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INIBIDOR DE TRIPSINA DA SOJA NA TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE
PASSIVA DE BEZERRAS DA RACA HOLANDESA

RESUMO - O sistema imunoldgico de bezerros consolida-se com a ingestdo do
colostro, alimento rico em imunoglobulinas que sao proteinas responsaveis por
transferir imunidade aos bezerros. A eficiéncia dessa transferéncia € influenciada por
uma seérie de fatores, dentre eles a integridade das imunoglobulinas a serem
absorvidas. No colostro estdo naturalmente presentes os inibidores de tripsina, capazes
de preservar as imunoglobulinas da acdo de enzimas proteoliticas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a potencialidade dos inibidores de tripsina da soja na transmisséo da
imunidade passiva de bezerras da raga Holandesa, por meio da andlise das
concentracdes de imunoglobulina G (IgG) e proteina total (PT) e atividade da
gamaglutamiltransferase (GGT) sérica. Foram utilizadas 18 bezerras recém-nascidas
alimentadas com colostro (T1), colostro adicionado de inibidor de tripsina purificado
Sigma tipo I-S (50 mg) (T2) e provenientes da fragcado albumina da soja 1,08 g (T3). As
amostras de sangue foram colhidas por venopunc¢éo da veia jugular com 1, 12, 24, 36 e
48 h apds o nascimento, sendo a primeira colheita realizada antes do fornecimento do
colostro. O colostro apresentou teor de gordura de 3,2 a 7,2 %, de proteina total de
14,10 a 19,52 %, representada por 7,84 a 9,44 % pelas proteinas do soro (PS). A
atividade dos inibidores de tripsina variou de 0,766 a 0,945 mg de tripsina inibida.mL™.
N&o houve influencia dos tratamentos (p>0,05%) para os parametros analisados, porém
houve efeito (p<0,05%) do periodo de amostragem, com aumento nas concentracdes
de 19G, GGT e PT a partir da Oh com respectivos valores médios de 0,68 g.dL™;
15,17U.L", 4,43 g.dL™, com pico de absorcéo as 24 h: 3,06 g.dL™, 2.779 U.L™" e 7,54
g.dL?, respectivamente, indicando transmissdo adequada de imunidade passiva. A
adicdo dos inibidores de tripsina da soja néo interferiu na absorcdo de IgG,
provavelmente devido a elevada atividade dos inibidores de tripsina e a qualidade do

colostro utilizado.

Palavras-Chave: colostro, fragdo albumina, imunoglobulina, perfil proteico



xi

SOYA TRYPSIN INHIBITOR ON PASSIVE IMMUNITY TRANSFER OF THE DUTCH
RACE FEMALE CALVES

SUMMARY - The calves’ immune system is consolidated by the ingestion of colostrum,
which is rich in immunoglobulin, the proteins that are responsible for transfering the
immunity to the calves. This transferring efficacy is influenced by a series of facts,
among them the immunoglobulin’s integrity to be absorbed. Trypsin inhibitors are
naturally present on the colostrum and they are able to preserve the immunoglobulin
from the proteoclastic enzyme actions. The aim of this work was to evaluate the
potentiality of soya Trypsin inhibitor on the passive immunity of the Holstein female
calves, by evaluating the concentration of immunoglobulin G (IgG) and total protein (PT)
as well as Gammaglutamil transferase (GGT) activity in serum. Eighteen newborn
female calves were taken and they were fed with colostrums (T1), colostrums with
purified trypsin inhibitor 1-S Sigma (50mg), (T2) and colostrums with soya albumin
fraction 1.08 g (T3). Blood samples were collected by jugular veined punch within 1, 12,
24, 36 and 48 hours after they were born, the first collection was done before the
colostrums was given. Colostrums have presented 3.2% to 7.2 % of fat contents; 14,
10% to 19, 52 % of total protein represented by 7, 84% to 9, 44 % of serum protein (PS).
Trypsin inhibitor activities have varied from 0,766 mg to 0,945 mg of inhibited trypsin
mL-1. There was no influence of the treatments (p>0,05%) for the analyzed parameters,
however, there was (p<0,05%) a significant effect for the period of collection, with an
increase on IgG, GGT and, PT concentrations from Oh with the respective medium
values of 0,68g.dL- 15,17U.L-1, 4,43 g.dL-1. The absorption pick was at 24 h: with 3,06
g.dL-1, 2.779 U.L-1 and 7,54 g.dL-1 means, respectively for 1gG, GGT and PT,
indicating an adequate transmission of passive immunity. The addition of soya Trypsin
inhibitors did not interfere on IgG absorption, probably due to the high activity trypsin

inhibitors and the quality of the colostrum used.

Key words: albumin fraction, colostrum, immunoglobulin, proteic profile
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1. INTRODUCAO

O sistema imunolégico é responsavel por defender o organismo de corpos
estranhos, minimizando a ocorréncia de danos a saude do animal e,
consequentemente, de custos com tratamento o que compromete a renda do produtor
(ABBAS et al., 1997; MARCHESAN, 1998). Em seres humanos, por exemplo, tal
sistema tem origem durante a vida intra-uterina pela transferéncia de anticorpos, dentre
eles as imunoglobulinas, advindas da circulacdo materna por meio da placenta e cordao
umbilical, sendo consolidado apds o nascimento pela ingestdo do colostro.

As fémeas da espécie bovina possuem placenta sindesmocorial que, devido ao
namero de camadas de tecido que separam a circulagdo materna da fetal, impede a
transferéncia de anticorpos no periodo pré-natal dependendo o bezerro exclusivamente
da administracdo de colostro imediatamente ap0s o nascimento (BAROZA, 2007).
Assim, o0s bezerros nascem agamaglobulinémicos ou hipogamaglobulinémicos
(ROCHA, 2010) com niveis médios de 0,2 mg.mL™* (BESSI, 2001) aumentando a
necessidade de serem colostrados ao nascimento, uma vez que esse passa a ser a
Unica fonte de anticorpos para o bezerro (TIZARD, 2002). Para neonatos bovinos, esse
cuidado é essencial para a sobrevivéncia e garantia da qualidade de vida, além da
reducdo dos custos com medicamentos nos primeiros meses (BESSI, 2001; BORGES
et al., 2001).

Varios fatores interferem na transmissdo da imunidade passiva pelo colostro,
dentre eles, a qualidade (concentracdo de imunoglobulinas) e quantidade do colostro
produzido pela mae, o tempo do primeiro fornecimento ao bezerro, a capacidade de
absorgcédo de macromoléculas pelo epitélio intestinal e a integridade das imunoglobulinas
(SILVA, 2002; COELHO, 2005).

Dos fatores anteriormente relacionados, a integridade das imunoglobulinas é o
menos estudado. Entretanto, pesquisas realizadas com inibidores de tripsina, capazes

de impedir a acdo das enzimas pancredticas responsaveis pela degradacdo das
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proteinas presentes no colostro de vacas Jersey, indicam diminuicdo dos danos
causados as imunoglobulinas (QUIGLEY et al., 1995a).

Os inibidores de tripsina estdo presentes principalmente nas leguminosas, como
a soja, largamente utilizada na alimentagcdo humana e animal. Sua capacidade de inibir
a degradacdo de proteinas se da no grao ndo submetido ao tratamento térmico ou em
fracOes purificadas e isoladas (CARVALHO et al., 2002; FELIX, 2005).

A capacidade dos inibidores de tripsina de se complexar com a tripsina
impedindo a degradacdo das proteinas e, consequentemente a absor¢do de
aminoacidos pelo organismo animal, causa alteragbes pancreaticas, bem como
diminuicdo das taxas de crescimento e desenvolvimento (AL-WESALI et al.,, 1995;
CARVALHO et al., 2002).

