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ULIAN, C.M.V. Avaliacdo da absorc¢éo colostral em neonatos ovinos da
raca Bergamécia. Botucatu, 2011. 102p. Dissertagcdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

RESUMO

O trabalho teve por objetivo determinar o periodo de absorcdo das
macromoléculas colostrais em cordeiros da raga Bergamacia para avaliar a
transferéncia de imunidade passiva. Foram feitas determinagdes eletroforéticas
do soro sanguineo antes da primeira mamada até 48 horas de vida em gel de
poliacrilamida Nativa 7%, e das frac6es colostrais entre zero e 12 horas pés-
parto por eletroforese SDS-PAGE 10%. Também a determinacdo da PT sérica,
por refratometria, e sua relagdo com densidade e quantidade de
gamaglobulinas no colostro da mé&e. Foram utilizadas 25 ovelhas e 29 cordeiros
oriundos das gestacdes destas fémeas. Os momentos experimentais foram MO,
M6, M12, M24, M36 e M48 para colheita sanguinea nos cordeiros. Nos
momentos zero e 12 horas também foram realizadas as colheitas de colostro
das fémeas. A concentracdo sérica de gamaglobulina variou de
0,111+0,07g.dL™* antes da primeira mamada (M0) a 1,609+0,72g.dL™ as 48
horas. A concentracdo no colostro variou de 3,125+1,27g.dL™* no momento
zero hora para 1,378+0,82g.dL™ a&s 12 horas p6s-parto. A concentracdo de PT
sérica teve acréscimo de 4,46+0,58g.dL™* para 5,61+0,75g.dL™ entre as zero e
48 horas de vida tendo correlacédo positiva com a densidade e proteina total
colostral. A absorcédo colostral pelo cordeiro foi ascendente até o M24 quando
iniciou-se a estabilizacdo. A quantificacdo da PT sérica, com uso de
refratbmetro, pode ser usada como meétodo para avaliar a transferéncia de
imunidade passiva, pois esta diretamente relacionada com a absorcdo de
gamaglobulina colostral. Foi possivel estabelecer uma equacéo preditéria para
a quantidade de gamaglobulina absorvida em relacdo ao tempo decorrido
(0,0171x3 - 0,3138x* + 1,7598x - 1,3697, R2 = 0,9945).

Palavras — chave: Cordeiros, Eletroforese, Gamaglobulina, Transferéncia de
imunidade passiva.



ULIAN, C.M.V. Evaluation of colostral absorption in neonates of
Bergamacia breed. Botucatu, 2011. 102p. Dissertacéo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

ABSTRACT

The purpose was determining the absorption period of the colostral globulins in
Bergamasca lambs to evaluate the passive immune transfer. Determinations
were made of the electrophoretic serum before the first feeding up to 48 hours
of life in polyacrylamide electrophoresis gel Native 7%, and the colostrum
fractions between zero and 12 hours after birth by SDS-PAGE electrophoresis
10%. Serum protein was determinate by refractometry and correlate to density
and colostral gammaglobulins of the sheep. Were used 25 sheep and 29 lambs.
The blood samples was collected from lambs after birth prior to suckling (MO),
and on the 6, 12, 24, 36 and 48 hours of birth. On the MO and M12, was
collected colostrum samples from sheep. The serum gammaglobulin
concentrations before suckling were 0,111+0,07g.dL™ and rise until
1,609+0,72g.dL™" to 48 hours. In colostrum was 3,125+1,27g.dL™ in MO and
1,378+0,82g.dL™" to M12. The serum protein increase of 4,46+0,58g.dL™ to
5,61+0,75g.dL™" between zero and 48 hours having positive correlation with the
gravity and colostral protein. The absorption by the lamb raised until 24 hours
when stabilizes. Serum protein quantification by the refractometry could be
used as a method to evaluate immune passive transfer because was directly
related with the gammaglobulin colostral absorption. The concentration could be
estimated using the predictive formula 0,0171x> - 0,3138x> + 1,7598x - 1,3697,
(R2 =0,9945) for the time expend.

Key words: Electrophoresis, Immune passive transfer, Gammaglobulin, Lamb.



1. INTRODUCAO

A ovinocultura no Brasil apresenta-se em expansao, pois de acordo com
dados do IBGE o efetivo de ovinos em 2009 foi de 16.812.105 de cabecas, com
variacdo positiva de 1,1% sobre o registro feito em 2008 (16.628.571 de
cabecas). O crescimento do rebanho foi de aproximadamente 13% em oito
anos (2001 a 2009), e isso se deve a uma série de técnicas que auxiliam a
eficiéncia produtiva e reprodutiva do rebanho, como a adocao de boas medidas
de manejo sanitério e nutricional durante o periodo de reproducgé&o. A regido Sul
tem participacdo significativa na formacdo deste rebanho, sendo o maior
produtor (BARREIROS et al., 2007; IBGE, 2009; IBGE, 2011).

Umas das grandes preocupac¢des na criacdo de ovinos no Brasil e no
mundo € a elevada taxa de mortalidade em cordeiros nos primeiros dias de
vida, diminuindo os ganhos produtivos (ROOK et al., 1990).

Em rebanhos ovinos, caprinos, bovinos, equinos e suinos, o periodo
neonatal exige grandes cuidados, pois a taxa de mortalidade associada a
infeccbes e falha na transferéncia passiva de imunidade € alta. Devido a
gestacdo com forte barreira placentaria, ndo ha passagem de proteinas de alto
peso molecular, os anticorpos, tornando os fetos agamaglobulinémicos ou
severamente hipogamaglobulinémicos. Para que estes estejam devidamente
protegidos fora do ambiente estéril do utero, é preciso que ocorra a ingestao o
guanto antes e, se necessario, forcada do colostro (BARRINGTON; PARISH,
2006; TIZARD, 2009). Com essa manobra a transferéncia de imunidade
passiva, passagem de anticorpos da mae para o filhote, protegera
momentaneamente contra infecgdes ambientais as pequenas crias desprovidas
de imunidade. A falta de uma primeira amamentacdo adequada torna o
neonato susceptivel a infec¢cdes consideradas de baixa gravidade, mas que
podem leva-lo a 6bito (TIZARD, 2009).

