parto induz uma resposta de células T CD4+ com
viés para o tipo Th2 (anti-inflamatorio) nas primeiras semanas de vida. Isso estabelece
um fendtipo de tolerancia, prevenindo respostas imunes aberrantes contra alérgenos
do novo ambiente (Harris e Barletta, 2001; Chase et al., 2008).

Além dessa condigdo hormonal do bezerro, o colostro materno pode influenciar
na sua resposta imune inicial. O colostro fornece n&o apenas imunoglobulinas, mas
também leucdécitos maternos, citocinas e outros componentes que ativamente
promovem o desenvolvimento do sistema imunologico e atuam como fatores

modulares da resposta imune do bezerro.

As imunoglobulinas transferidas ativamente do soro materno para a glandula
mamaria durante a colostrogénese sao principalmente do subtipo 1gG1, que
representa mais de 75% das imunoglobulinas no colostro (Larson et al., 1980). As IgG
maternas presentes no colostro exercem uma acgao imunossupressora sobre o0s
linfocitos B ingénuos do bezerro. Essa interagdo, mediada pelo receptor de membrana
celular FcyRIl (CD32), limita a ativacédo e diferenciacado dos linfocitos B do bezerro,
permitindo que a imunidade passiva predomine enquanto o sistema imune do animal

amadurece gradualmente (Minskoff et al., 1998; Cangiano et al., 2024).
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Os leucécitos maternos, presentes em alta concentragdo no colostro (1 a 3
milhdes de células/mL), estdo presentes obedecendo a proporgéo de 40 a 50% de
macroéfagos, 25 a 37% de neutrdfilos e 22 a 25% de linfocitos (Lee et al., 1980; Liebler-
Tenorio et al., 2002; Reber et al., 2005). Essas células podem ser absorvidas via
parede intestinal do bezerro, entrar na corrente sanguinea e permanecer detectaveis
por cerca de 36 horas. A ingestao de colostro integral (com leucdcitos) acelera o
desenvolvimento e a ativagéo dos linfocitos do bezerro e promove o desenvolvimento
da funcao de apresentacéo de antigenos, um passo essencial para a resposta imune
adquirida (Reber et al., 2008).

O colostro parece promover, ainda, a expansao de linfécitos T gama delta (yd).
Em bovinos, essas células sdo o subconjunto linfocitario principal, representando mais
de 50% de todos os linfécitos circulantes ao nascimento (Guzman et al., 2014). Elas
atuam como uma ponte entre a imunidade inata e a adaptativa, com duas
subpopulagdes funcionais principais: WC1.1+, que secretam IFN-y e IL-17,
fornecendo um mecanismo de defesa precoce contra infecgdes virais e bacterianas;
e WC1.2+, que produzem citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-[3, exercendo
uma funcado imunomoduladora (Hsu et al., 2015; McGill et al., 2013; Guerra-Maupome
et al., 2019; Baldwin et al., 2021). O subconjunto WC1.2+ é o mais abundante apds o
nascimento, promovendo a tolerancia imune durante a exposi¢gao a um grande numero

de novos antigenos (Cangiano et al., 2024).

Por fim, o colostro contém citocinas proé-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-
y) que podem auxiliar na migragcdo de linfécitos neonatais para o intestino,
promovendo o desenvolvimento imunologico normal (Chase et al., 2008), e
microrganismos (como Staphylococcus e Streptococcus) presentes na glandula
mamaria (Oliver et al., 1992; Trinidad et al., 1990) podem ativar células imunes

imaturas e acelerar o desenvolvimento imunolégico nos bezerros.

Esse perfil inicial de um sistema imune mais tolerante em bezerros é
fundamental para o estabelecimento de uma microbiota comensal saudavel e
equilibrada. Os microorganismos que colonizam os animais a partir do nascimento
tém que interagir com o sistema imune em um ambiente controlado, o que ajuda no
desenvolvimento desse sistema e na formagao de uma microbiota equilibrada e que

possa exercer uma funcao de auxilio a protecao contra infecgdes. Um importante sitio
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de interacdo microorganismo-hospedeiro sdo as mucosas, fazendo com que seja
crucial o entendimento do sistema imune mucoso para a compreensao mais ampla da

formacéo da microbiota e dos processos saude-doenga nos animais.

3.1.4. Imunidade de mucosas

O sistema imune de mucosas € a primeira barreira de defesa contra mais de
90% de patégenos em potencial. E um sistema integrado que reforca a barreira
mucosa com respostas inatas e adaptativas, e tem papel no acionamento e regulagéo
do sistema imune. Dessa forma, se considerado como uma unidade, € o maior 6érgao
imune de animais e tem maior concentragao de anticorpos que qualquer outro tecido
(Chase e Kaushik, 2019).

Além de atuar contra patdogenos, um papel importante da imunidade de
mucosas é tolerar antigenos originados de componentes da dieta e a microbiota
comensal, de maneira que haja um equilibrio e o organismo possa entrar em contato
com estes antigenos e microrganismos sem que o sistema imune reaja de forma

indevida e/ou exacerbada (Chase, 2022).

O sistema imune mucoso se comunica e esta interligado pela circulagcao de
linfocitos pela corrente sanguinea entre os tecidos linfaticos associados as superficies
mucosas (MALT). Linfocitos T maduros e linfocitos B estimulados por antigenos a
produzir IgA saem destes tecidos e, via corrente sanguinea, chegam a lamina prépria
de mucosas (Brandtzaeg, 2011). Grande parte destas células retornam a superficie
mucosa de origem, porém alguns podem migrar para mucosas diferentes. O retorno
de linfécitos para outros MALTs pelo corpo configura o “sistema imune mucoso
comum” (Mestecky, 1987; Wu e Russell, 1997).

O equilibrio e saude da mucosa dependem e tém como pilares de sua
manutengao trés estruturas distintas: a barreira mucosa; as células epiteliais mucosas;

e as células imunes da Iamina propria (Chase e Kaushik, 2019).

A barreira mucosa consiste em muco e mucinas, secretados pelas células
caliciformes na mucosa e que compdem a maior parte dela (Pelaseyed et al., 2014;
Zanin et al., 2016); mas também de peptideos antimicrobianos, produzidos no trato
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respiratorio pelas células epiteliais ciliadas; e imunoglobulina A secretora (slgA), o
anticorpo predominante do sistema imune de mucosas e que é responsavel por
aglutinar agentes infecciosos, impedindo sua ligacdo as células epiteliais e
neutralizando toxinas (Maynard et al., 2012). A camada mais interna de muco, em
contato direto com as células epiteliais, junto aos peptideos antimicrobianos e sIgA
formam uma “zona de destruigao”, dificilmente transposta por patégenos e até mesmo

por microrganismos comensais (Chase, 2022).

A zona de destruicdo, o epitélio e a lamina prépria constituem juntos, por sua
vez, uma forte barreira contra a invasao, conhecida como “firewall da mucosa” (Chase
e Kaushik, 2019).

O epitélio da mucosa é a camada de células que recobre uma variedade de
orgaos de sistemas diferentes. Trata-se de células epiteliais especializadas para
desempenhar fungdes relacionadas ao funcionamento dos érgaos que recobre, mas
também para desempenhar fungcdes imunes, exercendo o papel de primeiro combate
a microrganismos. A exemplo de outras células imunes, expressam receptores de
reconhecimento de padrao (pattern recognition receptors [PRRs]), como os receptores
do tipo toll (toll-like receptors [TLR]), para reconhecer padrdes moleculares associados
a patogenos (pathogen associated molecular patterns [PAMPs]) e ativar diferentes
vias de sinalizacao para acionar o sistema imune (Belkaid e Hand, 2014). Além disso,
essas células epiteliais sdo unidas por zonas de oclusao que promovem a formacéao
de uma barreira fisica contra patégenos (Marchiando et al., 2010) e, como ja
mencionado, produzem e secretam os peptideos antimicrobianos que compdem a

barreira mucosa.

Os PRRs expressos pelas células epiteliais da mucosa detectam componentes
microbianos, como lipopolisacarideos (LPS, oriundos de bactérias Gram-negativas).
Os TLR, contudo, sdo expressos na membrana basal das células epiteliais, ndo nas
suas superficies apicais, fazendo com que sejam reguladas positivamente apenas
quando a célula estd infectada (Katwal et al., 2019). Essa resposta é
predominantemente anti-inflamatéria, ao contrario das células imunes inatas que séo
proé-inflamatérias e atuam como células de primeira resposta. A resposta normal a
sinalizagao pelos TLR € a resposta pro-inflamatéria através da via do fator nuclear

kappa B (FN-kB), porém o aumento na produgédo de muco pelas células caliciformes
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da mucosa em resposta a metabdlitos e microrganismos comensais afeta o epitélio
mucoso levando-o0 a aumentar a producao de peptideos antimicrobianos, a inibicdo
do FN-kB e a producgao do fator de transformagao do crescimento beta (transforming
growth fator beta [TGF-B]), cuja agéo € anti-inflamatoria (Belkaid e Hand, 2014; Troy
e Kasper, 2010). Este equilibrio entre respostas anti- e pré-inflamatérias é crucial para
a resolugao dos processos inflamatdrios e essa dinamica se torna mais bem ajustada
com a idade (Chase e Kaushik, 2019). Um dos mecanismos responsaveis por essa
homeostase imune também é consequéncia das fun¢des imunoldgicas das células
epiteliais da mucosa. Elas expressam quimiocinas que sao quimiotaticas para os
linfécitos da lamina propria, trazendo-os para o epitélio mucoso e provocando o
aumento da producgdo de slgA, reducdo da expressao de moléculas ativadoras de
células apresentadoras de antigeno (como as células dendriticas), aumento do
numero e atividade de células T reguladoras e sua produgdo de citocinas anti-
inflamatdrias e interleucina 10 (IL-10) (Belkaid e Hand, 2014; Troy e Kasper, 2010).
Além de todos esses mecanismos, a resposta adaptativa também faz parte desse
processo e ocorre nos tecidos linfoides associados a mucosa (MALT). A interagédo do
sistema imune com os diferentes tipos de antigeno sao fundamentais para o estimulo
e modulagdo desses processos e 0S microrganismos comensais desempenham
funcao importante nessa modulagao (Chase e Kaushik, 2019; Liebler-Tenorio e Pabst,
2006).

Os peptideos antimicrobianos, também chamados defensinas, possuem
diferentes agdes antimicrobianas contra bactérias, fungos e alguns virus envelopados.
De modo geral, ligam-se a membrana desses microrganismos e atuam como enzimas
liticas que promovem a formacéo de poros que causam efluxo de ions e nutrientes
(Maldonado-Contreras e McCormick, 2011). Sua producdo € estimulada pela
presenca de componentes ou produtos microbianos, bem como pelo sistema imune
(Zhang e Gallo, 2016).

As zonas de oclusdo, por sua vez, consistem em uma série de proteinas
estruturais organizadas e reguladas de forma a controlar a passagem de moléculas
através do espaco entre as células do epitélio (Marchiando et al., 2010). Disturbios a
estas zonas de oclusao levam o epitélio a se tornar mais permeavel. Mais descrita no
trato gastrointestinal, a sindrome inflamatoria associada a estas alteragdes na fungéo

das zonas de oclusdo é chamada sindrome do intestino permeavel (ou “leaky gut’)
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(Kvidera et al., 2017). Esse aumento de permeabilidade, entretanto, também ocorre

nos tratos respiratorio e reprodutivo (Chase e Kaushik, 2019).

A lamina proépria é uma camada de tecido conjuntivo localizada logo abaixo do
epitélio e que contém células de musculo liso, vasos sanguineos e uma variedade de
células imunes como macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos, linfécitos e

mastocitos.

Linfécitos B modificados em células plasmaticas presentes na lamina propria
produzem e secretam IgA dimérica, transportada pelos receptores de poli-
imunoglobulina da membrana basal das células epiteliais até a superficie dessas
células. Nesse local, esses receptores séo clivados e o produto desse processo, 0O
‘componente secretor”, permanece ligado a IgA dimérica (conjunto nomeado IgA
secretora [slgA]) e protege a molécula de IgA contra a agdo de enzimas proteoliticas,

além de ser responsavel por fixa-la a superficie mucosa (Maynard et al., 2012).