Por outro lado, a capacidade de impedir a degradacdo de proteinas pode ser
satisfatéria quando a intencéo é permitir que macromoléculas, como as imunoglobulinas
G (IgG) sejam absorvidas intactas pela mucosa intestinal de bezerros, e manter sua
capacidade de desenvolver o sistema imune (QUIGLEY et al., 1995a).

A fim de melhorar a transferéncia da imunidade passiva, alguns estudos foram
realizados com animais monogastricos e ruminantes avaliando a possibilidade de se
adicionar a dieta o inibidor de tripsina extraido da soja, capaz de impedir a protedlise
das imunoglobulinas do colostro (QUIGLEY et al., 1995b).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a potencialidade dos inibidores de tripsina da soja na transmissdo de
imunidade passiva em bezerras da raca Holandesa.

2.2. Especificos

Obter a fracéo albumina da soja com inibidores de tripsina ativos.

Avaliar a atividade dos inibidores de tripsina e caracterizar o perfil proteico do

colostro de primeira ordenha de vacas da raga Holandesa.

Avaliar a resposta imune por meio de analise da concentracdo sérica de
imunoglobulina G (IgG) e de proteina total (PT) e da atividade de

gamaglutamiltransferase (GGT) durante 48 horas apds 0 nascimento.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Imunidade passiva em neonatos

Os povos gque inicialmente habitavam a terra comecaram a pratica agricola, e em
seguida, a domesticacdo dos animais como um meio de melhorar sua subsisténcia, ja
gue assim poderiam produzir seu préprio alimento, deixando de depender apenas da
caga de animais ou da colheita de alimentos naturalmente fornecidos pela flora local.
Desde entdo, é constante a busca por meios de desenvolver e aperfeicoar tais praticas,
obtendo-se grande avanco, notadamente na area da medicina veterinaria.

Décadas de estudos e pesquisas possibilitaram conhecimentos suficientes para
gue hoje se compreenda o funcionamento dos sistemas que regem o corpo animal e
gue os mantém vivos e sadios, capazes de crescer e se reproduzir, sendo possivel,
aperfeicoar a produtividade dos sistemas de criacdo atuais sem, contudo, deixar de se
prezar pela salde dos animais.

Dentre tais sistemas, o imunolégico é responsavel pela defesa do organismo as
condicbes climaticas adversas e a corpos estranhos, tais como: virus, bactérias e
fungos, capazes de |he causar doencas (ABBAS et al., 1997; MARCHESAN, 1998). O
desenvolvimento ocorre pela transferéncia de anticorpos (imunoglobulinas) advindos da
circulagdo materna ao individuo ainda em formacédo, por meio da placenta e cordao
umbilical, e continua em formacdo, apdés o nascimento, pela ingestdo do colostro
(COELHO, 2005) que é o primeiro leite produzido pelas fémeas mamiferas, e que além
de transmitir imunidade passiva, serve de alimento aos filhotes (COUTO et al., 2010).
Os anticorpos, provenientes do colostro, sdo transportados por pinocitose como
macromoléculas intactas através dos enteroécitos do intestino delgado, de onde atingem
a circulacdo sanguinea, garantindo aos animais protecdo adequada para as primeiras
semanas de vida.

Por possuir grande variedade de componentes de defesa natural, o colostro é

considerado alimento completo do ponto de vista nutricional, auxiliando na prevencgéo
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de doencas (BAROZA, 2007). Entre os constituintes do colostro destacam-se as
imunoglobulinas das quais de 85 a 90% sao imunoglobulinas G (ROCHA, 2010),
considerada a mais importante na imunizagdo passiva de bezerros (FAGLIARI, 2006).
Sao proteinas indispensaveis a consolidacdo do sistema imune (ANDREWS; LYONS,
1990), considerando-se valores de 2,4 g.dL™ de IgG como ideais quando medidas no
soro sanguineo de bezerros recém natos ap0s a ingestéo de colostro (ROCHA, 2010).

Devido ao fato de haver pouca variacdo nos teores de albumina no soro
sanguineo de bezerros recém-nascidos, 0 aumento no teor de proteina total é utilizado
como parametro indireto na quantificagdo de imunoglobulina G, assim como a atividade
da enzima gamaglutamiltransferase (GGT) que também indica a ingestdo de I1gG
(FEITOSA et al., 2001; ROCHA, 2010). Esta situacdo pode ser comprovada pela
correlacdo positiva encontrada por Rocha (2010), onde o teor de IgG as 24 horas de
vida correlacionou-se com a GGT em 0,69 (P<0,01) e com o teor de proteina total em
0,85 (P<0,01). Teores de proteina total menores que 4,2 g.dL™ e atividade de GGT
inferior a 200 U.L™ ocorrem em animais nos quais houve deficiéncia na transferéncia de
imunidade.

A eficiéncia da transferéncia da imunidade aos bezerros depende da qualidade
do colostro, caracteristica essa influenciada pelo histérico de doencas e vacinacdes da
vaca, bem como quantidade produzida, raca e eépoca do ano em que ocorre o parto e
ao manejo sanitario (vacinacdes e limpeza dos ambientes e equipamentos) adotado. O
colostro é considerado de boa qualidade quando possui quantidade superior a 51 mg de
imunoglobulinas.mL™. Concentracées inferiores a 20 mg.mL™ caracterizam colostro de
baixa qualidade (COELHO, 2005) e comprometem a transferéncia da imunidade
passiva, aumentando os riscos de doencas e a taxa de mortalidade (NOCEK et al.,
1984).

Dessa forma, os bezerros ficam susceptiveis & acdo de patdégenos causadores
de doengas comuns e de grande impacto econémico até o primeiro ano de idade, tais
como as diarreias e pneumonias, as principais causas de mortalidade (COELHO, 2005).
Dentre estas, a diarreia ocorre como resultado da interacdo entre o bezerro, 0 meio

ambiente, os agentes infecciosos causadores e 0 manejo sanitario e nutricional
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empregados. A morte de bezerros neonatos é uma das principais causas de prejuizos
econdmicos e sua ocorréncia € variavel em funcdo do sistema de criacdo, o agente
causal e a capacidade de resposta do organismo. Além dos patdgenos, outra fonte de
predisposicdo as doencas esta nas condi¢cfes climéaticas do ambiente em que o animal
se encontra, principalmente no que se refere a temperatura e umidade. A elevacéo da
temperatura do ar, associada a alta umidade e radiagéo solar intensa, leva ao aumento
da atividade respiratoria e desajusta 0 sistema termorregulatorio, desencadeando
menor taxa de crescimento dos individuos e queda na producdo. Além disso,
temperatura e umidade elevadas, aumentam as chances de ocorrerem pneumonia
(SILVA, 2010).

O produtor deve, portanto, estar atento a todos os fatores influenciaveis na
transmissdo da imunidade passiva aos bezerros (RIET-CORREA et al., 2001,
ANDREWS et al., 2008). Assim, entende-se ser necessario um controle da qualidade do
colostro em termos de concentracdo de IgG e da quantidade ingerida pelo bezerro.

As imunoglobulinas ingeridas no colostro sdo absorvidas na regido médio-caudal
do intestino delgado dos bezerros (KAUP et al., 1996), a qual possui permeabilidade
transitéria com absor¢cdo maxima até 6 horas, cessando entre as 24 e 48 horas apés o
nascimento, caracterizando o “fechamento intestinal” (COELHO; SILPER, 2008). Dai, a
importancia de se administrar o colostro aos bezerros o mais rapidamente possivel
apos o parto (TIZARD, 2003), sendo essencial que o mesmo tenha ingerido de 10 a
15% de seu peso vivo ao completar um dia de vida (SILVA, 2002). No soro sanguineo
de bezerros recém-nascidos, € possivel verificar concentragdo maxima de
imunoglobulinas G, proteina total e de atividade de gamaglutamiltransferase, por volta
de 12 a 24 horas ap0s a ingestédo do colostro (ROCHA, 2010).