Ao nascer, o cordeiro deve estar preparado para controlar todos seus
sistemas e Orgaos, e rapidamente se adaptar ao meio extra-uterino para que
tenha chance de sobreviver (PRESTES; LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Fatores como baixo peso ao nascimento, ndo ingestdo do colostro,
partos multiplos, idade da ovelha, e fatores relacionados ao ambiente como

temperatura e clima, afetam diretamente a sobrevivéncia dos cordeiros
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(CHRISTLEY et al., 2003). Em paises como a Turquia, foram descritas taxas
de mortalidade neonatal entre 3,2 e 63%, sendo as principais causas as
doencas nao infecciosas como estresse, trauma do parto e a imaturidade de
varios sistemas ocasionando a triade neonatal ou complexo hipotermia —
inanicdo (GOKCE; ERDOGAN, 2009). Cerca de 10% dentre todas as causas
de morte nos primeiros dias de vida nos cordeiros, refere-se a hipotermia por
inabilidade de manter a temperatura corporea dentro dos valores normais
(38,5° - 39,5°C) quando exposto a baixa temperatura ambiente, e inanicdo
advinda da alteracdo de comportamento e declinio das reservas energéticas
(RADOSTITS et al., 2002).

Pouco se sabe do periodo ideal de absorcao colostral pelo intestino de
neonatos ovinos, tém — se relatos de aumento dos niveis de imunoglobulinas
séricas quando a ingestdo ocorre nas primeiras horas de vida e grande
decréscimo apds 24 horas (TIZARD, 2009).

Desta maneira, a mudanca no manejo de animais proximos ao parto
deve ser assumida para que os recém-nascidos sejam capazes de ficar em pé,
procurar o Ubere e sugar, vigorosamente, o colostro, que € fonte de nutricédo,
hidratacdo, protecdo imunolégica e energia (DWYER & MORGAN, 2006;
DWYER, 2008).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas Reprodutivas dos Ovinos

Os ovinos séo reprodutores de dia curtos, ou seja, a menor duracdo do
dia altera a ciclicidade da ovelha. Seu ciclo estral tem duragdo meédia de 17
dias (14 a 19 dias) e sua gestacdo por volta de 147 dias (145 a 150 dias)
(HAFEZ; HAFEZ, 2004; THOMPSON, 2006).

Nesta espécie, o0 tipo de placenta apresentada é sinepitéliocorial (ou
sindesmocorial), constituida de endotélio, tecido conjuntivo e epitélio maternos,
trofoblasto, tecido conjuntivo e endotélio embrionarios. Estdo presentes
também, nesse tipo de placentacdo os chamados placentomas, que sédo a
unido das cartnculas do Utero com os cotilédones da placenta. Sdo 90 a 100
placentomas distribuidos pelo Utero, e somente nestes pontos que ocorrem as
trocas materno-fetais que suprimem as necessidades de oxigénio, nutrientes,
hormonios e fatores de crescimento do feto, além de remover catabolitos e
regular o ambiente uterino (PUGH, 2004; HAFEZ; HAFEZ, 2004; PRESTES,;
LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Por difusdo ocorre as trocas gasosas, passagem de agua e elementos
essenciais (célcio, ferro, fésforo e iodo). A glicose é convertida em frutose e os
lipideos sdo parcialmente fragmentados para que ocorra a transferéncia. Os
aminoacidos passam livremente, enquanto que as proteinas dependem de seu
peso molecular. J& as imunoglobulinas (glicoproteinas formadoras de
anticorpos) sdo impermeaveis, devido seu alto peso molecular, e s6 seréo
repassadas nas primeiras horas de vida do neonato, através da ingestao do
colostro. Estas serdo integralmente absorvidas pelo intestino (PRESTES;
LANDIM-ALVARENGA, 2006).

Apoés o parto, a fémea deve limpar e estimular o recém — nascido, com
lambidas vigorosas, fazendo com que este se levante e procure o Ubere 0 mais
rapido possivel (entre 15 minutos e 2 horas), isso também evita que outras
fémeas tentem roubar o cordeiro, pois forma-se uma estreita ligacao entre mae
e filhote (JAINUDEEN et al., 2004).
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2.2. Colostro e Imunidade Passiva

No manejo do periodo neonatal, a ingestdo do colostro representa uma
das mais importantes recomendacfes dentro do conjunto de medidas
sanitarias do rebanho (SIMOES et al., 2005).

O colostro é produzido e armazenado nas glandulas maméarias nas
Ultimas semanas de gestacdo a partir da mistura de secre¢des locais e de
elementos oriundos do soro sanguineo transportado através do epitélio
alveolar, e tem grande importancia na sobrevivéncia do neonato, pois é a
principal fonte de nutricdo e imunizacdo (NORDI, 2010). Nele estdo presentes
sOlidos totais (carboidratos, lipideos, sais minerais, lactose), proteinas
(caseina, albumina, globulinas), vitaminas (A, B, D, E), hormdnios, fatores de
crescimento, enzimas e elementos celulares (linfécitos, mondcitos) (GEROV et
al.,, 1987; MEDVEZKI, 1989; ODLE et al., 1996; BLUM; HAMMON, 2000;
ONTSOUKA et al., 2003; BLUM, 2006).

As proteinas mais importantes sdo as globulinas, mais especificamente
as y — globulinas (gamaglobulinas). Destas, as principais sao as
imunoglobulinas (Ig) produzidas pelos linfocitos e plasmaocitos presentes em
baco e linfonodos, e sdo conhecidas como anticorpos e classificadas em cinco
tipos: IgA, IgG, IgM, IgD e IgE. Entre estas estao presentes no colostro apenas
IgA, 1gG e IgM, que fornecerdo imunidade passiva sistémica ao cordeiro
(PUGH, 2004; PARK; LINDBERG, 2006; TIZARD, 2009).