O sistema respiratorio apresenta algumas particularidades em relacédo ao
funcionamento do sistema imune em sua mucosa. O epitélio mucoso do trato
respiratorio € formado pelas ja mencionadas células epiteliais ciliadas, que sao
especializadas em eliminar particulas e patégenos que a todo momento chegam via
respiracdo para impedi-los de chegar ao trato respiratério inferior via depuracao
mucociliar. A partir deste mecanismo, as particulas depositadas sobre a superficie do
epitélio respiratério sdo transportadas até a faringe, onde seréo deglutidas, ou levadas
até a cavidade nasal. Essa “esteira mucociliar” se da pela movimentacdo dos cilios
alcangando a camada mucosa em que as particulas estdo presas (Derscheid e
Ackermann, 2013; Robinson, 2014b).

O tecido linféide associado a nasofaringe (NALT) € um excelente tecido alvo
para vacinas com acgao local, visto que apresenta uma grande quantidade de foliculos
linféides e contém células M, que facilitam o acesso de antigenos ao sistema imune
para formagao de resposta adaptativa (Brandtzaeg, 2011; Osman et al., 2018). Seu
microbioma € rico e contém microrganismos comensais, mas também possiveis
patdbgenos, como as principais bactérias implicadas nos casos de broncopneumonia
em bezerros: Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus somni e
Mycoplasma bovis (Osman et al., 2018; Timsit et al., 2016a).



27

O trato respiratério inferior possui um epitélio mucoso que desempenha as
mesmas fungdes que o epitélio do trato respiratério superior. Nos alvéolos, contudo, o
muco € substituido pelo surfactante, cuja principal fungdo € a de manter a tenséo
superficial dos alvéolos e impedir que colabem, mas também estimula fagocitose
(Bernhard, 2016). Além disso, a principal linha de defesa contra particulas inaladas e
patdégenos microbianos nos pulmdes sao os macrofagos alveolares (Robinson,
2014b). O tecido linfoide associado aos brénquios (BALT) também apresenta células
M e produz IgA (Osman et al., 2018). O microbioma do trato respiratorio inferior, por
sua vez, tem uma microbiota de menor densidade e complexidade que o
nasofaringeano. Em animais saudaveis, inclusive, espera-se a auséncia de

microrganismos nos alvéolos (Man et al., 2017).

Assim, com o conhecimento de como se forma e funciona o sistema imune de
bezerros, € possivel compreender melhor sua relagdo com a microbiota, tanto
passando por modulagdes mediadas por ela, como sendo fator de influéncia sobre a
formagcdo e manutengdo da comunidade microbiana nos diferentes sitios de
colonizacdo no animal. No caso do trato respiratorio, essa interacdo vai ser
particularmente importante, visto o papel central do microbioma sobre a ocorréncia de

infeccdes respiratorias, notadamente das broncopneumonias, em bovinos.

3.2. Microbioma respiratério bovino

O avancgo tecnologico em analises independentes de cultura, por meio de
plataformas de sequenciamento de nova geracdo, em particular abordagens de
metagendmica, permitiram um melhor entendimento da composi¢gao de comunidades
microbianas e como elas se estabelecem para formar a microbiota de diferentes

sistemas dos animais (Turnbaugh et al., 2007).

3.2.1. Colonizagao microbiana em bovinos

O microbioma é um ecossistema dinamico, que depende profundamente de
fatores ligados ao hospedeiro que exercem papel fundamental na selecédo, adaptacao
e estabilizagdo de comunidades microbianas. Assim, o entendimento da colonizagao

bacteriana deve considerar o desenvolvimento do préprio animal e estudos diferentes
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ja demonstraram que o microbioma bovino sofre mudancgas ao longo da vida (Furman
et al., 2020; Jami et al., 2013). Tipo de parto, tipo de aleitamento, idade, forma de
desaleitamento, vacinas aplicadas, bem como fatores ambientais e genéticos podem
influenciar essas mudancgas (Clemmons et al., 2019; Oh et al., 2014; Rinninella et al.,
2019).

Alguns autores apontam o inicio da colonizagdo microbiana de mamiferos ainda
na vida uterina, a partir de evidéncias da presenga de microrganismos no liquido
amniotico (Aagaard et al., 2014; D’argenio, 2018; Walker et al., 2017), mas esse é um
tema ainda ndo completamente elucidado. De forma geral, considera-se 0 momento
do nascimento como ponto de partida para o estabelecimento da microbiota desses
animais a partir da microbiota da vagina e da pele maternas; e do ambiente
(Cholewinska et al., 2020; Lima et al., 2016).

Pensando nisso, o tipo de parto (vaginal ou via cesariana) afeta o microbioma
inicial de bezerros. Diferentes estudos corroboram esta tese, demonstrando que o
parto vaginal leva a uma microbiota mais rica, uniforme e diversa em bezerros quando

comparado ao parto via cesariana (Furman et al., 2020; Greenhalgh et al., 2016).

Em bovinos, a colonizagédo do trato gastrointestinal € a mais estudada,
principalmente a formacgao da microbiota ruminal. Neste ambiente, bezerros de parto
vaginal tém o filo Proteobacteria como o0 mais abundante, mas também se destaca a
presenca dos filos Bifidobacteria e Bacteroides (associados ao trato gastrointestinal)
e dos géneros Prevotella e Butyrivibrio (associados ao canal vaginal) (Cunningham et
al., 2018; Furman et al., 2020). Ja bezerros de parto via cesariana tém uma tendéncia
a serem colonizados pelo filo Firmicutes e pelos géneros Peptostreptococcus e Dorea
(Furman et al., 2020).

No trato respiratorio, a colonizagao também tem inicio imediatamente apds o
nascimento e possui rapida evolugao nas primeiras semanas de vida. Em bezerras
leiteiras, a microbiota nasofaringeana sofre grande influéncia da microbiota vaginal
materna, com 73%, 76% e 87% das unidades taxon6micas operacionais (OTUs)
detectadas aos 3, 14 e 35 dias de idade, respectivamente, sendo compartilhadas entre
essas microbiotas (Lima et al., 2019). Até os 14 dias de vida, é esperado um aumento

consideravel na abundancia bacteriana na nasofaringe, com uma estabilizagcao ou
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discreta diminui¢ao até os 35 ou 42 dias. O periodo até os 14 dias de idade é, portanto,
crucial para o estabelecimento da microbiota e determinante para a saude respiratoria
em bezerros (Lima et al., 2016, 2019; Osman et al., 2018).

Nesta fase, até 70% da diversidade bacteriana da nasofaringe é representada
por bactérias do filo Proteobacteria. Depois dos 14 dias, essa diversidade aumenta e
outros filos, como Tenericutes, Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes se tornam
mais abundantes (Lima et al., 2016, 2019; Osman et al., 2018). Por sua vez, os
géneros mais abundantes sdo Mannheimia, Moraxella, Mycoplasma, Psychrobacter e
Pseudomonas (Lima et al., 2016, 2019).

Por ser o local de maior densidade microbiana, a microbiota nasofaringeana
em bovinos € a mais avaliada, mas os demais sitios do sistema respiratorio possuem
microbiotas proprias e distintas (McMullen et al., 2020). Durante muitos anos,
inclusive, acreditou-se na teoria de que os pulmdes eram um ambiente estéril e esta
afirmacao foi reproduzida sem suficientes informacdes para corrobora-la em
diferentes textos académicos (Cotran et al., 1999). Hoje esta ideia ja foi devidamente
contradita, e estudos utilizando abordagens moleculares modernas demonstraram
que nao apenas microrganismos vindos das vias aéreas chegam aos pulmdes, como
se mantém no local uma microbiota residente bem definida, embora menos abundante
que nos demais sitios do sistema respiratério (Dickson et al., 2016; McMullen et al.,
2020).

Ainda nao esta completamente elucidado o momento em que a microbiota
respiratoria se estabelece completamente e atinge a estabilidade apds o nascimento,
embora ja se saiba que eventos estressantes podem causar desequilibrios a
microbiota respiratéria em geral, e a nasofaringeana em particular. O transporte de
bezerros e sua entrada em sistemas de confinamento, por exemplo, causam
mudancas a microbiota nasofaringeana que volta a se estabilizar apenas cerca de 40

dias ap6s a chegada dos animais (Timsit et al., 2016a).

O processo de colonizacao bacteriana tem papel decisivo na saude respiratéria,
nao so pelo estabelecimento de uma microbiota saudavel ou ndo, mas também porque
a microbiota interfere diretamente na maturagdo e manutengdo do sistema imune

local, mecanismo conhecido como imunomodulagdo. Para compreendé-lo melhor, no
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entanto, é necessario entender o funcionamento do sistema imune respiratério, o que

passa necessariamente pela compreenséo da imunidade de mucosas.

3.2.2. Composicao da microbiota respiratoria bovina

A microbiota do trato respiratorio bovino € dominada por seis filos principais
(Proteobacteria,  Firmicutes,  Tenericutes, Actinobacteria, Fusobacteria e
Bacteroidetes), porém estes se distribuem de formas distintas ao longo dele
(McMullen et al., 2020).

As microbiotas dos tratos respiratorios superior (TRS) e inferior (TRI) de
bovinos ja foram comparadas em diferentes ocasides, porém com amostras limitadas
a suabes nasais ou nasofaringeano no TRS e a lavados traqueais ou
bronquioalveolares no TRI, sem uma distincdo maior entre os locais no trato
respiratorio (Nicola et al., 2017; Zeineldin et al., 2017; Timsit et al., 2018). Mais
recentemente, McMullen et al. (2020) compararam amostras de 17 pontos diferentes
do trato respiratério de bovinos saudaveis e que ndo haviam sido tratados com
antimicrobianos e puderam fazer uma analise mais minuciosa das variagdes da
microbiota respiratoria bovina. Em sua avaliagéo, os autores puderam determinar em
relacdo ao TRS que o filo Proteobacteria prevaleceu nas narinas, nasofaringe e
orofaringe, enquanto Firmicutes esteve presente em maior quantidade no assoalho no
palato duro e Fusobacteria foi predominante nas tonsilas. Quanto aos géneros
presentes, Mycoplasma foi predominante em narinas e nasofaringe, Streptococcus no

assoalho do palato duro, Bibersteinia na orofaringe e Fusobacterium nas tonsilas.

Outro género que se destaca pela sua abundancia no TRS em diferentes
avaliagcdes € Moraxella (Nicola et al., 2017; Zeineldin et al., 2017; McMullen et al.,
2019; McMullen et al., 2020). Seu papel na ocorréncia de broncopneumonia em
bezerros ja foi questionado, mas este € um assunto ainda nao pacificado (Lima et al.,
2016). McMullen et al. (2019) observaram que Moraxella bovoculi foi uma das
principais bactérias que determinaram diferencas na composicdo da comunidade
microbiana entre bezerros saudaveis e que desenvolveram broncopneumonia, com
uma abundancia maior na nasofaringe de animais saudaveis. Esse achado foi

complementado por McMullen et al. (2020), que encontraram M. bovoculi em grande
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abundancia nas narinas e nasofaringe de bovinos saudaveis, o que pode indicar que

cepas dessa bactéria fagam parte da microbiota nasal normal.

Dentre os diferentes ambientes do TRS de bovinos, o que mais se assemelha
aos pulmdes, no que diz respeito a microbiota, € a nasofaringe (McMullen et al., 2020),
indicando que ela é a fonte primaria de bactérias para os pulmdes e pode ser um 6timo
alvo de manipulagdes com o intuito de prevenir e tratar broncopneumonias em

bezerros.

A concepcédo de um trato respiratorio inferior (TRI) estéril, especialmente os
pulmdes, foi amplamente aceita durante anos. Hoje, no entanto, ja esta comprovada
a presenga de uma microbiota residente unica em bovinos (Nicola et al., 2017;
Zeineldin et al., 2017; Timsit et al., 2018). As comunidades bacterianas no TRI s&o
menos ricas e diversas que no TRS, o que é justificado pela constante exposi¢cao do
TRS a comunidades microbianas transportadas pelo ar ambiente (Nicola et al., 2017;
Timsit et al., 2018). Além disso, algumas bactérias, como Mycoplasma spp. (Nicola et
al., 2017; Timsit et al., 2018; Stroebel et al., 2018) e Pasteurella spp. (Nicola et al.,
2017; Zeineldin et al., 2017) normalmente s&o mais ricas no TRl em comparagao com
o TRS.