Corroborando com autores que afirmam ser a colostragem nas primeiras horas
de vida fator crucial para o bom desenvolvimento e desempenho dos bezerros recém
natos, Coelho (2005) estimou que 75% das perdas econdémicas (perdas por queda do
desempenho animal em decorréncia da debilidade causada por doengas, maior gasto
com mao de obra e com medicamentos) de uma propriedade leiteira até o primeiro ano

de idade dos bezerros, ocorrem até os mesmos atingirem 28 dias de idade, época na
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qual sdo dependentes da imunidade que adquiriram por meio da administracdo do
colostro materno (BANKS; McGUIRE, 1989).

Sabe-se que em bezerros nos quais foi eficientemente realizada a transferéncia
de imunidade, ha elevada atividade da GGT e imunoglobulinas G em quantidade
adequada, de acordo com o0 momento em que foi realizada a coleta do sangue (SILVA
et al., 2007). O fornecimento do colostro ao bezerro pode ser realizado pela ingestao
direta do ubere materno ou artificialmente em baldes ou mamadeiras, ndo havendo
diferencas significativas quanto a transferéncia de imunidade em ambos os casos
(SILVA, 2002; PAIVA et al., 2006).

Por outro lado, além dos fatores qualidade e quantidade do colostro fornecido e o
tempo decorrente do parto até o primeiro fornecimento, a integridade das
imunoglobulinas absorvidas, influenciam na formagcdo do sistema imunoldgico dos
bezerros colostrados (BORGES, 1997; MORAES et al., 1997; PERINO, 1997; SILVA,
2002; COELHO, 2005).

O sistema digestivo dos bezerros ao nascer produz pequena quantidade de
acidos, possui atividade minima de enzimas como a pepsina gastrica além de haver no
colostro, a presenca do inibidor de tripsina, capaz de impedir a digestdo dos anticorpos
que chegam intactos ao intestino delgado (BESSI, 2001). Porém, tal caracteristica é
perdida com o passar das horas, havendo redugdo do numero de macromoléculas
absorviveis, 0 que compromete a transferéncia da imunidade (SILVA, 2002).

De acordo com Andrews; Lyons (1990), as imunoglobulinas devem ser ingeridas
e absorvidas intactas (como macromoléculas) pelos recém-nascidos, ou seja, sem que
sofram a acdo das enzimas digestivas. Porém, ao serem ingeridas, tais proteinas sao
colocadas em contato com o0 suco gastrico e pancreatico presente no abomaso e
intestino destes animais, 0s quais possuem enzimas, dentre elas a tripsina, responsavel
pela degradacdo das proteinas quebrando a ligacdo peptidica arginina-lisina
(ANDRIGUETTO et al.,, 2002) e a absor¢cdo dos aminoacidos livres compromete a
funcionalidade da imunoglobulina.

Para melhorar a transmissdo da imunidade aos bezerros é fundamental que a

acdo de tais enzimas sobre as imunoglobulinas seja reduzida. Tal condicdo sé é
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possivel devido a baixa atividade proteolitica no trato digestivo dos recém-nascidos e
pela presenca de inibidores de tripsina no colostro (TIZARD, 2002).

Segundo Jensen; Pedersen (1982) e Quigley et al. (1995b), o colostro bovino,
em especial o da primeira ordenha, contém inibidor de tripsina 0 que pode ajudar na
transferéncia da imunidade aos recém-natos.

Em avaliacdo da influencia do inibidor de tripsina na absorcdo de
imunoglobulinas em leitdes, Jensen; Pedersen (1982) concluiram que a adi¢do de maior
quantidade de inibidor ao colostro materno auxiliou no aumento da absor¢ao intestinal
das proteinas pelos leitdes.

Ainda neste contexto, Sandholm, Honkanen-Buzalski (1979) compararam as
concentracdes de inibidor de tripsina no colostro de espécies que transferem as
imunoglobulinas pela placenta e colostro, bem como das que dependem apenas da
transmissao colostral. Concluiram que o inibidor de tripsina esta presente em maior
quantidade nas espécies que tem na colostragem o principal meio de transferéncia de
imunoglobulinas.

Para Quigley et al. (1995b) quanto maior a concentracdo de inibidor de tripsina
melhor é a qualidade do colostro, de forma que o uso de inibidores na colostragem de
bezerros pode potencializar a protecdo das IgG a protedlise. Corroborando com tais
conclusdes, Carlsson et al. (1980) relataram a absorgéo reduzida de proteina total, IgG
e albumina por leites alimentados com colostro do qual foi extraido o inibidor de
tripsina, indicando relagéo positiva entre a presenca do inibidor de tripsina e aumento
na absorcdo de imunoglobulinas pelos neonatos.

Pelo exposto, além do manejo, da concentracdo de imunoglobulinas no colostro
e do seu fornecimento logo ap6s o parto, o fator referente a degradacdo das
imunoglobulinas pelas enzimas digestivas deve ser considerado e, estudos que indicam
diminuicdo dos danos causados a sua integridade merecem destaques, uma vez que
influenciam positivamente na eficiéncia do processo de transferéncia de imunidade aos

bezerros.
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3.2. Inibidores de tripsina vegetal

Os inibidores de tripsina estdo presentes em muitas familias de plantas, sendo
encontrados em todas as subfamilias Leguminosae (Mimosoideae, Caesalpinioideae,
Papilionoideae e Solanaceae) (BATISTA et al., 1996), como feijdo, crotalaria e soja. Os
inibidores de tripsina, particularmente da soja, sdo os mais estudados e conhecidos,
representando cerca de 6% das proteinas presentes no grdo (BRANDON; BATES;
FRIEDMAN, 1993). Ocorrem naturalmente inibidores de tripsina do tipo Kunitz (KTI)
(trés vezes mais abundante em termos percentuais) e inibidor de tripsina e
qguimotripsina do tipo Bowman-Birk (BBI) (STAHLHUT; HYMOWITZ, 1983; TANWILSON
et al., 1985).

Dentre os vegetais em que estdo presentes os inibidores de tripsina, a soja é o
mais utilizado na alimentacdo animal. A presenca destas substancias na soja € uma
das causas para ser considerado um alimento que contém fatores antinutricionais
(CARVALHO et al., 2002). Uma vez ingeridos se complexam com a tripsina impedindo a
degradacao das proteinas e, consequentemente, a absor¢do de aminoacidos.

O inibidor de tripsina KTI, mais abundante na soja € uma proteina com peso
molecular ao redor de 24.000, termolabil, (FELIX, 2005) e que, segundo Sgarbieri
(1996), é composto por 181 residuos de aminoacidos e duas pontes de dissulfeto. O
inibidor se liga a tripsina estequiometricamente, praticamente irreversivel e instantanea,
formando complexo 1:1, através do centro de ligacdo presente nos residuos arginina
(63) e isoleucina (64).

Em plantas, encontram-se distribuidos em diversos 6rgaos e tecidos (paredes
celulares, espacos intercelulares, no citossol e em vacuolos) (KAPUR et al., 1989)
estando relacionados a regulacdo do processo de morte celular programada (apoptose),
diretamente envolvidos nos processos de defesa de plantas contra o ataque de pragas
e/ou patégenos, regulacdo da fotossintese (ESTELLE, 2001), regulacado da expressao
génica (ADAM, 2000), atuando ainda como proteinas de reserva e reguladores
enzimaticos endogenos (PARK et al., 2000; CHEN et al., 2004).
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Concentram-se na fracdo albumina do vegetal, correspondendo a 2,7% da
proteina albuminosa do feijao Navy (GOMES et al., 1979) e a 1,69% do feijdo Great
Norther (RAYAS-DUARTE et al., 1992). Carvalho; Sgarbieri (1997) observaram que a
fracdo albumina do feijdo Carioca concentrou 2,3 vezes a atividade dos inibidores de
tripsina.