Do total de imunoglobulinas presentes no colostro, 88% sé&o IgG (IgG1l e
1gG2), 7% IgM e 5% IgA (PAHUD; MACH, 1970; MICUSAN; BORDUAS, 1976;
HALLIDAY, 1978; LARSON et al., 1980; RADOSTITS et al., 2002; YANG et al.,
2009). Das IgG, a maior porcdo é de IgG1l, devido a presenca de sitios de
ligagdo especificos entre o primeiro e terceiro dia que antecedem o parto
(SASAKI et al., 1976).

O colostro ingerido nas primeiras horas de vida passa direto para o trato
gastrointestinal, que durante as primeiras 48 horas possui condigdes especiais
como alta permeabilidade as macromoléculas, pequena producdo de acido
cloridrico no abomaso, presenca do fator de inibicdo da tripsina gastrica no
colostro e baixa atividade enzimatica na mucosa intestinal (KRUSE, 1983;
NORDI, 2010).
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As imunoglobulinas sofrem processo de pinocitose pelas células
epiteliais intestinais, que possuem baixa seletividade, e sao transportadas para
o sistema linfatico e, assim, para o sistema circulatério. Com isso, tornam o
jovem animal imune temporariamente (KRUSE, 1983; BESSI et al, 2002ab).

Pouco se sabe do periodo ideal de absorcdo colostral pelo intestino de
neonatos ovinos, tém-se relatos de aumento dos niveis de imunoglobulinas
séricas quando a ingestdo ocorre nas primeiras horas de vida e grande
decréscimo de absorcdo apds 24 horas. Isso se deve ao amadurecimento das
células intestinais, ou melhor, pela troca por uma primeira geracdo de ceélulas
adultas, maduras, caracterizadas pela impermeabilidade a macromoléculas
(SMEATON, SIMPSON-MORGAN, 1985; XU, 1996; BESSI et al., 2002ab;
KINDLEIN et al., 2008).

O colostro também sofre alteracdes na quantidade de imunoglobulinas,
gue diminuem gradativamente com o avancar da lactacdo (MCCARTHY;
MCDOUGALL, 1953; HUNTER et al., 1977; TIZARD, 2009). De acordo com
Mellor e Murray (1986), essa mudanca ocorre a partir das 18 horas da primeira
mamada em ovelhas Scottish Blackface e Suffolk.

Levieux (1999), trabalharam com vacas holandesas, e observou que as
concentracdes de IgGl (60mg.mL™) decaem pela metade a cada succdo
subsequente e no sétimo dia, estd por volta de 1mg.mL™, alcancando os
valores normais do leite no 2° - 3° més: 0,25+0,5mg.mL™. No colostro 1gG,
varia de 1,6mg.mL* até 6,4mg.mL*, entretanto no leite normal suas
concentracdes estdo em torno de 0,05mg.mL™; a classe de IgM varia entre 5 e
8,7mg.mL™* enquanto no leite estd em 0,04+0,05mg.mL™. Os niveis de IgA no
colostro e leite s&o 1,7 e 4mg.mL™ respectivamente.

A qualidade do colostro também pode ser demonstrada a partir de sua
densidade, como relatado por Fleenor e Stott (1980) num estudo com bovinos.
Existe correlacdo positiva entre a quantidade de imunoglobulina, a proteina
total e a densidade colostral. Sabendo que no colostro, sélidos totais e
densidade estdo diretamente ligadas e que, 64% destes soélidos sao
representados pelas proteinas totais, pode — se afirmar que quanto maior
concentragcdo de proteinas maior € a densidade. Destas proteinas, 47% fazem
parte da fracdo gamaglobulina, onde se encontram as imunoglobulinas; mais

uma vez observa — se uma associacdo entre densidade e imunidade passiva.
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Quanto maior a quantidade de proteinas totais, maior € a concentracao de
imunoglobulinas sendo, consequentemente, maior a densidade colostral. Em
nameros, o colostro de qualidade excelente tem densidade entre 1,076 a 1,046,
com concentracdo de globulinas entre 126,62 a 49,82mg.mL™. Os de qualidade
moderada ou intermediaria sdo os que variam entre 1,045 a 1,035, com 47,27 a
21,80mg.mL™ de globulinas colostrais. Os considerados pobres ou de baixa
qualidade possuem concentracéo entre 19,25 e 1,42mg.mL™, e densidade de
1,034 a 1,027, ou menos. O estudo foi realizado utilizando um hidrémetro
calibrado, e de acordo com os autores, temperatura e quantidade de agua
podem subestimar os resultados.

2.3. Falha na Transferéncia de Imunidade Passiva

Os neonatos possuem linfécitos funcionais a partir de 80 dias de
gestacdo, mas como nao entram em contato com antigenos, devido a barreira
placentaria com alta seletividade, essas células ndo conseguem produzir
anticorpos adequados. Os cordeiros nascerdo agamaglobulinémicos e somente
apos seis meses de idade estardo aptos a debelarem infec¢cdes agudas por
conta propria (PUGH, 2004).

A falta de uma primeira amamentacdo adequada torna o0 neonato
susceptivel a infeccbes consideradas de baixa gravidade, mas que podem
leva-lo a Obito. Sua protecdo depende, exclusivamente, de altos niveis de
imunoglobulinas no soro. Essa baixa concentragdo constitui a chamada falha
na transferéncia de imunidade passiva (FTIP) (TIZARD, 2009).

A FTIP pode ocorrer por diversos fatores como falha na producgéo pelas
glandulas mamarias maternas (ma qualidade ou insuficiéncia), falha na
ingestdo pelo neonato (atraso, ndo ingestdo ou ingestdo de pequenas
guantidades), falha de absorcao intestinal ou tamanho de ninhada em relacédo a
quantidade produzida de colostro. Qualquer que seja 0 motivo deve ser evitado
para gue 0s jovens estejam imunizados para iniciarem sua vida fora do
ambiente uterino. Caso seja necessario, deve-se usar a ingestao forcada deste
primeiro leite (HUNTER et al., 1977; BARRINGTON; PARISH, 2006; TIZARD,
2009).