Apesar das diferengas entre microbiotas, a maioria dos géneros bacterianos
identificados no TRI também estao presentes no TRS (Nicola et al., 2017; Zeineldin et
al., 2017; McMullen et al., 2020). O motivo € que, em animais saudaveis, a composi¢ao
bacteriana do TRI & determinada mais por um fluxo constante (imigracéo e eliminagao)
de bactérias transitérias originarias do TRS do que pela replicacdo de bactérias
residentes (Dickson et al., 2017). Enquanto em humanos as bactérias que chegam
aos pulmdes originam-se principalmente da orofaringe e da boca (Dickson et al.,
2017), em bovinos a nasofaringe parece ser a fonte primaria de bactérias para o TRI
(McMullen et al., 2020).

Mesmo entre as estruturas que compdem o TRI ha diferengas na composi¢ao
da microbiota. Em seu estudo, McMullen et al. (2020) puderam caracterizar
metacomunidades bacterianas distintas em traqueia e brénquios das porgdes cranial
e caudal do lobo pulmonar cranial direito e de brénquios primarios e secundarios nos

lobos pulmonares caudais direito e esquerdo. Esta diferenga é esperada, visto que ha
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diferencgas fisiolégicas e bioquimicas entre os diferentes locais no trato respiratorio,
como variagdes de pH, niveis de CO2, temperatura, tipos de células epiteliais,
espessura da mucosa e células imunes (Dickson et al., 2015; Glendinning et al., 2016;
Chase e Kaushik, 2019).

Ainda nesta caracterizagao, McMullen et al. (2020) puderam demonstrar que o
filo Tenericutes dominava a traqueia distal e os pulmdes, com exceg¢ao dos brénquios
secundarios dos lobos caudais direito e esquerdo, que eram colonizados

principalmente pelo filo Actinobacteria.

Mycoplasma é um dos géneros mais comumente identificados em nasofaringe
e pulmdes de bovinos (Holman et al., 2017; Nicola et al., 2017; Timsit et al., 2018;
McMullen et al., 2020), com alguns trabalhos apontando maiores abundancias
relativas em pulmdes, especialmente de M. dispar (Timsit et al., 2018; McMullen et al.,
2020). O papel de M. dispar na saude respiratoria ainda nao esta claro, mas esta
espécie ja foi identificada em pulmdes saudaveis e com pneumonia (Howard et al.,
1987; Tortorelli et al., 2017) e, mesmo tendo mostrado varios fatores de viruléncia para
células epiteliais bovinas e efeitos imunossupressores, M. dispar esta associado
apenas a infecgbes respiratérias mais leves e, provavelmente, ndo é um agente
causador de broncopneumonia em bezerros (Howard et al., 1987; Tortorelli et al.,
2017; Chen et al., 2019). No entanto, se M. dispar exerce algum efeito de protecao,
ao inibir Mycoplasma bovis em bovinos saudaveis pela competicdo por sitios de

adesao, por exemplo, ainda ndo se sabe (McMullen et al., 2020).

Deste modo, abordagens de sequenciamento de nova geragédo vém mudando
a forma de analisar a composicao da microbiota respiratéria bovina e melhorando o
entendimento dos processos envolvidos na ocorréncia de broncopneumonias em

bezerros como uma consequéncia de disbiose do trato respiratério superior.

3.2.3. Fatores que afetam a colonizagdo e manutencao da microbiota respiratoria

A colonizagdo microbiana do trato respiratéorio e a manutencdo dessa
microbiota sdo processos multifacetados, moldados pela interagdo continua entre o
ambiente, as caracteristicas fisiolégicas do hospedeiro e as propriedades intrinsecas

dos préprios microrganismos. Ademais da ja abordada influéncia do tipo de parto e
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das caracteristicas ecoldgicas do local do sistema respiratério sobre a composigao da
microbiota, temos o sistema imune exercendo um papel crucial no estabelecimento e
controle da comunidade microbiana formada. Ainda, quando se trata de bovinos,
condigdes de manejo do inicio da vida desses animais merecem destaque quanto a
sua relagdo com a microbiota desses animais. Em especial, serao abordadas as

influéncias da dieta, do uso de antimicrobianos e da aplicagao de vacinas.

3.2.3.1. Interacdo microbiota e sistema imune

A interacdo entre a microbiota e o sistema imune é um campo de estudo
complexo e dinamico, fundamental para a compreensao da saude e da doenca, bem
como da colonizagdo microbiana do hospedeiro. Embora os mecanismos de
imunomodulagao estejam melhor consolidados e sejam mais explorados, o efeito do
sistema imune sobre a microbiota também tem sua importancia e o entendimento de
como os componentes imunes do hospedeiro, como os anticorpos, moldam a
composicao e a funcido das comunidades microbianas pode elucidar em parte as
variagdes nas comunidades bacterianas durante a colonizagao até a estabilizagdo do

microbioma do hospedeiro.

Imunomodulacdo pode ser compreendida, de modo amplo, como qualquer
intervengcdo com o objetivo de modificar a resposta imune, seja para estimula-la ou
inibi-la, e ao longo dos anos tém-se explorado seu uso terapéutico (Dham, 1995;
Strzelec et al., 2023). No inicio da vida, entretanto, tanto a microbiota quanto o sistema
imune dos bezerros esta se modificando e passando por alteragdes marcantes e um

afeta o desenvolvimento do outro (Chase, 2022; Chase e Kaushik, 2019).

A maturagdo das respostas imunes nas mucosas de bezerros neonatos esta
diretamente relacionada a interagdo das células epiteliais da mucosa com
microrganismos e/ou seus produtos e isso € essencial para o desenvolvimento do
sistema imune e para regulacdo e manutengcdo da homeostase imune (Chase e
Kaushik, 2019). A interagdo microbiota-hospedeiro se da principalmente nas
superficies mucosas, que tém que existir e se desenvolver de forma a facilitar a
colonizacgéo e estabelecimento da comunidade bacteriana local, a0 mesmo tempo em

que tém que reconhecer e responder a patdgenos (Gensollen et al., 2016).
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De modo geral, o hospedeiro se beneficia da presenga de bactérias comensais
com seu efeito no estimulo ao estabelecimento de uma microbiota saudavel e na
inibicdo da colonizagao por patdégenos, mas também na modulagao da resposta imune
(Anderson et al., 2010; Audy et al., 2012; Riedel et al., 2006). A presenca dessas
bactérias na superficie mucosa incita o desenvolvimento do sistema imune inato, com
efeito sobre componentes como as zonas de oclusédo e a secre¢do de muco, IgA e
peptideos antimicrobianos (Ewaschuk et al., 2008; Kato et al., 2014). Da mesma
forma, ha a influéncia sobre fatores do sistema imune adaptativo como a ativagao de
células apresentadoras de antigeno (células dendriticas e macréfagos), linfécitos B, T
e T reguladores (Huhta et al., 2016).

Em bovinos, ja existem estudos que abordaram essa interagdo microbiota-
hospedeiro no trato gastrointestinal, utero, glandula mamaria e trato respiratério com
conclusdes que caminham para um mesmo sentido, de que a interagao é fundamental
para a maturagao e funcionamento do sistema imune e que ha a possibilidade de
manipular essa microbiota com fins terapéuticos e/ou preventivos (Gomez et al.,
2019).

Estudos sobre o0 microbioma respiratorio bovino, contudo, sdo mais abundantes
na caracterizagdo da microbiota em diferentes pontos do trato respiratério ou de
variagdes que levam a ocorréncia de doengas do que no entendimento de seu
estabelecimento e influéncia sobre o sistema imune do neonato (Gaeta et al., 2017;
Lima et al., 2016; McMullen et al., 2020). Esse efeito imunomodulatério € mais
explorado em outros modelos animais, mas os resultados desses estudos podem ser
transpostos para o bovino e fomentar novas hipéteses sobre o tema. As propriedades
imunoestimulatérias de bactérias comensais, por exemplo, foram demonstradas a
partir de estudos de desenvolvimento imune e funcional de sistemas como o
gastrointestinal e respiratério com modelos animais gnotobidticos, particularmente
ratos germ-free, em que a presenga de uma microbiota comensal foi fundamental para
a resposta adequada contra patdégenos nesses animais (Brown et al., 2017; Vicentini
et al., 2021).

Se levada em conta uma outra abordagem, que avalia a resposta imune apdés
um desequilibrio importante no microbioma (disbiose), também ja é sabido que este
possui um efeito deletério ao sistema imune, particularmente na resposta inata, com

a deplecdo da zona de destruicdo em consequéncia do estreitamento da camada de
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muco e diminui¢ao drastica da producgao de slgA e peptideos antimicrobianos (Chase,
2022).

Em se tratando da influéncia especifica de bactérias probidticas sobre o
sistema imune do hospedeiro, mecanismos diferentes ja foram elucidados e
associados a agao dessas bactérias com impacto positivo na modulacéo da resposta
imune e sobre o desenvolvimento do sistema imune a partir de uma série de estimulos
gerados pela presenca dessas bactérias no ambiente mucoso. Esses estimulos
moldam ndo apenas a resposta local, como tém potencial de provocar respostas
sistémicas, e ativam tanto respostas inatas quanto adaptativas, cada uma a sua

maneira (Mazziotta et al., 2023).

Um desses mecanismos, que € bastante estudado e afeta a resposta inata é o
estimulo a expressao de receptores reconhecedores de padrdo (PRRs) na superficie
das células epiteliais, notadamente receptores do tipo Toll (TLRs), receptores similares
ao dominio de oligomerizagao ligante de nucleotideo (NOD-like receptors [NLRs]) e

receptores de lectina tipo C (C-type lectin receptors [CTRs]).

E por meio de TLRs que o sistema imune inato reconhece um grande nimero
de estruturas quimicas de patdégenos, como os lipopolissacarideos (LPS) de bactérias
Gram-negativas e acidos lipotecoicos (LTA) de bactérias Gram-positivas, e a partir
disso é capaz de sinalizar a presenga de microrganismos patogénicos e dar inicio a
uma cascata de mecanismos de defesa imunoldgica, ao incitar respostas de células
dendriticas, que levam a produgéao de citocinas pré- e anti-inflamatérias e a regulagéo
positiva e negativa das moléculas de superficie celular (Anderson et al., 2010;
Granucci e Ricciardi-Castagnoli, 2003). Inclusive, sédo as células dendriticas, junto aos
macrofagos, as principais responsaveis pela expressao de TLRs, embora outras
células, como linfocitos B e células epiteliais, também expressem esse tipo de receptor
(Goémez-Llorente et al., 2010).

Por sua funcdo, TLRs sdo de suma importancia para a defesa inata contra
patdbgenos e acionam respostas imunes adaptativas. Em mamiferos, existem 11
receptores do tipo Toll (TLR1 — TLR11) e, em humanos, TLR1, TRL2, TLR4, TRL5,
TLR6 e TLR10 estdo associadas a membrana celular externa e respondem
primariamente a PAMPs da superficie bacteriana. TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9



36

apresentam-se nas superficies de endossomos e respondem primariamente a PAMPs
a base de acido nucleico de virus e bactérias. A sinalizacdo via TRL controla a
maturacao de células dendriticas e a sinalizacdo via TLR9 é fundamental para a
mediacao do efeito anti-inflamatério de probidticos na superficie epitelial (Bermudez-
Brito et al., 2012; Goémez-Llorente et al., 2010; Plaza-Diaz et al., 2019). A ativagao de
TLR9 induz vias de sinalizagdo intracelulares para a expressao, através das
superficies apical e basolateral, de fatores de necrose kappa beta (NF-k3) e tumoral
alfa (TNF-a) (Bermudez-Brito et al., 2012; Lee et al., 2006).

Diferentes cepas de bactérias com potencial probiético, como Bifidobacterium
breve, Lacticaseibacillus (Lactobacillus) rhamnosus e Lacticaseibacillus
(Lactobacillus) casei induzem a producdo de quantidades distintas de citocinas em
células imunes primarias de humanos e ratos. B. breve, por exemplo, induz a produgao
de citocinas via ativacado de TLR9, resultando em um perfil inflamatério mais brando,

0 que se deve também aos seus efeitos inibitorios sobre TLR2 (Plantinga et al., 2011).