No caso dos inibidores de tripsina presentes na soja, constituem resposta a
ataques de pragas e patdégenos (ROBY, et al., 1987) afetando o desenvolvimento de
insetos lepidopteros e coledpteros (MACEDO et al.,, 2002; OLIVEIRA et al., 2002)
devido & diminuicdo da assimilacdo de nutrientes no intestino dos insetos (RYAN,
1990).

A sua presenga no trato intestinal de animais, especialmente monogastricos,
causa alteracbes metabdlicas do pancreas durante o periodo em que o animal esta
submetido a ingestdo de alimentos que contenham inibidores, pois estes inibem a acéo
da tripsina, enzima responséavel pela digestdo de proteinas, levando a um aumento na
producdo enzimatica pelo pancreas e a hipertrofia e hiperplasia deste 06rgéo
(CARVALHO et al., 2002), além de reducédo da taxa de crescimento (AL-WESALI et al.,
1995).

Estudos realizados com porcos da india, bezerros, cides e suinos nédo foi
observada hipertrofia pancreética, porém houve perda de peso pelos animais levando a
reducdo do ganho de peso e aumento da secre¢do das enzimas pancreaticas apenas
durante o periodo de exposi¢ao aos inibidores (HASDAI et al., 1989).

A hipertrofia e hiperplasia pancreatica ocorrem devido a hipersecrecdo das
enzimas digestivas tripsina, quimotripsina e elastase, as quais sédo eliminadas nas
fezes, ocasionando perda enddgena de aminoéacidos sulfurados (LIENER, 1994). Por
retroalimentacdo negativa, controlou-se esta hipersecrecdo de tais enzimas, sendo a
quantidade de tripsina presente no intestino inversamente proporcional a secrecéo
enzimatica segundo Green; Lyman (1972).

Conforme observado por Quigley et al. (1995a), devido a habilidade dos
inibidores de tripsina em reduzir a agdo enzimatica, a sua introducdo ao colostro indica

aumento do potencial de protecdo das imunoglobulinas contra a digestdo, as quais
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necessitam serem absorvidas intactas, como macromoléculas, para que desempenhem
seu papel de protecéo e desenvolvimento do sistema imune do animal.

Estudando a interferéncia da adicdo de inibidor de tripsina da soja na melhora da
transferéncia da imunidade passiva em bezerros da raca Jersey, Quigley et al. (1995a)
verificaram resultados satisfatérios, sem ter havido qualquer outra modificacdo na rotina
de cuidados com os animais. Carlsson et al. (1980) no estudo com leitdes concluiram
que houve interferéncia da presenca desta substédncia na preservacdo das
imunoglobulinas durante a agdo das enzimas pancreaticas, principalmente da tripsina,
garantindo a absor¢éo intacta das mesmas.

Por ser o inibidor de tripsina termolabil, o tratamento térmico dos gréos tem se
mostrado efetivo para a inativacdo dos inibidores de tripsina, porém estes apresentam
alta estabilidade quando aquecidos em sua forma purificada ou parcialmente purificada,
como a fragdo albumina. A complexacdo com componentes do tecido do grdo é que
promove a inativagdo, o que diminui a eficiéncia do aquecimento de fragdes proteicas
(CARVALHO; SGARBIERI, 1998). Assim, a fracdo albumina submetida a tratamento
térmico foi o procedimento adotado para obtencgéo de inibidores de tripsina parcialmente
purificados por Rayas-Duarte et al. (1992) e Carvalho; Sgarbieri (1998).

Em 2010, o Brasil foi o 5° maior produtor mundial de leite (31.667.600 t.)
(EMBRAPA, 2012), demonstrando ser um pais com importante representatividade neste
setor. Por isso, é imprescindivel a busca por solu¢ces que possam otimizar a produgéo,
melhorando a qualidade de vida dos animais e contribuindo com o desenvolvimento do

setor.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e Material

O experimento foi realizado em setembro de 2011 na Fazenda Santa Rita —
Agrindus, localizada no municipio de Descalvado — SP. Foram utilizadas 18 bezerras
recém-nascidas da raca Holandesa, alimentadas com colostro bovino adicionado de
inibidor de tripsina purificado Sigma tipo I-S ou provenientes da fracdo albumina da soja
cultivar BRS 232. Este estudo teve a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) — protocolo n® 018957/11 (Anexo 1).

4.2. Obtencéo da fracdo albumina da soja

Os graos de soja foram moidos em moinho de faca e a farinha integral obtida,
mantida em temperatura de -20 °C.

O método utilizado para extracdo da fracdo albumina contendo os inibidores de
tripsina foi o descrito por Whitaker; Sgarbieri (1981). A farinha integral de soja foi
suspensa em solugédo 0,5 M de NaCl (1:10 p/v), com pH ajustado para 2,5 com HCI a
0,1N, e agitada continuamente por 2 horas, a temperatura ambiente. A suspensao foi
entdo centrifugada a 10.300 xg a 4 °C por 40 minutos, obtendo-se o residuo
(descartado) e o sobrenadante (extrato bruto). Realizou-se dialise contra agua destilada
a 4 °C por, aproximadamente, 72 horas seguido de centrifugacéo (10.300 xg a 4 °C por
40 min.), resultando em uma fracdo insolUvel, constituida por globulinas, e uma fracao
soluvel, formada pelas albuminas.

A fracdo albumina foi submetida a tratamento térmico a fim de inativar as
hemaglutininas, mantendo a atividade dos inibidores de tripsina (CARVALHO;
SGARBIERI, 1997). Para isso, a fragdo albumina foi aquecida em banho de agua

fervente por 30 min. e, em seguida, resfriada em banho de gelo, e centrifugada (10.300
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Xg a 4 °C por 40 min.). A fracdo coagulada (residuo) foi descartada e a fracdo néao

coagulada pelo calor (sobrenadante) foi liofilizada e utilizada no ensaio com os animais.
4.3. Processamento do colostro

O colostro foi proveniente de banco de estocagem da propria fazenda, sendo
somente utilizado o de primeira ordenha de vacas recém-paridas e com densidade
superior a 51 mg.mL™ de 1gG. Ap6s a ordenha, o colostro foi imediatamente congelado
em garrafas plasticas de dois litros e mantido estocado por até um més antes do uso.

Para a padronizacdo das amostras e concentracdo de IgG realizou-se o
descongelamento de 16 litros de colostro em &agua a 30 °C, seguido de
homogeneizacdo em recipiente de aco inoxidavel. O material foi novamente envasado
em porcOes de 1 litro e mantidos congelados a — 20 °C por até uma semana, sendo
disponibilizados cinco litros para cada animal. Este procedimento foi repetido por seis

vezes, constituindo os “pools” de colostro.
4.4. Manejo dos animais

Os animais foram selecionados imediatamente ap0s 0 nascimento, sendo
utiizadas somente fémeas. Os partos ocorreram nas baias de paricdo, sendo
observado o momento exato do nascimento das bezerras e impedido o acesso ao
colostro materno. Cerca de meia hora depois de nascidas, as bezerras foram
identificadas e alojadas por trés dias na maternidade em baias individuais suspensas,
localizadas no interior de barracdo coberto com telhas de barro e laterais vazadas. Em
seguida foram transferidas ao bezerreiro, estruturalmente idéntico a maternidade, onde
permaneceram até o desmame com livre acesso a agua e concentrado disponibilizados
em baldes individualizados, seguindo-se o manejo usual da fazenda.

A distribuicdo dos 18 animais nos tratamentos ocorreu sequencialmente
conforme a ordem de nascimento, com seis animais por tratamento, sendo que cada

“pool” de colostro foi igualmente distribuido entre os tratamentos.
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4.5. Alimentacéo

A alimentag&o inicial das bezerras ocorreu uma hora ap6s o nascimento, sendo
fornecido, uma Unica vez, um litro de colostro adicionado do inibidor de tripsina
momento antes do uso, conforme os tratamentos (T):

T1 - Controle: colostro;

T2 - Colostro com adi¢cao de 50 mg inibidor de tripsina purificado;

T3 - Colostro com adicdo de 1,08 g da fragdo albumina (contendo inibidores de
tripsina) com atividade inibitoria 1,5 vezes superior ao T2.