Nobrega et al. (2005) revisaram as principais causas de mortalidade em

cordeiros recém nascidos no Brasil, demonstraram que 41,1% dessas mortes
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deveram-se a infec¢Bes neonatais. As causas mais provaveis para uma taxa
tdo elevada podem ser atribuidas a ingestéo inadequada de colostro, auséncia
de cuidados primarios apos o parto e falta de manejo sanitario nas instalacoes.
Pode-se contornar essa situacdo adquirindo o habito de auxiliar a méde e o
filhote desde o momento pré-parto até 24 ou 48 horas apoés, impedindo que
ultrapasse o periodo de colostragem adequada (2 a 6 horas), de desinfeccao
do umbigo e limpeza do local de paricéo.

De acordo com Nunes (2006), em cordeiros mesticos da raca Santa
Inés, considera-se falha de transferéncia quando a quantidade de Ig presente
no soro estd abaixo de 500mg.dL?, falha parcial quando entre 500 e
1500mg.dL™ e completa quando maior que 1500mg.dL™*. Em relacdo a
quantidade IgG no colostro, a falha na transmissdo constata-se quando a
concentracdo esta abaixo de 670mg.dL™, enquanto que uma boa transmissao
apresenta valores de IgG superiores a 900mg.dL™.

Inimeros pesquisadores tém usado o valor da proteina sérica total como
um método indireto para estimar a concentracdo de imunoglobulinas no soro de
bezerros. O método é baseado no simples fato de que valores baixos de
proteina total refletem uma falha na transferéncia de anticorpos maternos.
Como no recém - nascido o nivel de albumina é pouco variavel, as diferencas
nas concentragdes proteicas devem-se, quase que exclusivamente, & absorcéo
de imunoglobulinas apos a ingestdo de colostro. Observou-se, no soro
sanguineo de bezerros com 24 horas de vida, uma correlacdo positiva entre a
proteina total e em relacdo as fracdes beta e gamaglobulinas e imunoglobulina
G, obtida através da turbidez pelo sulfato de zinco, e de IgG e IgM, obtidas pela
imunodifuséo radial (FEITOSA et al., 2001).

A determinacdo da proteina total por refratometria pode ser empregada
com confiabilidade para identificar os individuos portadores de FTIP. O método
€ barato e simples, e pode ser realizado no campo com resultados rapidos,
bastando aguardar a retracdo do coadgulo para a obtencdo de um pequeno
volume de soro. Seria possivel considerar o valor de 5,1 a 6,0g.dL™ de proteina
total como indicativo de falha parcial da transferéncia de imunidade passiva, e
o valor inferior ou igual a 5,0g.dL? como indicativo de falha total da
transferéncia de imunidade passiva nos cordeiros (TURQUINO et al., 2011).
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2.4. Eletroforese

2.4.1. Nativa

A separacdo das varias fracGes proteicas presente no soro sanguineo
pode ser feita por um método rapido e simples, a eletroforese de proteinas
séricas. Este consiste em submeter uma amostra a um campo elétrico,
forcando as diferentes proteinas a se separarem em bandas distintas, de
acordo com seus pesos moleculares, configuracdo espacial e carga elétrica. O
soro, entédo, € dividido em albumina (fracdo mais abundante, por volta de 60%
das PT), a-globulinas 1 e 2, B-globulina e y-globulina (composta pelas
imunoglobulinas). A separacdo ocorre a medida que as proteinas correm do
polo negativo (catodo) para o positivo (anodo). Com a coloracdo adequada, é
possivel revelar onde ha maior concentracdo das fracées, ou seja, visualizam-
se as bandas (SILVA et al., 2008).

Durante a eletroforese nativa, deve-se manter constante o pH do meio
com uso de solucbes tampdo, pois as proteinas possuem caracteristica
anfétera, ou seja, alteram sua carga dependendo do pH em que se encontram
(BRAMMER, 2001).

Diferentes meios podem ser utilizados para conduzir essa analise, entre
eles estdo o gel de poliacrilamida, agarose e celulose. Quaisquer que sejam 0s
constituintes do meio de corrida precisam ser inertes para que nado haja
interferéncia na mobilidade das fracbes. Para analises mais minuciosas e com
alta resolucdo, no caso de proteinas, o gel de escolha € a poliacrilamida.
Formam-se dois géis para que ocorra a corrida, um de empilhamento que
permite a entrada uniforme da amostra no gel, e o de separacgéo, onde ocorrera
a separacao elétrica das moléculas propriamente dita. A velocidade e o grau de
fracionamento dependem dos poros do gel, da voltagem aplicada e do grau de
lonizagdo molecular, que por sua vez estdo relacionadas ao peso e

conformacao da molécula que se quer identificar (SOUZA, 2010).

2.4.2. SDS-PAGE

Quando uma amostra apresenta grande quantidade de proteinas e estas
possuem cargas elétricas muito préximas, faz-se uso de detergentes aniénicos,
ou seja, substancias que mascaram a carga das proteinas, tornando-as

negativas, permitindo que corram livremente dentro do gel. A formacéo das
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bandas ficarda a cargo de seus pesos e conformacdes moleculares. O agente
mais utilizado para este propdsito € o SDS (s6dio dodecil sulfato) (RAIMONDO,
2011).

Em 1985, Basch e colaboradores modificaram a técnica descrita por
Laemmli (1970) para ser usada no fracionamento das proteinas do soro lacteo.
Visam detectar a adulteracdo dos produtos derivados do leite a partir da
relacdo caseina:proteinas. Também foi possivel entender a patogenia da
mastite a partir da identificacdo e isolamento das enzimas do leite
(RAIMONDO, 2011).

A separacao de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida com
SDS (SDS-PAGE) é uma das técnicas mais utilizadas. A quantidade de SDS
gue se liga a proteina € proporcional ao tamanho da mesma, compondo a
carga do complexo. O SDS proporciona maior solubilizacdo da proteina,
resultando em melhor resolucdo das bandas eletroforéticas. Antes que as
proteinas da amostra iniciem sua separacdo dentro do gel, devem passar por
outro gel de empilhamento, para garantir corrida uniforme e igualitaria entre
todas as fracGes. Este gel é confeccionado acima do de separacéo, e é onde
as amostras serdo aplicadas. As diferencas entre os géis sdo o pH do tampéo
e a quantidade de bis-acrilamida. A vantagem dessa técnica € a comparacao,

num mesmo gel, de variadas amostras (SMITH, 1984).