O TRL2 também ¢é importante para a dindmica com probioticos, ao se ligar a
componentes da parede celular de lactobacilos, estimulando a producéo de citocinas
(Ren et al., 2016; Wells, 2011). Shida et al. (2009) demostraram que L. casei, L.
rhamnosus, Lacticaseibacillus  (Lactobacillus) zeae e Limosilactobacillus
(Lactobacillus) fermentum induzem grande producgao, por macrofagos, de interleucina
12, que media a resposta inicial a microrganismos intracelulares e induz a imunidade
mediada por células. Vizoso Pinto et al. (2009), ainda, demonstraram que L.
rhamnosus GG e Lactiplantibacillus (Lactobacillus) plantarum BFE 1685 aumentam a

atividade de TLR2 em células intestinais de humanos.

Bifidobacteria spp. também estimula TLR e B. breve C50, especificamente,
induz a maturagdo, a producdo de IL-10 e prolonga a sobrevivéncia de células
dendriticas (Hoarau et al., 2006). Zeuthen i. (2008) foram capazes de concluir, ainda,

que o efeito imunoinibitério de bifidobactérias € dependente de TLR2.

No sistema respiratério, diferentes estudos demonstraram a capacidade
imunomodulatéria de lactobacilos administrados por via intranasal, regulando

beneficamente a resposta imune inata contra virus induzida pela ativacdo de TLR3,
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melhorando a proteg¢ao contra virus sincicial respiratorio e influenza em camundongos
e SARS-CoV-2 in vitro (Clua et al., 2020; Islam et al., 2021; Zelaya et al., 2015).

A importancia dos receptores do tipo NOD se da pelo reconhecimento que
fazem de peptidoglicanos. Dentre eles, NOD1 e NOD2 sédo expressos por células
imunes e o reconhecimento de peptidoglicanos de lactobacilos por NOD2 foram
relacionados a mediacao de efeitos anti-inflamatérios destas bactérias em modelos

de colite (Macho Fernandez et al., 2011).

Alguns patdégenos escapam do sistema imune ao ligar-se ao receptor DC-SIGN
(dendritic cell-specific intercelular adhesion molecule-grabbing), uma molécula nao-
integrina lectina tipo C de células dendriticas. A ligacdo a esse receptor afeta a
maturacdo de células dendriticas e aumenta a expressdo de IL-10, reduzindo a
capacidade dessas células na indugédo de resposta contra patégenos mediada por
linfocitos T. Essa atividade de ligagao a DC-SIGN ja foi descrita em algumas cepas de
Lactobacillus spp., o que pode refletir em um efeito imunomodulatério também por

essa via (Konstantinov et al., 2008; Pretzer et al., 2005).

Além de sua influéncia sobre PRRs, diferentes espécies de bactérias
probidticas estimulam fortemente a produgao de sIgA, o que leva a uma melhora na
funcao de barreira da imunidade mucosa (Harbige et al., 2016; Plaza-Diaz et al., 2013;
Wang et al., 2016). Ainda, no sistema digestivo a estrutura das vilosidades intestinais,
a producdo de mucina pelas células caliciformes e a produgdo de peptideos
antimicrobianos pelo epitélio sofre influéncias positivas de bactérias probioticas
(Galdeano et al., 2011; Schlee et al., 2008; Tobita et al., 2010).

Enquanto o efeito da microbiota sobre o desenvolvimento do sistema imune,
especialmente o de mucosas, € bastante documentado (Cangiano et al., 2023; Villot
et al., 2020; Wopereis et al., 2014), o efeito contrario, ou seja, a influéncia do sistema
imune sobre a composi¢ao da microbiota, ainda esta sendo explorada e compreendida
(Kato et al., 2014; Kubinak e Round, 2016).

Esta influéncia pode ser explorada por alguns angulos, mas que passam,
invariavelmente pela dindmica da imunidade de mucosas, que esta em contato direto

e se molda a partir da microbiota local (Chase et al., 2022). Assim, podemos pensar
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na interagao entre os componentes celulares do sistema imune ou dos anticorpos com
a microbiota.

No intestino, a depender do segmento, 10 a 80% das bactérias que compdem
a microbiota local estdo ligados a IgA (Bunker et al., 2015), imunoglobulina mais
abundantes do sistema imune de mucosas. Esta ligacdo se da a um grupo de
bactérias especificos, que sdo as intimamente associadas aos tecidos dos
hospedeiros (Bunker et al., 2015; Planer et al., 2016), e a partir dai inicia-se o
entendimento da influéncia das imunoglobulinas sobre a composi¢do da microbiota.
Kubinak e Round (2016) nomearam este mecanismo de “antibody-mediated
immunoselection — AMIS”, ou imunoselecdo mediada por anticorpos, em tradugao
livre, indicando que ha uma selegéo de bactérias pelas imunoglobulinas presentes nas

mucosas, até certo nivel.

Além disso, a slgA auxilia na selecdo de antigenos do lumen intestinal,
melhorando a apresentagéo de antigenos pelas APCs aos linfécitos B e T nas placas
de Peyer (Mantis et al., 2002). Tanto os peptideos antimicrobianos quanto a sigA
representam um dos principais mecanismos de defesa nao inflamatérios do intestino
e ajudam a moldar a composi¢ao da microbiota intestinal na proximidade das células
epiteliais (Pabst et al., 2016).

Até onde foi possivel buscar, ndo ha trabalhos que explorem esse mecanismo
no sistema respiratério, mas ¢é plausivel inferir que o comportamento das

imunoglobulinas do sistema imune mucoso respiratorio seja 0 mesmo.

Para além dessa interagao com o sistema imune, existem evidéncias da relagao
da microbiota, especialmente na fase de colonizagdo microbiana, com tipo de parto,
ambiente, dieta, tratamento com antimicrobianos e administracdo de vacinas. Dentre
estes, a dieta, os antimicrobianos e as vacinas serdo consideradas com mais

aprofundamento a seguir.

3.2.3.2. Efeito do manejo alimentar e sanitario sobre a microbiota

A dieta, especialmente na fase inicial da vida dos bovinos, exerce um efeito
profundo na estrutura e diversidade da microbiota intestinal, funcionando como um

catalisador fundamental para o estabelecimento de um microbioma saudavel.
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O colostro, em particular, acelera a colonizagao bacteriana total, aumentando a
densidade bacteriana (Malmuthuge et al., 2015). Quando tratado termicamente
(pasteurizacdo), é responsavel por uma aumento de 3,2 vezes na prevaléncia de
Bifidobacterium, além de reduzir (cerca de 58 vezes menos) a colonizagdo por
patdogenos potenciais, como a Escherichia coli, quando comparado a animais nao

colostrados (Malmuthuge et al., 2015).

Ainda, o colostro contém oligossacarideos resistentes a digestdo que agem
como prebioticos, estimulando o desenvolvimento de espécies chave, como
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. Essas bactérias fermentam os
oligossacarideos em Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC) e &cido latico,
diminuindo o pH local e, competitivamente, excluindo grupos bacterianos menos
adaptados (Fischer et al., 2018). Os AGCC sao responsaveis, ainda, por fornecer
energia para as células epiteliais do intestino, pelo estimulo a liberagdo de mucina
pelas células caliciformes e por atuar como moléculas de sinalizagado (Donohoe et al.,
2012; Kim et al., 2016; Liu et al., 2012). Além disso, modulam a fungdo imune,
promovendo a expansao de células T reguladoras (Tregs) e estimulando a secregao
de IgA (Atarashi et al., 2013).

Adicionalmente, compostos antimicrobianos, como lactoferrina e lisozimas,
presentes no colostro, reduzem a carga microbiana proxima as células epiteliais,

promovendo um ambiente regulado (Laforest-Lapointe e Arrieta, 2017).

Com o avancar da idade e, consequentemente, com a mudanca da dieta em
bezerros, que deixam de se alimentar com leite para consumir alimentos sélidos
(forragens e concentrados de origem vegetal), o perfil microbiano no trato
gastrointestinal também muda. Jami et al. (2013) caracterizaram essa evolugao,
destacando o processo ordenado de colonizagao bacteriana no rimen de bezerros.
Os animais foram avaliados desde o nascimento até os dois anos de idade e, de modo
geral, observou-se um aumento da diversidade da microbiota ao longo do tempo,
porém este foi acompanhado de um aumento na similaridade da comunidade entre
individuos da mesma idade. Destaca-se a mudancga no perfil de géneros bacterianos
do filo Bacteroidetes presente no rimen desses animais. Ao passo que bezerros mais
jovens apresentavam um predominio de Bacteroides enquanto se alimentavam de

leite e colostro (alimentos ricos em carboidratos e gorduras, respectivamente), a partir
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dos seis meses de idade os animais, momento em que ja recebiam uma dieta rica em

fibras, apresentaram um predominio de Prevotella.

Dessa forma, podemos ressaltar o impacto do tipo de alimento na composigcao
predominante da microbiota gastrointestinal. Esse efeito, entretanto, pode atingir até
certa medida a composi¢cao da microbiota nasofaringeana em bezerros. Uddin et al.
(2024) identificaram a influéncia da microbiota do trato gastrointestinal sobre a saude
respiratoria, por meio da imunomodulagdo e de produtos metabdlicos, sugerindo a

existéncia de um eixo funcional pulm&o-intestino em bezerros.

Antimicrobianos também influenciam de forma significativa a microbiota em
formacdo dos bezerros. O uso profilatico de microbianos ao nascimento ou nas
primeiras semanas de vida, bem como a alimentagcdo com leite de descarte (que
geralmente inclui leite proveniente de vacas em tratamento com antimicrobianos), séo

praticas relatadas na criagao de bezerros (USDA, 2014; Uyama et al., 2022).

Em estudos que avaliam a microbiota intestinal, fica evidente o efeito do uso
profilatico de antimicrobianos e da alimentacdo com leite de descarte como
causadores de disbiose (Fallani et al.,, 2011). A disbiose induzida pelo uso de
antimicrobianos estabelece um profundo impacto no metabolismo sistémico do
hospedeiro. Essencialmente, a redugdo da diversidade microbiana e das bactérias
benéficas — como Lactobacillus e Bifidobacterium — leva ao comprometimento da
barreira mucosa intestinal, resultando na diminuicdo da producéo de slgA e de Acidos
Graxos de Cadeia Curta (AGCC), estreitamento da camada de muco e aumento da
permeabilidade intestinal (Jeon et al., 2012; Tamburini et al., 2016). Essa
desregulagao permite maior contato entre o conteudo luminal e o epitélio, promovendo
inflamacao e desencadeando respostas imunes indesejadas, o que constitui um dos
principais mecanismos de perturbagao da homeostase intestinal (Laforest-Lapointe e
Arrieta, 2017).

Em paralelo, a alteracdo microbiana perturba criticamente o eixo microbiota-
acidos biliares, um sistema de sinalizacao essencial. Os acidos biliares, para além da
sua fungdo como emulsificantes de gordura, atuam como potentes moléculas
sinalizadoras que regulam o metabolismo lipidico e a inflamagao via receptores
nucleares (FXR) e de superficie celular (TGR5) no figado, intestino e tecidos

periféricos (Lefebvre et al., 2009; Ipharraguerre et al., 2018). A microbiota é
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fundamental, pois transforma os acidos biliares primarios do hospedeiro em
secundarios, alterando o seu poder de sinalizagdo (Lefebvre et al., 2009). A
administracdo de antimicrobianos, ao reduzir as bactérias modificadoras de acidos
biliares, desregula drasticamente o perfil e a concentragéo desses acidos, resultando
em alteragdo na expressao de genes relacionados ao metabolismo e a ativagao imune

no figado e no tecido adiposo (Cangiano et al. 2023a).

No trato respiratdrio, vém sendo estudados os efeitos moduladores de
tratamentos metafilaticos com antimicrobianos injetaveis sobre a composicdo da
microbiota nasofaringeana, visto que esta é uma pratica comum em animais na
chegada a confinamentos (DeDonder e Apley, 2015), justamente com o intuito de
prevenir a ocorréncia de broncopneumonias nessa categoria animal. Os principais
antimicrobianos utilizados para esse fim sdo a Tulatromicina e a Oxitetraciclina
(USDA, 2013).