As bezerras (peso médio 42 Kg) foram alimentadas até completarem 24 horas
com mais quatro por¢gdes de um litro de colostro, totalizando cinco litros para cada
animal, quando entdo passaram a ser alimentadas conforme o manejo adotado pela
propriedade.

A quantidade de colostro fornecida seguiu a recomendacao de Silva (2002), que

considerada satisfatoria a ingestéo entre 10 a 15% do peso vivo.
4.6. Colheita e preparo das amostras de sangue

As amostras de sangue foram colhidas por venopuncéo da jugular, com uso de
agulhas 25 x 0,7 mm, em frasco vacuolizados de 10 mL (COSTA et al., 2008), apos 1,
12, 24, 36 e 48 h do nascimento, sendo a primeira colheita realizada antes do
fornecimento do colostro. O sangue foi centrifugado a 1500 xg a 4 °C por 15 min.
(PAIVA et al., 2006), sendo o soro fracionado em tubos de 2 mL (tipo “eppendorf”)
devidamente identificados e congelados a -20 °C (KINDLEIN et al., 2007).

4.7. Preparo das amostras de colostro

As amostras de colostro foram preparadas com a adi¢cdo de coagulante liquido

para queijos (Estrela®) na proporcdo de 5% para o volume total. Em seguida, as
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amostras foram colocadas em banho-maria a 37 °C por 20 minutos, para a formacao e
retracdo do coagulo, e centrifugadas a 1.500 xg por 15 min. em centrifuga refrigerada.
A fracdo intermediaria da solucéo trifasica foi aspirada e congelada a -20 °C por

até 2 meses, para analises de 1gG, GGT e PT.

4.8. Andalises laboratoriais

4.8.1. Composicao centesimal dos gréos de soja

Os teores de umidade, extrato etéreo, proteina bruta e cinzas foram
determinados, em triplicata, nas amostras da farinha dos graos de soja, conforme as
normas da Association of Official Analytical Chemist (AOAC, 2000).

O teor de umidade foi obtido pela secagem das amostras em estufa a 105 °C, até
peso constante. O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método semi-micro
Kjeldhal, utilizando-se o fator 6,25 para a obtencdo do teor de proteina total. A
determinacgdo do extrato etéreo foi realizada pela técnica de Soxhlet usando-se éter de
petréleo (p.e. 65 °C) como material extrator. O contetdo de cinzas foi determinado pela
incineracdo em mufla a 550 °C, até peso constante. A porcentagem de carboidratos foi
estimada, diminuindo-se de 100% a somatoria das porcentagens de umidade, proteina,

cinzas e extrato etéreo.

4.8.2. Determinagéo da atividade dos inibidores de tripsina

A atividade dos inibidores de tripsina do grédo de soja, da fragdo albumina ndo
coagulada pelo calor, do inibidor purificado e do colostro foi determinada utilizando-se o
Na-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) como substrato para a tripsina,
conforme o procedimento descrito por Kakade et al. (1969).

Amostras da farinha de gréos de soja e da fracdo almunina foram submetidas a
agitacdo com solucdo de HCI 0,025 N, por 60 min. para obtencéao do extrato. O inibidor

purificado (Sigma) foi diluido na solugéo extratora e o colostro foi preparado diluindo-se
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0,5 mL de amostra em 4,5 mL de agua destilada e centrifugacdo a 9.500 xg a 4 °C por
30 min (SOARES FILHO, 2000). Aliquotas de 1,0 mL dos extratos foram pipetadas em
triplicata em tubos de ensaio, e o volume final ajustado para 1,0 mL com tampéao Tris
50mM, pH 8,2, contendo CaCl, 20 mM. A cada tubo, previamente acondicionado em
banho-maria a 37 °C, foi adicionado 1 mL da solucao de tripsina (0,11 mg.mL™ de HCI
0,001N) e apés 10 minutos, 7,0 mL de BAPNA (0,3 mg.mL™ de tamp&o Tris 50 mM, pH
8,2 contendo CaCl, 20 mM), previamente aquecidos a 37 °C. A reacdao foi interrompida
apoés 10 minutos pela adicdo de 1,0 mL de &cido acético a 30%. A absorbancia foi
determinada a 410 nm, contra o branco, ao qual foi adicionado o 4cido acético antes do
BAPNA. Uma Unidade de Tripsina (UT) foi definida como o aumento de 0,01 unidade
de absorbancia a 410 nm por 100 mL do meio de reacédo, e 0s resultados foram
expressos como Unidades de Tripsina Inibida (UTI) por miligrama de amostra (UTl.mg™
de amostra) para os inibidores de tripsina da soja.

Para o colostro utilizou-se 0,019 como fator de tripsina, que representa a
absorbancia do produto da atuacédo de 1ug de tripsina ativa sobre o substrato BAPNA a
um comprimento de onda de 410 nm, e os resultados expressos em mg tripsina

inibida.mL™ de colostro.
4.8.3. Analises do colostro

As andlises de acidez, densidade e gordura foram realizadas, em triplicata, de
amostras obtidas do “pool” de colostro, segundo a determinagao do Instituto Adolfo Lutz
(IAL, 1985).

A acidez (determinada pelo método Dornic) e densidade (pela leitura em
colostrometro) foram realizadas imediatamente apds o processamento do colostro. Para
0os teores de gordura (método butirométrico) as amostras foram descongeladas a
temperatura ambiente e diluidas 2:1 (leite:agua), no Laboratério de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos — Departamento de Tecnologia — FCAV/Unesp.

O nitrogénio total (NT) e o N obtido das fracbes protéicas foram determinados

pelo método semi-micro Kjeldahl, utilizando-se a metodologia padronizada pela IDF
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(1962) e o fator 6,38 para obtencdo dos teores de proteina correspondentes (IDF,
1964).

O teor de nitrogénio ndo proteico (NNP) foi determinado pela dosagem de
nitrogénio no filtrado apds a precipitacdo das proteinas em &cido tricloroacético a 12%.
O nitrogénio nao caseico (NNC) foi obtido pela dosagem do nitrogénio no filtrado obtido
apos a precipitacdo das caseinas com acido acético 10% e acetato de sédio 1N. O teor
de nitrogénio caseico (NC) foi estimado pela diferenca entre o nitrogénio total (NT) e
NNC. O nitrogénio verdadeiro (NV) foi obtido por diferenca entre o NT e NNP. O teor de
nitrogénio do soro (NS) correspondeu a diferenca entre NV e NC.

As amostras de soro lacteo foram analisadas quanto a concentracdo de
imunoglobulina G (IgG) por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de
acordo com o proposto por Laemmli (1970), que permite a quantificacdo e identificacao
de diversas fracdes proteicas (ROCHA, 2010). Apds fracionamento, o gel foi corado por
10 min. em solugéo “coomassie blue” 0,2% e o excesso de corante foi removido com
solugéo de acido acético 7%, até que as frages proteicas se apresentassem nitidas. As
concentracdes dessas proteinas foram determinadas em  densitbmetro
computadorizado (Shimadzu? CS9301, Téquio). Como referéncia utilizou-se uma
solucdo marcadora (Sigma) com diferentes pesos moleculares, além de 1gG bovina
purificada (Sigma).

Determinou-se a atividade sérica de gamaglutamiltransferase (GGT) no soro
lacteo pelo método de Szasz modificado e os teores de proteina total (PT) (método do
biureto), utilizando-se reagentes comerciais LABTEST? especificos (SILVA et al., 2007).
As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotdbmetro semi-automatico

(LABQUEST?®), com luz de comprimento de onda apropriado para cada teste.