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a transferéncia de imunidade passiva através da absorcao
colostral das imunoglobulinas pelo cordeiro, analisando a qualidade e
guantidade de anticorpos disponiveis no colostro das maes.

3.2. Objetivos Especificos

Aferir a quantidade de imunoglobulinas no colostro das ovelhas entre O e
12 horas ap0s o parto, e no soro dos cordeiros recém - nascidos antes da

primeira mamada até 48 horas de vida.

Classificar a qualidade do colostro pela medida de sua densidade e

correlacdo com a quantidade de proteinas, ao nascimento e 12 horas apos.

Relacionar a quantidade de imunoglobulinas do colostro e do soro dos
neonatos nos mesmos momentos.

Avaliar a absorcéo colostral pelo cordeiro.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de Experimentacgéo

O referido trabalho foi realizada na area de Producdo e Pesquisa de
Leite Ovino na Fazenda Edgardia pertencente a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP, no municipio de Botucatu, no Estado de
Séo Paulo (Figura 1).

Figura 1 - Setor de ovinos - Fazenda Edgardia. Fonte: ULIAN, 2010.

4.2. Animais

Foram colocadas em estacdo de monta 56 ovelhas da raca Bergamacia
(Figura 4), em idade reprodutiva e menor que seis anos, multiparas, com
escore de condicdo corporal (ECC) entre 3,0 e 4,0 (considerando 1,0 para

animal caquético e 5,0 para obeso).
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Figura 2 - Ovelhas da raca Bergamacia usadas no projeto. Fonte: ULIAN,
2010.

Foram realizados exames ultrassonograficos, num total de dois por
fémea, distribuidos por toda gestacdo para garantir um nimero minimo de
fémeas gestantes.

Ao final do periodo gestacional, nasceram 29 cordeiros, em sua maioria
anicos, das 25 méaes confirmadas como prenhes.

A partir do terco final de gestacao, para facilitar o acompanhamento dos
partos, as fémeas foram confinadas em instalacdo coberta e com cortinas
méveis, separadas em baias para dois (2,0 x 2,0 m?) ou quatro animais (3,0 x
2,0 m?), forradas com cama de bagaco de cana com cocho de alimentacéo e
suplementacao mineral, e bebedouro automatico (Figura 3).

Todos os partos foram assistidos por um veterinario de plantéo.



30

Figura 3 — Instalagcdo com baias coletivas. Fonte: ULIAN, 2010.

4.3. Alimentacéo

As ovelhas, durante a gestacdo, foram mantidas em pastagem de
Panicum maximum cv Tanzénia durante o dia, a noite receberam
suplementacdo de silagem de milho. Apés o parto e dentro do barracéo,
passaram a receber racdo para periodo de lactacdo, silagem de milho de
fabricacdo propria, feno de braquiaria triturado, sal mineral para ovinos e agua
ad libitum. Os recém-nascidos permaneceram com suas as maes durante todo

0 periodo experimental.

4.4. Exame Clinico

Durante o experimento foram feitos exames clinicos peridédicos nas
fémeas, controle de endoparasitas por meio de vermifugacdo dependente do
OPG realizado mensalmente. Também foi feita vacinacdo contra clostridiose.

Os cordeiros receberam atencdo especial, para que fosse possivel a
conducédo do experimento sem perdas de cordeiros. Apds 0 nascimento, foram
observados de perto analisando respiracao, vigor, atitude, tentativa e sucesso
de ficar em estacdo, atencdo em procurar o Ubere, formacdo da ligagcédo
materno-fetal através de balidos, evitando apenas que mamassem antes da

colheita.
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4.5. Ovelhas
4.5.1. Momentos Experimentais

Todas as colheitas foram realizadas em dois momentos: MO, sendo
imediatamente apos o parto, mde na Oh, e M12 que equivale a condicdo da

mée as 12 horas apo6s o parto.

4.5.2. Exame Clinico e Pesagem

Logo apOs o parto, aguardando o periodo de retirada dos envoltorios
fetais, limpeza e formacao de vinculo entre mée e filhote, cada fémea passou
por uma rapida sequéncia de exames: afericdo de temperatura retal, frequéncia
cardiaca e respiratoria, movimentos ruminais e pesagem. Utilizou-se balanca
digital (Tru-Test® Eziweigh 2'). Durante todo o tempo, o filhote foi mantido
proximo a sua mae, mas sem mamar o colostro. Esses procedimentos nao
ultrapassaram mais que 10 minutos e tiveram finalidade de acompanhamento

clinico.

4.5.3. Colheita do Colostro

Foi feita uma rapida limpeza do Ubere com papel toalha para que,
através de ordenha manual, fosse colhido colostro antes da primeira mamada
do neonato (MO) e apo6s 12 horas (M12) do parto. Foi feito um pool com jatos
dos dois tetos, ndo excedendo o volume de 50 — 60mL por colheita em cada
fémea, utilizando copos coletores de tampa vermelha com volume méaximo de
80mL (Figura 4).

' Tru-Test® Eziweigh 2, Tru-Test Limited, 2001. All rights reserved. EziWeigh is a trademark of Tru-Test
Corporation Limited, Auckland, New Zealand.
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Figura 4 - Copo coletor de colostro com identificacdo. Fonte: ULIAN, 2011.

Os recipientes foram identificados com o nimero de cada fémea e a
hora da colheita. Os mesmos foram colocados em geladeira para que ao final
do dia, juntamente com todos 0s outros recipientes, fossem levados ao freezer
de -20°C no Servigo da Clinica de Grandes Animais do Hospital Veterinario da

FMVZ — Unesp Botucatu, para posteriores analises.

4.5.3.1. Analises

As amostras de colostro armazenadas em copo coletor foram
descongeladas em banho-maria, 37°C, até completa solubilizacdo. Logo apos
foram divididos em duas aliquotas, uma com o colostro puro para andlise de
densidade e outra para obtencdo do soro lacteo, utilizado para proteina total

(PT) e concentragao de imunoglobulinas.