Amat et al. (2023) avaliaram a microbiota nasofaringeana de bezerros de seis
meses de idade apds a aplicacdo metafilatica de Tulatromicina, e observaram que
houve alteracdo na estrutura, diversidade e composi¢cado desta microbiota. Enquanto
o numero total de bactérias diminuiu (especialmente das pertencentes ao filo
Proteobacteria), a diversidade e a riqueza aumentaram sete dias apds a metafilaxia.
Os autores concluem, no entanto, que esse aumento de diversidade resulta de uma
microbiota mais permissiva a colonizagdo por bactérias exdégenas apds a aplicagao
de Tulatromicina, visto que foi observada uma alteragao nas relagdes ecoldgicas entre

as bactérias presentes nesse microbioma.

Holman et al. (2019) também avaliaram o efeito da Tulatromicina, assim como
da Oxitetraciclina, sobre a microbiota de nasofaringe de bezerros, e observaram um
efeito significativo da Tulatromicina até cinco dias apds a aplicagéo (sem aumento da
diversidade) e da Oxitetraciclina até 34 dias apds a aplicagdo (com aumento da
diversidade), sendo as bactérias da familia Microbacteriacea as mais afetadas por

esses antimicrobianos.

A duracdo do efeito dos antimicrobianos sobre a microbiota de nasofaringe,
inclusive, foi alvo de analise em outros trabalhos. Amat et al. (2023) acompanharam

0s animais até 42 dias apds a aplicagdo de Tulatromicina e Holman et al. (2018)
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durante 60 dias apds a aplicagao de Tulatromicina ou Oxitetraciclina e, em ambos os
casos, o efeito persistiu durante todo o periodo de avaliacéo, indicando um efeito

modulador de longo prazo.

Contudo, além dos efeitos sobre a composicdo da microbiota, os
antimicrobianos tém agao na selec¢ao de cepas resistentes e no aumento da presencga
de genes de resisténcia. Snyder et al. (2017) observaram rapida transmissao de uma
cepa de M. haemolytica resistente a tulatromicina ap6s o uso em massa deste
antimicrobiano na chegada ao confinamento. Em um cenario similiar, a administracao
parenteral de tulatromicina e oxitetraciclina provocou um aumento na abundancia dos
genes de resisténcia erm(X), sul2, tet(M), msr(E) e tet(H) na microbiota

nasofaringeana bovina (Holman et al., 2018; Holman et al., 2019).

E por essas desvantagens que a busca por alternativas para a modulagéo da
microbiota respiratéria em bovinos vem sendo investigada. Amat et al. (2019)
selecionaram seis cepas de lactobacilos de quatro espécies diferentes (L. amylovorus,
L. bucharis [duas cepas] e L. paracasei [duas cepas]), isoladas da nasofaringe de
bovinos saudaveis, devido a sua capacidade de adesao a células do epitélio nasal
bovino, competicdo por essa adesao com Mannheimia haemolytica, e capacidade de
modulacao da expressao génica destas células (provocando uma regulacao positiva
na expressao de IL-8 e IL-6). Estas cepas foram utilizadas em testes in vivo com
bezerros leiteiros (Amat et al., 2020) e bovinos de corte (Amat et al., 2023). Os
bezerros de aptiddo leiteira foram submetidos a infeccdo experimental com M.
haemolytica apds a administracdo intranasal das cepas de probidticos. Além da
observacdo de que a administragcdo do coquetel reduziu significativamente a
colonizagao por M. haemolytica, as cepas de probidticos foram reisoladas a partir de
suabes nasais até 13 dias apds a inoculagdo e modificaram a composicdo da
microbiota nasal, reduziram sua diversidade e alteraram a relacdo entre os dez
géneros mais abundantes (Amat et al., 2020). Em bovinos de corte, a mesma
combinagdo de probidticos foi administrada por via intranasal a um grupo de 20
novilhos na chegada ao confinamento (outros dois grupos de 20 animais foram
utilizados, um grupo controle e um grupo que recebeu Tulatromicina injetavel). Suabes
nasofaringeanos foram realizados durante 42 dias e foi possivel demonstrar que a
administragcado de probidticos modificou a composigdo e diminuiu a diversidade da

microbiota nasofaringeana por todo o periodo de avaliagdo. Nao houve, entretanto,
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efeito significativo sobre a abundancia relativa de M. haemolytica, P. multocida ou H.
somni e nao foi possivel determinar o efeito do uso dos probidticos sobre a saude
respiratoria dos animais, visto que a prevaléncia de DRB no estudo foi muito baixa (5

animais positivos entre os 60 avaliados) (Amat et al., 2023).

Estes resultados sao promissores, nao so pelas evidéncias de modulagao da
microbiota a médio prazo, o que é uma vantagem do ponto de vista do manejo
necessario para a administracao do probidtico, mas também pelo efeito direto sobre a

reducdo no numero de infecgcdes respiratérias.

Por fim, as vacinas locais também tém efeito modulador sobre a microbiota. Ha,
no Brasil, vacinas comerciais para agentes etioldgicos do sistema respiratorio bovino
tipo parenteral ou intranasal (Quadro 1) (BRASIL, 2025). As vacinas parenterais sao,
em geral, feitas a partir de virus e/ou bactérias inativados e incluem um ou mais
agentes etiologicos, podendo, ainda, estar associados a agentes causadores de
doencgas reprodutivas em bovinos. As vacinas intranasais, por sua vez, possuem
apenas antigenos de agentes etioldgicos virais em suas composigdes, e seu objetivo
primario é a ativacdo do sistema imune local, sem que haja interferéncia dos
anticorpos maternos que, porventura, ainda estejam circulando nos bezerros no inicio

da vida.

Em humanos, Tarabichi et al. (2015) estabeleceram uma relagéo causal entre
uma vacina intranasal viva atenuada sobre a estrutura, diversidade e composicao
taxonémica central das comunidades bacterianas da nasofaringe. Esta influéncia foi
creditada a regulagao positiva na transcricdo de genes de interferon tipos | (IFN-a e
IFN-B) e Il (IFN-y) no grupo vacinado, visto que ja foi demonstrado em modelo murino
a relacdo de uma maior persisténcia nasal de Staphylococcus aureus na cavidade
nasal nos animais com estimulo vacinal. Em bovinos, vacas vacinadas no dia do parto
com vacina intranasal viva modificada (Herpesvirus Bovino Tipo 1, Virus Parainfluenza
3 e Virus Respiratorio Sincicial Bovino) apresentaram maiores concentragoes de IFN-
y na cavidade nasal por até 14 dias em comparagdo com a concentragao basal (pré-
vacinagao) (Cortese et al., 2017). Neste mesmo trabalho, a concentracéo de IFN- na
cavidade nasal de vacas vacinadas no dia do parto foi numericamente maior que no

momento basal, embora sem diferenga estatistica. Esses resultados permitem inferir
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que efeitos similares de modulagdo da microbiota nasal e/ou nasofaringeana pode

ocorrer em animais vacinados.



Quadro 1 — Vacinas contra patdégenos do sistema respiratorio de bovinos com autorizagdo para comercializagao no Brasil.

Estabelecimento Titular Do

Registro

Denominagao Do Produto

Insumos ativos

Bayer S.A.

Bayovac Reproducgao 15

Campylobacter fetus; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus
Bovino Tipo 5; Leptospira borgpetersenii; Leptospira interrogans;
Leptospira kirschneri; Virus da Diarreia Viral Bovina

Biogénesis Bagd Saude Animal

Ltda.

Bioabortogen H

Campylobacter fetus; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Histophilus
somni; Leptospira interrogans; Virus da Diarreia Viral Bovina

Biopoligen HS

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus Bovino Tipo 5;
Histophilus somni; Mannheimia haemolytica; Pasteurella
multocida; Virus da Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza
Bovina

Bioqueratogen Oleo

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Moraxella bovis

Boehringer Ingelheim Animal

Health do Brasil Ltda.

Bovela

Virus da Diarreia Viral Bovina

Ceva Saude Animal Ltda.

Vacina IBR/BVD

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Virus da Diarreia Viral Bovina

Tifopasteurina

Pasteurella multocida; Salmonella dublin, Salmonella typhimurium

Dechra Brasil Produtos
Veterinarios Ltda.

Paraven

Clostridium perfringens; Escherichia coli; Pasteurella multocida;
Salmonella dublin; Salmonella typhimurium

Supravac 10

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Leptospira interrogans; Leptospira
kirschneri; Mannheimia haemolytica; Virus da Diarreia Viral
Bovina; Virus da Parainfluenza Bovina; Virus Respiratorio
Sincicial Bovino

Supravac LCH

Campylobacter fetus; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Histophilus
somni; Leptospira interrogans; Leptospira kirschneri; Virus da
Diarreia Viral Bovina

Elanco Saude Animal Ltda.

Bayovac Respiratéria RD

Clostridium novyi Tipo D; Escherichia coli; Herpesvirus Bovino
Tipo 1; Pasteurella multocida; Salmonella sp.; Virus da Diarreia
Viral Bovina; Virus da Parainfluenza Bovina

Hipra Saude Animal Ltda.

Civtest Bovis BVD/BD P80

Virus da Diarreia Viral Bovina

Hiprabovis - 4

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Virus da Diarreia Viral Bovina; Virus
da Parainfluenza Bovina; Virus Respiratério Sincicial Bovino

Hiprabovis 9

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus Bovino Tipo 5; Leptospira
interrogans; Virus da Diarreia Viral Bovina
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Hiprabovis Balance

46

Virus da Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza Bovina;
Virus Respiratério Sincicial Bovino

Hiprabovis Ibr Marker Live

Herpesvirus Bovino Tipo 1

Hiprabovis Somni/ Lkt

Histophilus somni;, Mannheimia haemolytica

Nasym

Virus Respiratério Sincicial Bovino

Laboratoério Bio-Vet Ltda.

Bio-Plurivac

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus Bovino Tipo 5; Virus da
Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza Bovina; Virus
Respiratoério Sincicial Bovino

Vaxxon Srp Klebsiella

Klebsiella pneumoniae

Laboratério Cherry do Brasil
Ltda.

Vac-Cherry Reprodutiva

Campylobacter fetus; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus
Bovino Tipo 5; Histophilus somni; Leptospira borgpetersenii;
Leptospira interrogans; Leptospira kirschneri; Virus da Diarreia
Viral Bovina

Laboratorio Microsules do Brasil
Ltda.

Vacsules Reprodutiva Plus

Campylobacter fetus; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus
Bovino Tipo 5; Histophilus somni; Leptospira borgpetersenii;
Leptospira interrogans; Leptospira kirschneri; Virus da Diarreia
Viral Bovina

Vacsules Respiratoria Plus

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus Bovino Tipo 5;
Histophilus somni; Mannheimia haemolytica; Moraxella bovis;
Moraxella bovoculi; Pasteurella multocida; Virus da Diarreia Viral
Bovina; Virus da Parainfluenza Bovina; Virus Respiratorio
Sincicial Bovino

Laboratorio Vitafort Industria e

Arcanobacterium pyogenes; Bacillus subtilis; Escherichia coli,
Klebsiella aerogenes; Klebsiella pneumoniae; Pasteurella
multocida; Pseudomonas aeruginosa; Salmonella typhimurium;

Comeércio de Produtos Mastiplus Br ] ; o
o Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis;
Veterinarios Ltda. o .
Streptococcus agalactiae; Streptococcus dysgalactiae;
Streptococcus uberis
Laboratérios Rosenbusch do Herpesvirus Bovino Tipo 1; Histophilus somni; Mannheimia
Cultivac 6 haemolytica; Pasteurella multocida; Virus da Diarreia Viral Bovina;

Brasil S.A.

Virus da Parainfluenza Bovina

Laboratorios Vencofarma do
Brasil Ltda.

Supravac Resp

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Mannheimia haemolytica; Pasteurella
multocida; Virus da Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza
Bovina; Virus Respiratério Sincicial Bovino




Labovet Produtos Veterinarios
Ltda.

Vacina Contra a Pasteurelose e
Salmonelose Bovina

Mannheimia haemolytica; Pasteurella multocida; Salmonella
dublin; Salmonella typhimurium

Merck Sharp & Dohme Saude
Animal Ltda.