'L abtest Diagnéstica, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil.
’Shimadzu CS9301, Téquio, Japado
®Labquest, Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil
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4.8.4. Anédlises do soro sanguineo

As amostras de soro sanguineo foram analisadas quanto a concentracdo de
imunoglobulina G (IgG) em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e de proteina total (PT),
pelo método do biureto, utilizando-se kits enzimaticos LABTEST!. A atividade da
gamaglutamiltransferase (GGT) foi determinada pelo método de Szasz, modificado por
meio de reagentes comerciais LABTEST! (SILVA et al., 2007), seguindo-se o

procedimento descrito para as amostras de colostro.
4.9. Analise estatistica

Os resultados obtidos para os parametros sanguineos foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados com parcelas
subdivididas (“split-plot”), considerando-se os efeitos principais dos tratamentos (duas
fontes em concentracdes diferentes de inibidores de tripsina) e secundarios os periodos
de colheita do sangue, bem como a interagédo entre os efeitos principais e periodo. As
analises estatisticas foram executadas através do “software” AgroEstat - Sistema para
Andlises Estatisticas de Ensaios Agrondmicos (BARBOSA; MALDONADO, 2011).

As variaveis IgG e GGT foram submetidas a transformacgéo logaritmica In (x+1).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Composicédo centesimal da soja

Na Tabela 1 constam os valores da composicéo centesimal dos gréos de soja, e
por serem destinados ao consumo humano apresentam altos teores em proteinas
(40,43%), extrato etéreo (15,2%) e carboidratos (31,58%), 0s quais evidenciaram

composicao similar em relacéo a determinacéo realizada por Maia et al.(2006).

Tabela 1. Composigéo centesimal da soja

Nutrientes %

Umidade 8,34
Extrato etéreo 15,20
Proteina 40,43
Cinzas 4,45
Carboidrato 31,58

5.2. Atividade do inibidor de tripsina da soja

Os resultados obtidos para a atividade dos inibidores de tripsina da soja (gréo,
fracdo albumina ndo coagulada e inibidor purificado) estdo apresentados na Tabela 2. A
atividade do inibidor de tripsina dos gréos de soja (151,56 UTl.mg™ amostra) encontra-
se entre os valores obtidos por Carvalho et al. (2002). Na fragdo albumina os inibidores
se apresentaram estaveis ao calor e 2,1 mais ativos (324,50 UTl.mg™) do que no grdo
de soja. Para o inibidor purificado a atividade (4.683,30 UTl.mg™) foi 31 vezes mais
concentrada em relacdo ao gréo.

A fracdo albumina das leguminosas corresponde a cerca de 8 a 20 % do total

proteico, enquanto que a globulina é a fracdo majoritaria, com 40 a 60% (NEVES et al.,
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2006). Apesar de em menor proporcdo as albuminas s&o, principalmente, enzimas e
proteinas ligadas ao metabolismo celular e contém, praticamente, todos os inibidores de
proteases e hemaglutininas (PEARSON, 1983). Inibidores mais ativos na fragéo
albumina de grdos de feijao também foram observados por Wu; Whitaker (1990);
Carvalho; Sgarbieri (1997).

Tabela 2. Atividade dos inibidores de tripsina (UTl.mg™* amostra) da farinha de gréos de
soja, da fracdo albumina néo coagulada pelo calor e do inibidor purificado.

Amostras (UTI.mg™ amostra)
Gréos de soja 151,56
Fracao albumina nao coagulada 324,50
Inibidor purificado (Sigma) 4.683,30

UTI = Unidades de tripsina inibida

Considerando a atividade do inibidor de tripsina purificado, estabeleceu-se a
quantidade de 50 mg por animal, com atividade total de 234.165 UTI. Definiu-se que o
tratamento coma dicdo de fracdo albumina (T3) teria 1,5 vezes mais capacidade de
inibicdo da enzima tripsina que o tratamento com adi¢ao do inibidor purificado (T2). Por
isso, determinou-se o uso de 1,08 g da fracdo albumina para cada animal (T3), o que
resultou em uma capacidade de inibicdo da tripsina da ordem de 350.460,00 UTI.
Estudo realizado por Quigley et al. (1995b) demonstrou que houve protecdo da 1gG
contra a degradacdo das enzimas proteoliticas devido a adicdo de 1g de inibidor

comercial a um litro de colostro de vacas da racga Jersey.

5.3. Caracteristicas do colostro

Os valores de acidez, densidade, gordura e atividade dos inibidores de tripsina
para cada “pool” de colostro analisado estédo dispostos na Tabela 3.
A acidez do colostro variou de 45 e 57 °D, valor proximo ao determinado por

Couto et al. (2010) de 46,5 °D. Porém, os valores apresentam-se mais elevados que os
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encontrados para o leite normal (15 a 18 °D), o que pode ser devido a alta
concentracdo de caseina (4,8%) em comparacdo com o leite normal (2,5%)
(FERREIRA, 2011), que por conter aminoacidos com caracteristicas anfotéricas, agem
como acido na titulacdo (NADER FILHO et al.,1996).

Tabela 3. Médias e desvios-padrdo dos valores de acidez (°D), densidade (mg.mL™),
gordura (%) e inibidores de tripsina (mg.mL™) de cada “pool” de colostro de
vacas da raca Holandesa armazenado sob congelamento.

Acidez Densidade  Gordura Inibidor de tripsina
“Pool” de colostro

(°D) (mg.mL™) (%) (mg.mL™)
1 46 £ 0,0 71+0,12 3,2+20,4 0,945 + 0,04
2 56 +1,2 75+0,10 3,5+0,5 0,789 + 0,02
3 52 +0,0 70+0,12 50+0,4 0,876 = 0,00
4 57+15 72 £1,00 55+0,4 0,921 £ 0,04
5 45+ 0,0 82 +1,15 6,4+04 0,797 + 0,02
6 54+2,0 75 1,70 7,6 +0,3 0,766 + 0,01

A densidade do colostro, estimada pelo colostrobmetro, avalia indiretamente a
concentracao de IgG, as quais séo responsaveis por 69,9 % da variacdo observada em
resultados de anélise (FLEENOR; STOTT, 1980). De acordo com a escala do aparelho,
os colostros sdo classificados como: ruim com até 20 mg.mL™ de 1gG; intermediario
variando de 21 a 50 mg.mL™ e de alta qualidade, com mais de 51 mg.mL™* de IgG,
(COELHO; SILPER, 2008; JUNQUEIRA et al. , 2011). Os resultados obtidos para a
densidade (70 a 82 mg.mL™), portanto, classificam o colostro como de alta qualidade.

Os teores de gordura variaram de 3,2 a 7,2 % entre os “pools” analisados.
Conforme Foley; Otterby (1978) o teor de gordura varia com as ordenhas pos-parto com
valor inicial de 6,7% (colostro) a 4,3% na 52 ordenha (leite de transicdo). A gordura é
um dos componentes mais susceptiveis as variagdes, podendo estar relacionado a

alimentacédo, condi¢do corporal, idade ao primeiro parto, nimero de lactacdo e época
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do ano, fatores estes ndo controlados na obtencao do colostro para compor o banco de
estocagem pela propriedade.

O congelamento do colostro ndo altera a sua composi¢do nutricional (FOLEY;
OTTERBY, 1978) e nem ocasiona variagcdes no pH e acidez (CARLSON; MILLER,
1977). No entanto, para ser usado como fonte de imunoglobulina, recomenda-se o
armazenamento por um periodo maximo de um ano (FERREIRA, 2011).

A atividade dos inibidores de tripsina determinadas nos “pools” de colostro variou
de 0,766 a 0,945 mg de tripsina inibida.mL™, valor préximo (0,798 mg.mL™) ao obtido
por Pifieiro et al. (1978) em colostro de vacas da raca Holandesas, obtido na primeira
ordenha pds-parto. Em animais mesticos, holandés-zebu com diferentes composicdes
genéticas, Soares Filho (2000) obteve valor médio de 0,958 mg. mL™. De acordo com
Quigley et al. (1995a) o colostro bovino contem 100 vezes a quantidade de inibidor
presente no leite.