4.5.3.2. Soro Lacteo

O soro lacteo foi obtido a partir da adicdo de 5% de solugédo renina
(Coagulante Liquido Estrella®?) ao colostro puro (SANT ANA; BIRGEL, 2003).
Apoés, foi adicionado 50% de N-Hexano para solubilizacdo da gordura e, entéo,
centrifugado por 15 minutos a 8000rpm em centrifuga refrigerada para
completa retracéo do coagulo e separacéo dos lipideos. Ao término, obteve—se

uma solucgdo trifdsica composta por sobrenadante lipidico, soro lacteo na fase

2 Coagulante Liquido Estrella®, Empresa Chr. Hansen Brasil, Valinhos — SP.
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intermediaria e codgulo de coalho na fase inferior. Pipetou — se a porcéo

intermediaria em novo tubo identificado para, por fim, ser utilizado nas analises.

4.5.3.3. Proteina Total (PT)

A concentracdo de proteina total do soro lacteo foi determinada pela
técnica de biureto. Foram adicionados, em cubetas de plastico, 2,5mL do
reativo de biureto e 50uL de amostra para leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro. O comprimento de onda utilizado foi 545nm. Para obter os
valores da PT (Anexo 3), os resultados foram colocados na seguinte formula
(FRAGA et al., 2009):

PT soro lacteo (g.dL™) = (absorbancia — 0,005)
0,05

4.5.3.4. Concentragao de Gamaglobulina

O fracionamento das proteinas foi realizado através da eletroforese em
gel de poliacrilamida 10% contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
conforme técnica descrita por Laemmli (1970) e as recomendacdes de Baroza
(2007).

Devido a alta concentracdo de proteinas no soro lacteo, este foi diluido
na relagdo 1:100 em solucdo tampao de amostra com SDS (detergente
aniénico). Foram aplicados 9uL desta diluicdo, de cada amostra, nos géis para
a corrida eletroforética (Figura 5).

Ajustes na corrida eletroforética também foram adaptados para soro
colostral ovinos (Anexo 1). Os géis foram digitalizados no Image Master® VDS?

para andlise densitométrica (Figura 6).

} Image Capture Board, Image Master® VDS System, Pharmacia Biotech Inc.
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Figura 5 — Cuba para eletroforese SDS-PAGE 10% pronta para receber

amostra de soro colostral de ovinos. Fonte: ULIAN, 2011.

Figura 6 - Analise Densitométrica do soro do colostro no momento Oh. Relacao
entre corrida eletroforética SDS-PAGE 10% e analise no Image Master® VDS*.
Fonte: ULIAN, 2011.

Os valores encontrados foram expressos numericamente de acordo com

seus valores de mobilidade relativa (Rf), ou seja, a distancia que a molécula

¢ Image Capture Board, Image Master® VDS System, Pharmacia Biotech Inc.
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proteica percorreu em relacdo a distancia da linha frontal (azul de bromofenol
utilizado no tampé&o):

Rf = distancia percorrida pela molécula

distancia percorrida pela linha frontal

As bandas formadas tem gradiente de cor variando com a quantidade de
moléculas com mesmo peso que se depositam sobre o poro da rede de bis-

acrilamida.

4.5.3.5. Densidade
A densidade do colostro das ovelhas foi obtida através da férmula
(Anexo 2):
densidade (g.mL™) = massa

volume

Devido a grande viscosidade do liquido puro, ndo foi possivel utilizar
métodos comuns como, por exemplo, o refratbmetro. Também ndo se pode
usar o colostrébmetro, pois a quantidade era muito pequena.

Comparac0Oes entre densidade do colostro e absorgcéo colostral também

foram verificados.

4.6. Cordeiros

ApOs 0 nascimento, evitou — se que o cordeiro mamasse o colostro para
nao alterar os resultados da pesquisa. Foi respeitado o periodo de limpeza e
ligagcdo entre mée e filhote, s6 sendo retirado para os exames e colheitas
necessarias, quando este estivesse em estagdo por pelo menos cinco minutos.
Logo apas, o animal era devolvido a sua mée e observado até que mamasse,
caso houvesse rejeicdo, mesmo que momentanea, era forcada a ingestao do

colostro.
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4.6.1. Momentos Experimentais

As colheitas foram realizadas em seis momentos: MO, sendo
imediatamente apos o parto (0Oh), M6 (6h), M12 (12h), M24 (24h), M36 (36h) e
M48 (48h).

4.6.2. Exame Clinico e Pesagem

Os recém — nascidos foram pesados em balanca digital (Tru-Test®
Eziweigh 2°). Foram aferidas temperatura retal, frequéncia cardiaca e
respiratoria afim de acompanhamento clinico e prevencéo de intercorréncias.

A cura do umbigo, com tintura de iodo a 10% (FIGUEIREDO, 1999), era
realizada uma a 2 horas ap6s o MO, permitindo a formacdo de uma forte
ligacdo materno-fetal, para evitar que o cheiro do iodo associado a separacao
momentanea da mae levasse a rejeicdo (Figura 7). Juntamente, era feita a

identificacdo de cada animal.

77" fmvz

cnculdnun do Madieins
terindcia o Zootes?™

Figura 7 - Cordeiro apés cura do umbigo com lodo 10%. Fonte: ULIAN, 2010.

> Tru-Test® Eziweigh 2, Tru-Test Limited, 2001. All rights reserved. EziWeigh is a trademark of Tru-Test
Corporation Limited, Auckland, New Zealand.
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4.6.3. Colheita de Sangue

A colheita sanguinea nos neonatos foi feita através de puncao da veia
jugular, em tubos a vacuo (Vacutainer’) apds assepsia e tricotomia local.
Foram colhidos 3mL em tubos de colheita a vacuo sem anticoagulante, em
cada um dos momentos j& descritos. O sangue foi centrifugado por 10 minutos
em 3500rpm (CELM?). O soro foi mantido sob refrigeracéio a 4°C até ser levado
ao Servico de Clinica de Grandes Animais do Hospital Veterinario da FMVZ-

Unesp Botucatu, colocados em freezer a -20°C para posterior analise.