Bovilis Vista 5 L5 Cfp

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Leptospira interrogans; Leptospira
kirschneri; Virus da Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza
Bovina; Virus Respiratorio Sincicial Bovino

Bovilis Vista Once Sq

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Mannheimia haemolytica; Pasteurella
multocida; Virus da Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza
Bovina; Virus Respiratério Sincicial Bovino

Fertiguard Selenium Max

Campylobacter fetus; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus
Bovino Tipo 5; Leptospira interrogans; Leptospira kirschneri; Virus
da Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza Bovina; Virus
Respiratoério Sincicial Bovino

Ouro Fino Agronegdcio Ltda.

Cdv Feedlot Plus

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus Bovino Tipo 5;
Histophilus somni; Mannheimia haemolytica; Moraxella bovis;
Moraxella ovis; Pasteurella multocida; Virus da Diarreia Viral
Bovina; Virus da Parainfluenza Bovina; Virus Respiratorio
Sincicial Bovino

Cdvac Reprodutiva

Campylobacter fetus; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Histophilus
somni, Leptospira interrogans; Virus da Diarreia Viral Bovina

Tecnovax do Brasil Imp. e Com
de Produtos Veterinarios Ltda.

Providean Clostridial 10P

Clostridium chauvoei;, Clostridium novyi, Clostridium novyi Tipo D;
Clostridium perfringens; Clostridium septicum; Clostridium
sordellii; Clostridium tetani; Mannheimia haemolytica; Pasteurella
multocida

Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S.A.

Providean Repro 12

Campylobacter fetus; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Histophilus
somni; Leptospira interrogans; Virus da Diarreia Viral Bovina

Providean Respiratodria

Histophilus somni; Mannheimia haemolytica; Pasteurella
multocida; Virus da Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza
Bovina; Virus da Rinotraqueite Bovina

Virbac do Brasil Industria e
Comeércio Ltda.

Bovigen Repro Total Se

Campylobacter fetus; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus
Bovino Tipo 5; Leptospira borgpetersenii; Leptospira interrogans;
Virus da Diarreia Viral Bovina

Bovigen V4J5

Escherichia coli; Herpesvirus Bovino Tipo 1; Herpesvirus Bovino
Tipo 5; Mannheimia haemolytica; Pasteurella multocida;
Salmonella dublin; Virus da Diarreia Viral Bovina; Virus da
Parainfluenza Bovina; Virus Respiratério Sincicial Bovino
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Zoetis Industria de Produtos

Veterinarios Ltda. Bovi-Shield Gold One Shot

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Mannheimia haemolytica; Virus da
Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza Bovina; Virus
Respiratorio Sincicial Bovino

Cattlemaster 4 + L5

Leptospira interrogans; Leptospira kirschneri; Virus da Diarreia
Viral Bovina; Virus da Parainfluenza Bovina; Herpesvirus Bovino
Tipo 1; Virus Respiratério Sincicial Bovino

Cattlemaster Gold FP 5/L5

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Leptospira interrogans; Leptospira
kirschneri; Virus da Diarreia Viral Bovina; Virus da Parainfluenza
Bovina; Virus Respiratorio Sincicial Bovino

Inforce 3

Herpesvirus Bovino Tipo 1; Virus da Parainfluenza Bovina; Virus
Respiratorio Sincicial Bovino

Fonte: Ministério da Agricultura Pecuaria (MAPA), (BRASIL, 2025)
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4. MATERIAL E METODOS

As atividades desenvolvidas estavam de acordo com o projeto submetido
e aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da Universidade

Federal de Minas Gerais, sob protocolo n® 90/2024.

4.1.1. Local e animais amostrais

Foram selecionados oito bezerros da raga Holandés provenientes de
fazenda comercial localizada no municipio de Inhauma/MG e transportados para
a Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG)

em Belo Horizonte/MG durante as primeiras 48h de vida.

Na fazenda de origem, os bezerros ficaram alojados em baias individuais
desinfetadas com diéxido de cloro 3,5% e forradas com cama de serragem.
Imediatamente apds o nascimento, foi realizada cura de umbigo com tintura de
iodo 10% (que seguiu diariamente até a queda do coto umbilical) e os bezerros
receberam, por sonda oroesofagica, colostro com no minimo 25% de Brix e em

quantidade equivalente a 10% do peso vivo PV (Godden et al., 2019).

Entre 24h e 48h de vida, foi coletado sangue por venopuncgéo da veia
jugular em tubos secos para obtencdo de soro sanguineo. A partir dele foi
mensurada a proteina total sérica com refratrémetro 6ptico manual para a

avaliagao da transferéncia de imunidade passiva (Godden et al., 2019).

A partir do segundo dia de vida, ja na EV-UFMG, os bezerros foram
alojados em bezerreiro do tropical, com cobertura de grama, onde
permaneceram até o término do estudo. Durante este periodo, os animais
receberam 6 litros de substituto de leite (Lactech — Lactalis®; 22,5% PB, 18%
EE, 42% Lactose e 1% FB) por dia, dividido em duas refeigdes. Além disso,
receberam concentrado com 22% PB (farelo de milho, farelo de soja e premix

mineral), feno de Tifton 85 e dgua ad libitum.
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Durante a segunda semana de vida, os bezerros receberam vacina
intranasal contra os virus Parainfluenza 3, Virus Respiratorio Sincicial Bovino e

Herpesvirus Bovino Tipo 1 (Inforce 3®, Zoetis).

4.1.2. Avaliacio clinica

Os animais passaram por avaliagbes clinicas ao longo do periodo
experimental para averiguagao da ocorréncia de doengas respiratérias. Para
isso, foi determinado o Escore Clinico Respiratério (McGuirk, 2008) diariamente,
e realizada ultrassonografia toracica (Cramer & Ollivett, 2019) no sétimo dia de

vida e, em dias alternados, dos 10 aos 56 dias de idade.

Para a deteccao de outras enfermidades, os animais eram monitorados
diariamente através de inspecao e afericao de frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, temperatura retal, coloracdo de mucosas, grau de desidratacéo e
escore de fezes. Caso fosse necessario, era realizado o exame detalhado de
outros sistemas e exames complementares, que variaram de acordo com 0

quadro clinico observado.

4.1.3. Coleta e processamento de amostras

Aos 3,7, 14, 28, 42 e 56 dias de vida, foi realizado swab nasofaringeano
dos bezerros. Foram utilizados swabs de haste plastica e extremidade de
algodao, protegidos por tubo plastico estéril para reduzir contaminacao
decorrente da insergao na narina. O swab foi introduzido na narina esquerda a
uma profundidade aproximada de 12 a 18 cm (dependendo do tamanho do
bezerro no momento do procedimento), ultrapassando o tubo protetor, até atingir
a mucosa nasofaringeana. No local de coleta, o swab foi rotacionado enquanto
em contato com a mucosa e depois retraido de volta para o tubo protetor e

removido em conjunto com ele.

Os espécimes obtidos foram alocados em tubos contendo 1 mL de

solucao PBS e armazenados a temperatura de -80°C.
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4.1.4. Extracado de DNA e sequenciamento genético

Os espécimes coletados via swab nasofaringeano foram submetidos a
extragdo de DNA com uso do kit comercial QlAamp DNA Microbiome Kit

(Qiagen®), seguindo as recomendacgdes do fabricante.

Foi realizado sequenciamento de alto desempenho das regides V3/V4 do
gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas seguiu um protocolo proprietario
(Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). Foi realizada a amplificacdo
com primers para regiao V3-V4 do gene rRNA 16S, 341F com sequéncia
(CCTACGGGRSGCAGCAQG), e 806R com sequéncia
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (Wang & Qian, 2009; Caporaso et al., 2012).
As bibliotecas foram sequenciadas utilizando-se a plataforma MiSeq (lllumina
Inc., USA).

4.1.5. Analise bioinformatica e estatistica

Os arquivos FASTA foram processados utilizando o pipeline de QIIME2
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology), responsavel pela trimagem das
reads, remogao de quimeras e classificacdo de ASV’s com base no banco de
dados SILVA (Quast et al., 2013).

As leituras paired-end foram processadas por filtragem de qualidade
usando DADA2 com base na pontuacao de qualidade Phred (pontuagdo média
<20), mesclando as extremidades pareadas, e removendo quimeras e
singletons. Uma tabela de caracteristicas foi construida consistindo em variantes
de sequéncia de amplicon (amplicon sequence variants - ASV). Usando o
meétodo de reducao de ruido DADAZ2, regides de baixa qualidade das sequéncias
foram removidas e a opg¢ao de sequéncia truncada foi definida como 260. Todos
as ASV foram alinhadas por MAFFT usando alinhamento g2 e a analise
filogenética foi realizada usando Fasttree2. Um classificador de taxonomia de
aprendizado de maquina (scikit-learn naive Bayes) foi treinado com o plugin g2-
feature-classifier usando as regides V3-V4 das sequéncias 16S rRNA contra
sequéncias de referéncia do banco de dados SILVA 138 SSU 16S rRNA RefSeq
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Versdo 15.1 (projeto de banco de dados SILVA rRNA, https://www.arb-silva.de).
A taxonomia foi atribuida a cada ASV usando o comando “classifysklearn” no g2-
feature-classifier. Usando a arvore filogenética enraizada construida, analises de

diversidade foram realizadas usando o plugin diversity no pacote QIIME 2.

O efeito da idade na estrutura da comunidade microbiana foi avaliado
usando a analise de permutacdo de variancia (PERMANOVA) e as
dissimilaridades de Bray-Curtis com a fungdo adonis2 no pacote vegan. As
métricas de diversidade alfa (indice de diversidade de Shannon, indice de
diversidade de Simpson inverso e numero de OTUs observadas), e as
abundancias relativas da composi¢cdo do microbioma foram determinadas

usando o pacote vegan v. 2.6-6.1.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando RStudio verséo
4.3.3 (R Core Team, 2024), e um valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado
significativo e valor de p maior que 0,05 e menor ou igual a 0,10 foi considerado

como tendéncia.

5. RESULTADOS

Ao longo do periodo experimental, dois bezerros necessitaram de
tratamento com antimicrobianos. O primeiro apresentou um quadro de
onfalouraquite, confirmada por exame ultrassonografico, aos 7 dias de idade, e
que nao respondeu a tratamento com penicilina (20.000 Ul/Kg, IM, SID, por
quatro dias) e aos 13 dias de idade, novamente via ultrassonografia, observou-
se imagens sugestivas de cistite. Devido ao quadro de cistite, o animal passou,
entre 13 e 30 dias de idade, por mais dois tratamentos com antimicrobiano
(enrofloxacino, 7,5 mg/Kg, IM, SID), que totalizaram dez dias de tratamento. Por
fim, aos 55 dias de idade, foi diagnosticado com anaplasmose (A. marginale) e
foi mais uma vez tratado com enrofloxacino (7,5 mg/Kg, dose unica). O segundo
bezerro apresentou quadros de beber ruminal, requerendo tratamento com
penicilina (15.000 UI/Kg, VO, dose unica) aos cinco, oito e dez dias de idade;
diarreia, requerendo tratamento com enrofloxacino (7,5 mg/Kg, IM, SID, por trés
dias) aos quatro e 18 dias de idade; e anaplasmose (A. marginale), requerendo

tratamento com enrofloxacino (7,5 mg/Kg, IM, dose uUnica) aos 28 dias de idade.
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Em funcdo da possibilidade dos tratamentos multiplos e/ou extensos com
antimicrobianos interferirem no desenvolvimento normal da microbiota
nasofaringeana, estes dois animais foram excluidos da analise. Assim, os

resultados apresentados a seguir incluem os dados obtidos de 6 bezerros.

A concentragao de proteinas séricas foi mensurada entre 24h e 48h apés
a colostragem e todos apresentaram TIP boa/excelente (proteina sérica total >
5.8 mg/dL) (Godden et al., 2019). O escore clinico respiratorio (McGuirk, 2008)
e a ultrassonografia toracica (Cramer & Ollivett, 2019) demonstraram a auséncia

de doenca respiratéria durante o periodo experimental.

O sequenciamento resultou em 832 ASVs e um total de 1.022.544 reads
provenientes de 35 amostras, seis amostras dos dias 3, 7, 14, 42 e 56; e cinco
amostras do dia 28. Uma amostra foi excluida do dia 28, pois continha apenas 5
reads. Apds a exclusado, o total de reads das amostras various de 1.169 a
118.650.