O perfil proteico do “pool” de colostro utilizado no aleitamento das bezerras esta

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Perfil proteico (%) dos “pool” de colostro de vacas da raca Holandesa
armazenados sob congelamento.

“Pool”

PT PV C PS NNP
colostro

1 14,10 13,83 5,99 7,84 0,27
2 17,18 16,87 7,69 9,18 0,30
3 16,82 16,57 7,17 9,40 0,26
4 16,50 16,20 6,78 9,42 0,29
5 19,52 19,28 10,88 8,40 0,23
6 16,88 16,59 7,15 9,44 0,28

PT = proteina total; PV =proteina verdadeira; C = caseina; PS = proteina do soro; NNP = nitrogénio nado
proteico.

Foram encontrados valores de 14,10 a 19,52 % para proteina total (PT), 13,83 a
19,28 % para proteina verdadeira (PV), 5,99 a 10,88 para caseina (C), 7,84 a 9,44 %
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para proteina do soro (PS), 0,23 a 0,30 % para nitrogénio ndo proteico (NNP). Foley;
Otterby (1978) citaram para o colostro, valores de proteina total e caseina de 14,0 % e
4,8 %, respectivamente, com diminuicdo das porcentagens conforme as ordenhas pos-
parto. Quigley et al. (1995a) obtiveram para o colostro de vacas da raca Jersey
concentracdes de 22,12 % para proteina verdadeira, 7,39 % para caseina e 0,67 %
para NNP. Considerando o leite de vaca as porcentagens sdo bem inferiores, conforme
resultados obtidos por Sancanari (2002) para PV de 2,49 %, caseina 2,11 % e proteinas
do soro 0,38 %.

As variagOes nos teores de proteina observadas entre as amostras de colostro
podem estar relacionadas a fatores que afetam a composicdo do leite, os quais nao
foram monitorados na obtencdo do colostro para compor o banco de estocagem pela
propriedade, conforme anteriormente mencionado.

A elevada concentracdo das imunoglobulinas (IgG e IgA) no soro do colostro é
muito importante pois essas séo responsaveis por transferir a imunidade passiva ao
recém-nascido. As demais proteinas do soro tém a funcdo de desenvolver e maturar 0s
tecidos epiteliais do sistema gastrointestinal, ainda ndo completamente desenvolvido
funcionalmente. Além disso, estimulam a sintese de proteinas sanguineas e teciduais e
por serem altamente digeriveis sdo rapidamente absorvidas pelo organismo
(SGARBIERI, 2004).

As concentracdes de IgG e de proteina total (g.DI'), e a atividade da enzima
gamaglutamiltransferase (U.L™) no soro lacteo, foram determinadas por testes
bioquimicos e seus valores estdo expressos na Tabela 5.

A concentracdo de IgG nos “pools” de colostro variou de de 8,0 a 10,0 g.dL™,
valor superior ao descrito por Baroza (2007) de 5,36 g.dL™ no soro lacteo de vacas no
dia do parto. Segundo este mesmo autor, as concentracdes de IgG apresentam-se
elevadas na primeira ordenha (dia do parto) e sofrem declinio no dia seguinte ao parto.
Tal fato pode estar relacionado a permeabilidade intestinal do recém-nascido, que é
elevada nas primeiras horas de vida e declina apés pico de absor¢gédo, com cerca de 24
horas pdés parto, tornando fundamental a administragéo do colostro nas primeiras horas

de vida do bezerro.
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Tabela 5. Concentracdo de imunoglobulina G (IgG) e de proteina total (PT) e atividade
de gamaglutamiltransferase (GGT) no soro lacteo de colostro bovino.

“Pool” colostro IgG—l PT—l GGI
(g.dL™) (g.dL™) (U.L™)

1 8,0 14,00 26.400

2 8,7 17,43 27.540

3 10,0 17,49 34.425

4 9,2 21,15 27.540

5 8,4 25,50 29.835

6 8,8 22,77 36.720

A enzima GGT, assim como a proteina total, esta relacionada com a
transferéncia adequada das imunoglobulinas colostrais (FAGLIARI et al., 1996), tendo
sido encontrado variacdo na concentracéo de GGT de 26.400 a 36.720 U.L™" e de 14,00
a 25,50 g.dI™* para proteina total. Os valores aproximaram-se dos 25.751 a 29.097 UI.L™
para GGT e 15,8 g.dL™ para proteina total obtidos por Baroza (2007) e por Franciosi

(2010), em secrecao lactea de vacas no dia do parto.

5.4. Caracteristicas do soro sanguineo

Na Tabela 6 estd apresentada a andlise estatistica e os valores médios obtidos
para os parametros avaliados no soro sanguineo.

Os resultados mostraram gue os efeitos observados para os tratamentos (T) nao
afetaram a concentragdo de IgG, GGT e PT sérica, porém houve efeito das horas de
colheita (H). Nao foram observadas interacdes significativas entre os fatores inibidores
de tripsina adicionados ao colostro e horas de colheita de sangue, para os parametros
avaliados.

Quigley (2001) considera que a transferéncia de imunidade passiva foi realizada

de forma adequada quando o bezerro apresentar valor superior a 5,0 g.dL™ de proteina
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total, o que equivale a cerca de 1 g.dL™ de concentracéo de imunoglobulinas (IgG) no

sangue, valores considerados 6timos e equivalentes a colostragem adequada.

Tabela 6. Analise de variancia (teste F) dos parametros do soro sanguineo de bezerras
alimentadas com colostro adicionado de inibidor de tripsina da soja, durante as
primeiras 48 horas pds-parto.

Valores de F

Fatores IgG GGT PT
Tratamentos (T) 1,00M° 0,27"° 0,92
Hora de colheita (H) 160,31** 330,72** 51,71"
Interacdo T x H 0,77 0,92M° 0,70M°
Tratamentos Oh 12 h 24 h 36 h 48 h
IgG (g.dL™)*
T1 0,69 2,38 3,28 3,16 3,07
T2 0,70 2,39 3,18 3,27 3,23
T3 0,64 2,15 2,71 2,61 2,34
Média 0,68° 2,31° 3,06° 3,01° 2,88°
GGT (U.LH*
T1 13,83 2.091 2.881 1.989 998
T2 15,16 2.142 3.034 2.639 1,594
T3 16,50 2.116 2.422 1.262 879
Média 15,17° 2.116% 27792 1.963% 1157°
PT (g.dL™?)
T1 4,31 6,79 7,93 7,81 7,58
T2 4,71 6,64 7,65 7,92 7,45
T3 4,28 6,65 7,03 7,07 6,54
Média 4,43° 6,69° 7,54° 7,607 7,19%°

"> _ nao siginificativo - ** significativo a 1%. Médias seguidas de letras diferentes nas linhas indicam
diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (<0,05). T1 = Controle; T2 = inibidor purificado; T3 = fracédo
albumina ndo coagulada pelo calor. *Valores transformados In (x+1).

Deste modo, somente antes de 0s animais ingerirem 0 colostro ocorreram

valores considerados inadequados como esperado, e para 0s demais as concentracfes
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de 1gG, GGT e PT né&o diferiram entre os tratamentos, porém com alteracdes
significativas nas medidas repetidas no tempo. Estes resultados demonstraram que o
fornecimento de colostro ocorreu no momento adequado apdés o0 parto e que a
guantidade ingerida foi suficiente, em volume e em concentracdo de imunoglobulinas.
Observacao semelhante foi obtida por Franciosi (2010).

De acordo com Feitosa et al. (2010) considera-se que houve falha na
transferéncia de imunidade passiva quando a concentracdo de IgG for inferior a 0,8
g.dL™. A atividade da enzima gamaglutamiltransferase indica deficiéncia na absorcéo
das imunoglobulinas quando observados valores inferiores a 50 U.L™. Para Costa et al.
(2007), os teores maximos de proteina total ocorreram na 242 hora apds 0 nascimento
com valor médio de 8,1 g.dL™ sendo que Feitosa et al. (2010) afirmam que bezerros
com teores menores de 4,5 g/dL™ apresentam alto risco de mortalidade.