4.6.3.1. Proteina Total

Parte do sangue colhido em tubo sem anticoagulante foi passado para
capilar ndo heparinizado, fechado com massa selante, centrifugado em
microcentrifuga por 10 minutos a 3500rpm. Apds, o capilar foi rompido na
por¢cdo com soro e uma gota foi depositada sobre o visor de refratbmetro para
analise da proteina total sanguinea (PT) (Anexo 4).

Os procedimentos foram realizados no local de colheita e em todos os

momentos experimentais.

4.6.3.2. Concentracdo de Gamaglobulina

As andlises de concentracdo de imunoglobulinas totais e fragdes foram
obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida Nativa 7% (Figura 8).

Para visualizacéo satisfatoria das bandas proteicas, foram necessarios
alguns ajustes até a padronizacdo da técnica de solubilizacdo das proteinas e
corrida eletroforética. Apos obtengédo dos soros sanguineos, foi feita a diluigdo
deste em tampédo carreador da amostra na razdo de 1:6 (v:v). Ajustes na
corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 7% também foram adaptados
para soro sanguineo de neonatos ovinos (Anexo 1). Os géis foram digitalizados
no Image Master® VDS?® para andlise densitométrica (Figura 10).

Os valores encontrados foram expressos numericamente de acordo com

seus valores de mobilidade relativa (Rf), ou seja, a distancia que a molécula

® Vacutainer®, BD Diagnostic, S&o Paulo.
7 CELM Combate, CELM, S&o Paulo.
® Image Capture Board, Image Master® VDS System, Pharmacia Biotech Inc.
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proteica percorreu em relacdo a distancia da linha frontal (azul de bromofenol

utilizado no tampé&o):

Rf = distancia percorrida pela molécula

distancia percorrida pela linha frontal

Figura 8 — Cuba de eletroforese Nativa 7% com amostras dos soros dos

cordeiros, conectada a fonte. Fonte: ULIAN, 2011.

As bandas formadas tem gradiente de cor variando com a quantidade de
moléculas com mesmo peso que se depositam sobre o poro da rede de bis-
acrilamida.

Para a quantificacédo das y-globulinas séricas dos cordeiros e colostrais,
fez-se a multiplicacéo do valor total de proteinas (PT) pela porcentagem da
fracdo gama encontrada na corrida eletroforética, resultando em valor numeérico

dessa concentracdo com unidade em g.dL™.



5. ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis ligadas a eletroforese como mobilidade relativa (Rf),
porcentagem (%) e dosagem das proteinas seéricas, proteinas colostrais e
densidade colostral, foi utilizado o programa Assistat Statistical (SILVA,
AZEVEDO, 2009) que reproduz a estatistica descritiva dos dados calculando a
média (X), limites de confianca inferior e superior da média (95%), desvio
padréo (s) e variancia (s%) para amostra.

Para a interacdo entre as variaveis, foi utilizada a analise de variancia do
programa Assistat Statistical (SILVA; AZEVEDO, 2009), com comparagao entre
os momentos de colheita e as fracdes eletroforéticas obtidas para proteinas
sanguineas, colostrais e densidade. Utilizou-se Teste t ao nivel de 5% de
probabilidade.

Nos dados referentes a densitometria de gamaglobulinas séricas,
aplicou-se o Teste de Bartlett para a homogeneidade das variancias. Para as
médias, empregou-se o teste de Experimento Inteiramente Casualizado com
probabilidades ao nivel de 1% e 5%, pois a interacdo se deu dentro do
tratamento (momentos). Foi aplicado o Teste t para 0 soro sanguineo e Teste
de Ducan para soro colostral, ambos com probabilidade 5%.

A correlagdo de PT e gamaglobulina sérica dos cordeiros foi feita através

do Teste de Spearman do programa IBM/SPSS Statistics v.19.0.



6. RESULTADOS
6.1. Eletroforese Nativa 7%

A corrida eletroforética dos soros dos cordeiros resultou no gel
representado pela figura 9, apds coloracdo com Comassie Blue 250R.

Foram encontradas sete bandas ou fracdes eletroforéticas nas amostras
de soro sanguineo de neonatos ovinos. Os Rf's condizem com as fracdes
proteicas de y-globulina, B-globulina, a-globulina e albumina sérica (Figura 10).

Na tabela 1 encontram-se as fracdes séricas e seus respectivos Rf’s,
obtidas na eletroforese Nativa 7% do soro sanguineo ao nascimento, ou seja, a
zero hora (MO0). As fracdes 1, 2 e 3 representam as y-globulinas, fracbes 4 e 5
correspondem a B-globulina, a-globulina e albumina sérica sao indicadas pelas
fracOes 6 e 7, respectivamente.

H i ' ' . I T

".--H

v
Anodo (+)

Figura 9 — Gel Nativa 7% do soro sanguineo ap0s corrida eletroforética.
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Anodo (+)

Figura 10 - Analise Densitométrica do soro de cordeiros nos momentos de

colheita. Relagéo entre corrida eletroforética Nativa 7% e analise no Image

Master® VDS, Fonte: ULIAN, 2011.

Tabela 1 — Estatistica descritiva e medidas de tendéncia central e posi¢cao dos

valores do Rf a 0 hora (M0) das proteinas séricas de cordeiros, fracionadas em

eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador em um sistema

descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulina B-globulina _ Albumina
Fracdes globulina
1 2 3 4 5 6 7
Média (X) 0,003 0,22 0,01 052 0,54 0,68 0,85
Lim. Conf. Inf.* | 0,003 0,20 0,01 0,51 0,49 0,64 0,83
Lim. Conf.
0,01 0,22 0,04 0,53 0,59 0,73 0,86
Sup.**
Desvio padrao
©) 0,02 0,03 0,09 0,03 0,15 0,13 0,03
S
Variancia (s?) | 0,0004 0,0009 0,008 0,001 0,02 0,01 0,001

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca
superior da média (95%);

° Image Capture Board, Image Master® VDS System, Pharmacia Biotech Inc.
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Na tabela 2 que corresponde ao momento de colheita 6 horas M(6), as

Rf’s encontradas para cada banda proteica.