Dos 17 diferentes filos identificados ao longo de todas as amostras, os
mais abundantes foram Proteobacteria (89,84%), Actinobacteria (4,93%) e
Firmicutes (4,15%). O filo Proteobacteria predominou em todas as amostras,
tornando-se ainda mais evidente a partir dos 28 dias de idade (Fig. 1). Essa
dominancia foi impulsionada principalmente pelos géneros Pseudomonas spp.,
cuja abundéancia variou de 74,27% aos 28 dias para 63,89% aos 42 dias e
49,09% aos 56 dias, e Stenotrophomonas spp., que aumentou de 15,28% aos
28 dias para 34,41% aos 42 dias e 46,58% aos 56 dias (Fig. 2).
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Figura 1. Grafico de barras apresentando a abundancia relativa dos 10 filos mais
abundantes nas amostras de nasofaringe de bezerros em aleitamento,
separadas pelos dias de coleta. Cada barra representa uma amostra individual,
enquanto as diferentes cores indicam os distintos filos. As proporgdes dos filos

sdo apresentadas como porcentagem do total de sequéncias em cada amostra.
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Figura 2. Gréfico de barras apresentando a abundancia relativa das 10 OTUs mais
abundantes nas amostras de nasofaringe de bezerros em aleitamento, separadas pelos
dias de coleta. Cada barra representa uma amostra individual, enquanto as diferentes
cores indicam as distintas OTUs. As propor¢des das OTUs sao apresentadas como

porcentagem do total de sequéncias em cada amostra.

A analise temporal revelou variagdes significativas na abundancia relativa de
alguns dos principais filos. Proteobacteria apresentou uma faixa de variagao de 62,25%

a 95,17% (p < 0,01), sendo a abundancia aos 56 dias significativamente maior em
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relagéo aos dias iniciais (3 e 7 dias). Além do aumento progressivo, este filo manteve-
se como o mais abundante em todos os periodos analisados. O filo Firmicutes teve
maior abundancia aos 14 dias em comparacao aos 42 e 56 dias (p < 0,01), enquanto o
filo Planctomycetota apresentou maior abundancia aos 7 dias em relagao aos 56 dias
(p <0,05) (Fig. 3).
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Figura 3. Box-plot da comparagéo de abundancia relativa dos 10 filos mais abundantes
identificados nas amostras de nasofaringe de bezerros Holandés em aleitamento,

separados pelos dias de coleta.

Em relagdo as 10 OTUs mais abundantes, ndo houve diferenca significativa na
abundéancia relativa entre as OTUs em cada dia de coleta ou de cada OTU ao longo dos
dias (Fig. 4). Entretanto, ao avaliar a homogeneidade das comunidades bacterianas de
cada um dos dias de coleta, foi possivel notar diferenca entre elas (p = 0.002). Ao
comparar os dias de coleta em pares, identificou-se que os dias 03, 07 e 14 foram
diferentes dos dias 42 e 56 (p < 0,05); e que os dias 03 (p = 0,08) e 07 (p = 0,07) tendiam
a ser diferentes do dia 28 (Quadro 2).



56

oTu

an

| | Bactst ¢_Gammarotesbactinia o_Pseudomonadales | Pseudomonsdactat 3 Preudomonas _
Z |:| I D | Bactena t__Gam a5__Xanthomen _Kanhomenadacess §__SHenokiophomonas 5__Snciophomonas
3 o v Bacteriap_Frmices ¢_Baciilo 1 N - pliea
Sl I:l — B_Eml @ l_ B0 e
3 ik g i 1 S U T ] P i c_ Gam o_Pssy ala | Mpeasslia_
2 420 560 P - oL -
[ ActinobACIHIOA.C_ATINDBICIHIG.0, ot 5
2

Relativa Ab

- I_.=.|:|[:|_=-__ ___________ e Rl L

Figura 4. Grafico de barras da comparacao de abundéancia relativa das 10 OTUs mais
abundantes identificados nas amostras de nasofaringe de bezerros Holandés em

aleitamento, separados pelos dias de coleta.

Quadro 2. Avaliagao ad hoc do teste de permutacao para homogeneidade de dispersdes
multivariadas (comparagao em pares) das comunidades bacterianas da nasofaringe de

bezerros Holandés em aleitamento.

03d 07d 14d 28d 42d 56d
03d 0.762 0.820 0.074 0.005 0.016
07d 0.762 0.647 0.086 0.012 0.015
14d 0.817 0.628 0.121 0.009 0.023
28d 0.083 0.073 0.123 0.313 0.558
42d 0.003 0.003 0.006 0.315 0.548
56d 0.007 0.008 0.015 0.564 0.572

Valor p observado na diagonal inferior e valor p permutado na diagonal superior.

Assim, os dias de coleta foram agrupados em dois periodos distintos (Periodo 1,
contemplando os dias 03, 07 e 14; e Periodo 2, contemplando os dias 28, 42 e 56), e
realizou-se a analise PCoA (Principal Coordinates Analysis), que revelou uma
separacao visivel entre a composi¢cao das comunidades bacterianas dos dois periodos
(Fig. 5). porcentagem Os indices de diversidade de Shannon e de Simpson calculados
para os periodos também se mostraram distintos, com a diminuicdo de ambos no
periodo 2 (Fig. 6).
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Figura 5. Representacdo em PCoA (Principal Coordinates Analysis) das comunidades
microbianas da nasofaringe de bezerros Holandés em aleitamento, coletadas nos
periodos 1 (03, 07 e 14 dias de idade) e 2 (28, 42 e 56 dias de idade). Cada ponto no
grafico corresponde a uma amostra, colorido de acordo com o periodo de coleta. As
elipses representam a dispersdo das amostras em torno da média de cada periodo, com
nivel de confianga de 95%. A analise foi baseada na abundancia das OTUs, utilizando
a métrica de dissimilaridade de Bray-Curtis. A proximidade entre pontos reflete a

similaridade nas comunidades microbianas entre as amostras.
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Figura 6. indices de diversidade (indice de Shannon e indice de Simpson) e riqueza de
espécies das comunidades microbianas da nasofaringe de bezerros Holandés em
aleitamento, coletadas nos periodos 1 (03, 07 e 14 dias de idade) e 2 (28, 42 e 56 dias

de idade). * indica diferenca estatistica (p<0.05).
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6. DISCUSSAO

A avaliagcdo da composi¢cao da microbiota nasofaringeana de bezerros ao longo
das primeiras oito semanas de vida trouxe informagdes importantes no entendimento da
dindmica de colonizagao do trato respiratério superior (TRS) de bovinos e, associado a
outros estudos que explorem a correlacdo entre microbioma nasofaringeano e a
ocorréncia de broncopneumonias bacterianas, podem auxiliar a tracar estratégias de

prevencao a partir da manipulagao da microbiota nasofaringeana.

A abundancia relativa de filos observada ao longo das amostras segue um
padrdo ja observado em outros estudos recentes, que também apresentam
Proteobacteria como o mais abundante e Actinobacteria e Firmicutes (respectivamente
segundo e terceiro filos mais abundantes neste estudo) aparecendo entre os cinco filos
mais abundantes ao longo do periodo de aleitamento de bezerros (Bringhenti et al.,
2021; Gaeta et al., 2017; Holman et al., 2017; Lima et al., 2016; Magossi et al., 2024).

A abundéancia relativa de OTUs, contudo, ndo sofreu variagdes significativas
neste estudo, tanto ao comparar os animais entre si, quanto ao comparar os dias de
coleta. Em relacédo as OTUs presentes, é dificil achar paralelos claros na literatura, visto
que, nesse nivel, as variagcdes entre estudos sao maiores, demonstrando a
susceptibilidade da microbiota a aspectos individuais e condigcbes ambientais. Neste
estudo, os aspectos individuais ndo parecem ser tdo importantes, dada a uniformidade
dos animais, provenientes do mesmo rebanho, de parto vaginal e nascidos durante um
intervalo de 20 dias entre o primeiro e o ultimo. Dentre as variagdes ambientais que
podem relacionar-se a composi¢cao de OTUs da microbiota nasofaringeana, podemos
destacar a dieta, as instalagdes, as condi¢gdes edafoclimaticas e outras praticas de
manejo (Doster et al., 2018; Huebner et al., 2019; Weinroth et al., 2019). Os seis
bezerros avaliados foram mantidos em uma mesma instalacéao e submetidos as mesmas
praticas de manejo ao longo do periodo de coletas. Notadamente, passaram pelo

mesmo manejo nutricional e receberam vacina intranasal contra virus respiratérios.

O género mais observado ao longo do periodo de avaliagdo em todos os animais
foi Pseudomonas spp. (abundancia média de 39,34%). Embora associado a doencas
do trato respiratério em humanos (Ishii et al., 2024; Recanatini et al.,, 2024),
Pseudomonas spp. foi detectado em bezerros saudaveis de 3, 14 e 35 dias de idade por
Lima et al. (2019), e na microbiota vaginal de suas maes, sendo um dos cinco géneros
mais abundantes deste microbioma compartilhado. No presente estudo, os bezerros

nasceram de parto vaginal, mas nao foi possivel a analise da microbiota vaginal materna
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para confirmar esta relagdo. Além disso, nao saber qual espécie de Pseudomonas spp.
predomina nestas amostras impede uma analise mais precisa de seu papel, se benéfico,
maléfico ou indiferente. Gaeta et al. (2017), identificaram Pseudomonas spp. como um
dos 20 géneros mais abundantes da nasofaringe de bezerros e associaram a um
aumento de sua abundancia em bezerros com DRB, porém este aumento sabidamente
causado por Pseudomonas fluorescens. Outro ponto a considerar, € a presenca
importante de Pseudomonas spp. na cavidade oral de bovinos saudaveis (Borsanelli et

al., 2018), o que pode influenciar na sua ocorréncia no TRS.

Ao avaliar as variagdes de abundancia relativa ao longo do tempo, foram
observadas diferengas significativas apenas no nivel de filo, com aumento da
abundancia de Proteobacteria aos 56 dias quando comparado aos 3 e 7 dias de idade
(embora tenha se mantido como o filo mais abundante em todos os dias de coleta), e
diminuicdo de Firmicutes aos 42 e 56 dias quando comparado aos 14 dias e de
Planctomycetota aos 56 dias quando comparado aos 7 dias. Essa mudanga do perfil de
filos pode indicar uma mudanga rumo a formagdo da microbiota nasofaringeana
estabilizada em bovinos adultos, mas sao escassos os estudos que descrevam essa
microbiota. Em bovinos na chegada de confinamentos (idade aproximada de um ano),
Timsit et al. (2018) observaram Proteobacteria como filo mais abundante da microbiota

nasal, seguido de Firmicutes.

A andlise PCoA sugere mudangas significativas na estrutura e composigao da
microbiota entre os periodos 1 (3, 7 e 14 dias) e 2 (28, 42 e 56 dias), ou seja, que
alteragdes ocorrem entre os dias 14 e 28 de vida dos bezerros e estas persistem até o
final da avaliagao (Fig. 5). Essa mudancga é refletida pela diminuicdo da diversidade
observada no Periodo 2 (Fig. 6). Dada a uniformidade entre os bezerros e a
padronizacdo do manejo entre eles, ao se observar uma variagdo da composicao da
microbiota nasofaringeana ao longo do tempo, é preciso buscar possiveis mudangas

que afetaram a todos de forma semelhante.

Ao tragcar um paralelo com a epidemiologia da broncopneumonia em bezerros,
sabe-se que o periodo entre 14 e 28 dias de idade é apontado como o de inicio da
ocorréncia da doenga nesses animais (Buczinski et al., 2013; Binversie et al., 2020;
Mahendran, 2020; Alves, 2022) e esta variagdo da microbiota pode ser um fator
contribuinte para a ocorréncia da doenga, visto que a diminuicdo da diversidade da
microbiota nasofaringeana esta associada a ocorréncia de broncopneumonia bacteriana
em bovinos (Holman et al., 2015; Timsit et al., 2016, 2018).



60

Em relagédo ao que causa essa variagdo na microbiota, é possivel fazer algumas
suposi¢des. De modo geral, este € um periodo de variagdes pelo carater de formacao
da microbiota, com a colonizagao tendo inicio no momento do parto e continuando nas
semanas subsequentes, a partir da influéncia de fatores ambientais e da interagao com
outros animais (Gaeta et al., 2017; Lima et al., 2016, 2019; Osman et al., 2018). Esta
evolucdo da microbiota € corroborada pelos resultados do presente estudo, com
variagcoes das comunidades microbianas, representadas também por mudancas em filos

especificos.