O perfil e os tracados eletroforéticos de amostras de sangue de uma bezerra da
raca Holandesa, submetida ao tratamento 3 (colostro e fragdo albumina), estdo
apresentados nas Figuras 1 e 2, respectivamente, onde é possivel observar a
distribuicdo das fragcfes proteicas ao longo dos periodos de colheita de sangue.

Observacgdes de Quigley et al. (1995a) referentes a adicdo de 1 g de inibidor de
tripsina da soja em 1 L de colostro nas duas primeiras alimentacGes de bezerros da
raca Jersey neonatos, revelaram que a absorcdo de IgG foi melhorada, avaliada pelas
maiores concentragcdes séricas as 12, 24 e 48 h de idade. Porém, o inibidor de tripsina
da soja (1,5 g a 3,5 g) nao foram tao eficazes como o inibidor colostral para o aumento
na concentragédo de IgG, uma vez que os incrementos foram apenas de 6 % a 24 %.
Atribuiram essas diferencas a reduzida eficiéncia dos inibidores de tripsina da soja,

guando adicionado ao colostro ja contendo inibidor de tripsina materno.
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Proteinas de interesse 0 12 24 36 48 P Peso molecular das proteinas
do padréo (Da)

Imunoglobulina G de cadeia 56.000
pesada
Imunoglobulina G de cadeia leve 24.000

@ () (¢ (d (&) P

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de amostras de soro
sanguineo de bezerra da raca Holandesa (T3) antes da ingestdo de colostro (a) e
12 (b), 24 (c), 36 (d) e 48 horas (e) apOs e ingestdo de colostro e solugéo
marcadora (Sigma) (P).
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Figura 2. Sequencia de tracados eletroforéticos de amostras de soro sanguineo de

bezerra da raca Holandesa (T3) antes da ingestdo de colostro (a) e 12 (b), 24 (c),
36 (d) e 48 horas (e) apds o nascimento e ingestao de colostro.
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As Figuras 3, 4 e 5 representam, respectivamente, as distribuicbes das
concentracdes de IgG, GGT e PT do soro sanguineo durante o periodo de colheita (48
horas).

Figura 3. Concentracées de 1gG (g.dL™) no soro sanguineo de bezerras alimentadas
com colostro adicionado de inibidor de tripsina da soja, durante as primeiras 48
horas pés-parto.

Figura 4. Concentracdes de GGT (U.L™) no soro sanguineo de bezerras alimentadas
com colostro adicionado de inibidor de tripsina da soja, durante as primeiras 48
horas pés-parto.

Observou-se aumento nas concentracdes das substancias analisadas a partir da

primeira colheita (sem fornecimento do colostro) até as 24 h quando houve pico na
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absorcéo de IgG, seguindo de leve declinio devido a queda na capacidade absortiva do
epitélio intestinal dos bezerros (BAROZA, 2007) e, ainda pela meia vida curta da GGT
(FAGLIARI et al., 1996), o que porém, ndo impede o uso de tal analise como método
alternativo, rapido e de baixo custo, para avaliacdo da transferéncia de imunidade
passiva (SILVA et al., 2007).

Figura 5. Concentracbes proteina total (g.dL™) no soro sanguineo de bezerras
alimentadas com colostro adicionado de inibidor de tripsina da soja, durante as
primeiras 48 horas pés-parto.

De acordo com Quigley et al. (1995a), colostro com baixa concentragdo de 1gG
também contem menor quantidade de inibidores de tripsina, o que pode reduzir ainda
mais a transferéncia de imunidade passiva em bezerros recém-nascidos. Neste
contexto, a adicdo de inibidor de tripsina da soja pode melhorar a absorcéo de IgG, e
provavelmente proteger outros componentes do sistema imunoldgico (lisozima,
lactoferrina, lactoperoxidase) da degradacao proteolitica. Porém, deve ser considerado
0 custo operacional da incluséo de inibidores de tripsina purificados, o que no presente
trabalho foi proposto a obtencéo e inclusdo da fracao albumina obtida em laboratério.

Apesar de nado ter havido diferenca estatistica entre os tratamentos para 0s
parametros sanguineos avaliados foi possivel observar a menor absorcao de 19G, GGT
e PT para os animais submetidos ao tratamento 3 (adicdo da fragdo albumina), o que

pode ser considerado um fator bioldgico inerente aos animais, uma vez que esses
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foram escolhidos aleatoriamente e mantidos sobre as mesmas condi¢cdes climaticas,
ambientais e de manejo em relacdo aos demais.

A partir da observacao do quadro clinico e acompanhamento do desenvolvimento
das bezerras até o desmame, constatou-se menor incidéncia de diarreia e hipertemia
nos animais do tratamento controle, ndo tendo sido registrado nenhum o&bito até o
desmame.

Deve-se considerar que a alimentacéo diferenciada dos animais somente ocorreu
no primeiro alimento fornecido, seguindo-se 0 mesmo manejo alimentar para todos os
animais até o desmame. A fungéo dos inibidores & proteger a imunoglobulina contra o
ataque da enzima digestiva tripsina, o que disponibiliza maior concentracdo para ser
absorvida. Porém, apesar das quantidades de inibidores adicionadas nado terem
interferido significativamente, as quantidades absorvidas de IgG foram suficientes para
prevenir a diarreia nos primeiros dias, uma vez que até o 10° dia ndo foi registrado

qualquer ocorréncia.
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6. CONCLUSOES

Nas condicbes em que o trabalho foi desenvolvido permite-se concluir que a
transferéncia de imunidade passiva as bezerras ocorreu de maneira adequada e que a
adicdo dos inibidores de tripsina da soja ao colostro, ndo interferiu nos parametros
séricos analisados. Tal fato provavelmente se deve a qualidade do colostro utilizado e a

elevada atividade dos inibidores de tripsina nele naturalmente presente.
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7. IMPLICACOES

A importancia dos inibidores de tripsina na transferéncia de imunidade passiva
aos neo-natos se da pela manutencdo da integridade das imunoglobulinas, uma vez
que impede a acdo das enzimas pancreaticas sobre as proteinas do colostro.

O colostro de primeira ordenha contem naturalmente inibidores ativos e estes
sdo responsaveis pela diminuicdo dos danos causados as imunoglobulinas, porém a
atividade € diminuida com as ordenhas. Por serem escassos o0s trabalhos na area, para
novos estudos propde-se a adicdo de inibidores de tripsina em colostro com menor
concentracdo de imunoglobulina, o que pode ser capaz de protegé-la da degradacéo e
promover expressiva melhora no desenvolvimento do sistema imune.

Outra situacdo a ser considerada € que a adicdo de inibidores de tripsina deve
acontecer no volume total de colostro a ser fornecido ao bezerro nas primeiras 24 horas
apos 0 nascimento, e ndo somente na primeira hora de vida, uma vez que se
adicionado ao volume total pode melhorar a absor¢éo das imunoglobulinas.

A guantidade de inibidores de tripsina isolados de leguminosas em laboratério ou
comercialmente purificados, também pode interferir na resposta imunoldgica, porém
deve ser levando em conta o custo da obtencdo dos inibidores purificados. Uma
alternativa a ser avaliada é a utilizagdo de inibidor de tripsina proveniente de extrato
hidrossoluvel (“leite”) de soja, por ser de facil preparo e praticamente sem 6nus para a
obtencdo. Neste caso, deve-se considerar a capacidade de ingestdo de liquido pelo
animal, substituindo apenas parcialmente o colostro pelo “leite” de soja a fim de né&o
diluir a concentragéo de IgG e levando em conta a necessidade de fornecer de 10 a 15
% do peso vivo dos animais sob a forma de colostro.
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