No presente estudo, devemos considerar a vacinacdo intranasal a qual os
bezerros foram submetidos como um fator contribuinte para mudangas na microbiota
nasofaringeana. Em humanos, estudos apontam o uso de vacinas vivas atenuadas
como causador de mudancas significativas na estrutura, diversidade e composi¢cao
taxondmica central de comunidades bacterianas da nasofaringe (Tarabichi et al., 2015).
Os bezerros neste estudo foram submetidos a administragcdo de vacina intranasal
justamente entre 7 e 14 dias de idade, podendo isso ter influenciado as mudancgas

observadas na composi¢cao das comunidades bacterianas entre os dias 14 e 28.

Este é também um periodo de marcadas mudancas nos componentes do
sistema imune de bezerros. Os anticorpos maternos obtidos via colostro estédo
diminuindo sua concentragao, ao passo que a producao de anticorpos proprios aumenta
para suprir a demanda gerada pelo contato com microrganismos, patogénicos ou néo.
Durante esse momento de transigdo, a titulacdo de anticorpos para os diferentes
patdgenos passa por momentos de baixa, resultando na ocorréncia da chamada janela
imunoldgica. O momento de ocorréncia dela varia para diferentes imunoglobulinas e
dependem da quantidade absorvida via colostro (...). Este momento deixa o bezerro
mais propenso a infecgdes e pode ter um efeito significativo na colonizagao microbiana
(Chase, 2022).

O efeito da microbiota sobre o desenvolvimento do sistema imune,
especialmente o de mucosas, é bastante documentado (Cangiano et al., 2023; Villot et
al., 2020; Wopereis et al., 2014), mas evidéncias de que o contrario ocorre, ou seja, que
o sistema imune influencia a composi¢ao da microbiota, ainda s&o escassas (Kato, et
al., 2014; Kubinak & Round, 2016).

No intestino, 10 a 60% das bactérias que compdem a microbiota local estao
ligados a IgA, e existe um perfil para essas bactérias, que sdo as intimamente

associadas aos tecidos dos hospedeiros (Bunker et al., 2015; Planer et al., 2016). No
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sistema respiratorio, o comportamento é similar, e postula-se que esta caracteristica de
ligacdao de IgA a bactérias sirva como mecanismo de imunoselegdo da microbiota
(“antibody-mediated immunoselection” — AMIS) (Kubinak & Round, 2016). Assim,
podemos levantar dois pontos sobre a relacdo da colonizagdo microbiana em bezerros
com o sistema imune destes animais. O primeiro € que a qualidade da transferéncia de
imunidade passiva (TIP), ao definir o perfil de anticorpos nas primeiras semanas de vida,
pode influenciar na colonizagdo microbiana inicial; e o segundo é que a janela
imunolégica pode ser um momento de interferéncia na dindmica de colonizagao,

levando a mudancas ecoldgicas nas comunidades bacterianas.

No presente estudo, todos os bezerros receberam colostro de um banco de
colostro congelado, obtido de vacas de um mesmo rebanho e padronizados para, ao
menos, 25% Brix e a mensuracao de proteina sérica total demonstrou TIP boa/excelente
em todos os animais. De fato, ndo houve variagdes individuais na microbiota mensurada
aos 3, 7 e 14 dias, mas a diminuigdo da diversidade alfa (p<0.05) e a mudanc¢a na
composicao da microbiota a partir do dia 28, coincidem com a janela imunoldgica de

bezerros e ela pode ajudar a explicar essas variagoes.

Outro fator explorado na literatura sobre formacao de microbiota em mamiferos
€ a relagao entre a colonizagao bacteriana dos tratos digestério e respiratério (Maynou
et al., 2019). Em bovinos, o comportamento de lamber as narinas, além da comunica¢ao
entre oro e nasofaringe, ajudam a explicar alguns paralelos entre as microbiotas oral e
do TRS. Embora o microbioma da cavidade oral e orofaringe tenha sido pouco explorado
na literatura até entao, bactérias da familia Pasteurellacea, associadas a ocorréncia de
DRB, ja foram descritas na cavidade oral e orofaringe de bezerros, por exemplo (Barden
et al., 2020; McMullen, Alexander, Léguillette, et al., 2020), bem como outras taxa
descritas como importantes na nasofaringe de bezerros, como Pseudomonas, também
ja foram apontadas como predominantes na cavidade oral saudavel de bovinos
(Borsanelli et al., 2018).

Considerando a influéncia do microbioma oral sobre a colonizagao bacteriana do
TRS, destaca-se a influéncia da dieta e manejo nutricional sobre a formagao da
microbiota do trato digestdrio e as mudangas marcantes que a dieta de bezerros sofre
durante a fase de aleitamento, que sdo acompanhadas por mudangas na fisiologia
digestiva desses animais, como o inicio da ruminagao (Baldwin et al., 2004; Malmuthuge
et al., 2015). Embora durante todo recorte de tempo da avaliacdo os bezerros
estivessem em aleitamento, desde a primeira semana de vida, o consumo de feno e

concentrado foi estimulado, também visando a transigao para uma dieta sélida ao final
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da oitava semana de vida. Concomitantemente, o crescimento dos animais leva ao
aumento no consumo, a principio de substituto de leite, e, posteriormente, de alimentos
sélidos (visto que o fornecimento de substituo de leite era limitado e o acesso a feno e
concentrado ndo), e muda a caracteristica da dieta desses animais e pode influenciar o
perfil microbiano que ira colonizar os tratos digestoério e respiratério. A influéncia da dieta
na formagao e composi¢cao da microbiota ao longo do trato digestério vem sendo alvo
de estudos ha anos (Jami et al., 2013; Li et al., 2012; Malmuthuge et al., 2014), mas sua
influéncia sobre o microbioma respiratério € menos explorada. Maynou et al. (2019)
compararam a composi¢ao da microbiota fecal e nasal de bezerros sob dois regimes de
aleitamento (substituto de leite e leite de descarte pasteurizado), e puderam detectar
diferenca na abundancia relativa de certas taxa no nivel de familia e género na
microbiota nasal de acordo com o tipo de aleitamento fornecido, indicando influéncia da
dieta na microbiota respiratéria e um caminho a ser explorado em estudos futuros. A
presencga de baixas concentracdes de antimicrobianos no leite de descarte pasteurizado
foi apontada como possivel causa para essa variacdo na microbiota entre bezerros
alimentados com substituto de leite ou leite de descarte, indicando o potencial de

impacto que a dieta promove sobre a microbiota respiratéria (Maynou et al., 2019).

Ainfluéncia da dieta como fator de diferenciag¢ao entre animais foi minimizada no
presente estudo, pois foi padronizada entre os bezerros, mas pode ajudar a explicar as
variacdes ao longo do tempo, que foram comuns a todos. O periodo entre 14 e 28 dias,
em que se observa a principal mudanca na comunidade bacteriana identificadas na
nasofaringe dos animais, coincide com a estabilizagdo do consumo de substituto de leite
e 0 aumento do consumo de alimentos sdlidos. Um ponto negativo do estudo foi 0 néo
monitoramento preciso do consumo de alimentos solidos pelos bezerros, apenas o
volume de substituto de leite era monitorado e limitado, mas é possivel afirmar que
houve um aumento no consumo de feno e concentrado pela necessidade do maior
fornecimento de ambos ao longo de todo o periodo de experimento para os seis animais

avaliados.

7. CONCLUSAO

A dindmica de colonizagao bacteriana da nasofaringe em bezerras observadas
neste estudo demonstra que o periodo compreendido entre 2 e 4 semanas de vida
constitui uma fase critica de transicdo na composicdo da microbiota em
desenvolvimento, acompanhada por uma reducdo significativa da diversidade
microbiana. Embora multiplos fatores possam contribuir para essas alteragoes,

investigagdes adicionais sao necessarias para elucidar seu real impacto biolégico. Os
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achados do presente estudo, contudo, corroboram observacdes prévias acerca do inicio
da ocorréncia de doengas respiratérias em bezerros e sugerem potenciais
oportunidades para o estabelecimento de medidas preventivas direcionadas a essas

enfermidades.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

A saude respiratdria em bezerros neonatos € um determinante crucial da
produtividade zootécnica e do bem-estar animal, e o presente trabalho ressalta
o estabelecimento da microbiota respiratéoria como um processo dinamico,
intimamente ligado ao  desenvolvimento anatomo-fisiologico e,

fundamentalmente, ao amadurecimento do sistema imune de bovinos.

O processo de colonizagao do trato respiratério inicia-se ao nascimento,
com a nasofaringe emergindo como o reservatorio microbiano primario. Esta
fase inicial € marcada, ainda, por um estado agamaglobulinémico do bezerro ao
nascimento, e que apresenta também um sistema imune com viés Th2, cuja
modulagao e aceleracao dependem criticamente da imunidade passiva fornecida
pelo colostro. A agdo conjunta de imunoglobulinas, leucdcitos, citocinas
colostrais e o perfil hormonal do neonato facilita um estado de tolerancia imune
que é essencial para o estabelecimento seguro e saudavel do microbioma

respiratorio.

O presente estudo forneceu uma caracterizagao inicial da dinamica da
microbiota nasofaringeana em bezerros em aleitamento, revelando uma
reestruturagao ecoldgica significativa. Foi observada uma diminuicdo acentuada
na diversidade microbiana entre os 14 e 28 dias de idade, um periodo que se
alinha com eventos fisioldgicos criticos, como a janela imunologica e o mudangas
no perfil alimentar. Este declinio na diversidade e a subsequente dominancia
progressiva de filos como Proteobacteria e de géneros como Stenotrophomonas
spp. em idades mais avangadas sugerem uma forte influéncia de fatores
ambientais, de manejo (como a vacinagao) e da correlagdo das microbiotas

gastrointestinal e respiratoria.

A coincidéncia deste periodo de diminuicdo da diversidade
nasofaringeana com a suscetibilidade epidemiolégica a ocorréncia de
broncopneumonias bacterianas reforca a hipotese de que a disbiose no trato
respiratorio superior € um fator de risco significativo. Esta correlagdo nao so6
estabelece o microbioma como um potencial biomarcador para a saude
respiratéria, mas também o consolida como um alvo estratégico para

intervengdes preventivas.
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Dada a sensibilidade deste ecossistema em formagdo, o uso de
antimicrobianos profilaticos deve ser desaconselhado devido a sua capacidade
de alterar a estrutura e diversidade microbiana por longos periodos e o risco de
selecionar cepas resistentes. Em contraste, a administragdo de probidticos
emerge como uma via promissora. Ao modular beneficamente o ecossistema
respiratorio e, indiretamente, o sistema imune, as abordagens baseadas no
microbioma oferecem um caminho para mitigar a ocorréncia de
broncopneumonias, otimizando assim a saude animal e a produtividade na

industria leiteira.

Em ultima analise, este trabalho representa um passo fundamental para
o desenvolvimento de estratégias de manejo informadas e baseadas na
modulagdo da microbiota, visando a melhoria sustentavel da saude respiratéria

de bezerros Holandés.
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9. PERSPECTIVAS

Com base nas conclusdes do estudo e nas lacunas identificadas, propde-

se, como perspectivas futuras:

e Avaliar de forma mais aprofundada o periodo entre 14 e 28 dias de idade,
por meio de coletas em intervalos menores, buscando identificar padroes
de adaptacao da microbiota nasofaringeana nesta fase;

e Investigar a adaptagdo do sistema imune e a transigdo alimentar que
ocorre durante a fase de aleitamento de bezerros e seu impacto sobre a
formacgao e manutengao da microbiota respiratodria;

e Correlacionar o metagenoma respiratério bovino com o estado saude-
doenca do animal e associar este conhecimento a dinamica de
colonizacédo para tragar estratégias preventivas que possam atuar em
janelas criticas para a ocorréncia de doenca respiratoria bovina;

¢ |dentificar e isolar bactérias da nasofaringe de bovinos saudaveis para a
selecado de probidticos respiratérios e avaliar sua aplicacdo para
determinacao de posologia e momento de aplicagao ideais;

¢ Investigar o impacto do tratamento profilatico com antimicrobianos em
bovinos, com base no estudo do resistoma da microbiota respiratéria de

bovinos.
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