Tabela 2 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicéo
dos valores do Rf as 6 horas (M6) das proteinas séricas de cordeiros,
fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina a-globulina Albumina
Fracoes
1 2 3 4 5 6 7

Média (X) 0,11 0,07 0,01 0,52 0,56 0,68 0,85
Lim. Conf. Inf.* 0,10 0,03 0,01 0,51 0,52 0,64 0,83
Lim. Conf. Sup.** | 0,12 0,20 0,04 0,53 0,60 0,73 0,86
Desvio padrédo (s) | 0,02 0,20 0,09 0,03 0,11 0,13 0,03
Variancia (s?) 0,0007 0,01 0,008 0,001 0,01 0,01 0,001

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianc¢a inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confian¢ca
superior da média (95%).
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Na tabela 3, foram dispostos os resultados obtidos na eletroforese do

soro sanguineo de cordeiros as 12h de vida (M12), de acordo com as fracdes

proteicas obtidas. Os valores referem-se a mobilidade no gel (Rf).

Tabela 3 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posi¢do

dos valores do Rf as 12 horas (M12) das proteinas séricas de cordeiros,

fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina . Albumina
Fracoes globulina
1 2 3 4 5 6 7
Média (X) 0,11 0,04 0,01 0,52 0,56 0,68 0,85
Lim. Conf. Inf.* 0,0 0,01 0,01 051 0,46 0,64 0,83
Lim. Conf.
0,12 0,07 0,04 053 0,58 0,73 0,86
Sup.**
Desvio padrao
©) 0,02 0,08 0,09 0,03 0,17 0,13 0,03
S
Variancia (s?) | 0,0007 0,007 0,008 0,001 0,03 0,01 0,001

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianc¢a inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confian¢ca

superior da média (95%).
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No momento 24 (M24), o soro sanguineo utilizado na eletroforese Nativa

7%, produziu 7 bandas, demonstradas na tabela 4, com suas respectivas

caracteristicas de Rf.

Tabela 4 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posi¢ao

dos valores do Rf as 24 horas (M24) das proteinas séricas de cordeiros,

fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina . Albumina
~ globulina
Fracoes
1 2 3 4 5 6 7
Média (X) 0,10 0,21 0,42 0,47 0,50 0,61 0,77
Lim. Conf. Inf* | 0,08 0,20 0,38 0,41 0,43 0,53 0,68
Lim. Conf.
0,11 0,22 0,46 0,52 0,57 0,70 0,85
Sup.**
Desvio padrao
©) 0.04 0,008 0.05 0,15 0,19 0,24 0,25
S
Variancia (s?) | 0,001 0,00008 0,003 0,02 0,03 0,05 0,06

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca

superior da média (95%).
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Na tabela 5 que corresponde ao momento de colheita 36 horas M(36),
as Rf’s encontradas para cada banda proteica.

Tabela 5 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicéo
dos valores do Rf as 36 horas (M36) das proteinas séricas de cordeiros,
fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina a-globulina  Albumina
FracOes
1 2 3 4 5 6 7

Média (X) 0,10 0,22 041 048 0,52 0,63 0,79
Lim. Conf. Inf* | 0,09 0,20 0,39 0,44 0,46 0,56 0,72
Lim. Conf. Sup.** | 0,11 0,23 0,44 0,53 0,58 0,71 0,86
Desvio padréao (s) | 0,03 0,01 0,04 0,13 0,17 0,21 0,21
Variancia (s?) 0,001 0,0003 0,002 0,01 0,03 0,04 0,04

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianc¢a inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confian¢ca
superior da média (95%).
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Para as fracOes proteicas alfa, beta e gamaglobulina, e albumina
presentes no soro sanguineo colhido apds 48 horas de vida do cordeiro (M48),

foram estabelecidos Rf’s distintos (tabela 6).

Tabela 6 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posi¢ao
dos valores do Rf as 48 horas (M48) das proteinas séricas de cordeiros,
fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina a-globulina  Albumina
Fracoes
1 2 3 4 5 6 7

Média (X) 0,10 0,22 0,26 0,49 0,52 0,64 0,79
Lim. Conf. Inf.* 0,09 0,20 0,18 0,44 0,46 0,56 0,72
Lim. Conf. Sup.** | 0,22 0,23 0,33 0,53 0,58 0,71 0,87
Desvio padréao (s) | 0.03 0,01 0,20 0,13 0,17 0,21 0,21
Variancia (s%) 0,001 0,0003 0,04 0,01 0,03 0,04 0,04

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca
superior da média (95%).
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Na tabela 7 encontram-se os valores em porcentagem (%) das fracoes
séricas obtidas na eletroforese Nativa 7% do soro sanguineo ao nascimento,
ou seja, ha zero hora (M0). As fracbes 1, 2 e 3 representam as y-globulinas,
fracbes 4 e 5 correspondem a B-globulina, a-globulina e albumina sérica séo

indicadas pelas fracdes 6 e 7, respectivamente.

Tabela 7 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicéo
dos valores em % a 0 hora (MO) das proteinas séricas de cordeiros,
fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina  a-globulina Albumina
Fracbes
1 2 3 4 5 6 7
Média (X) 0,13 2,18 0,57 9,13 7,76 15,67 44,17
Lim. Conf. Inf.* | 0,04 190 0,21 7,34 6,39 12,97 40,38
Lim. Conf. Sup.** 0,31 2,47 1,36 10,93 9,14 18,37 47,95
Desvio padrao (s) | 0,51 0,81 2,27 5,18 3,96 7,78 10,92
Variancia (s°) 0,26 0,66 5,17 26,92 15,73 60,57 119,39

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca
superior da média (95%).
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Na tabela 8, as fracbes proteicas que correspondem as bandas
encontradas no gel apos eletroforese Nativa, foram calculadas em percentual.

A amostra utilizada foi colhida no momento 6 horas (M6).

Tabela 8 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posi¢ao
dos valores em % as 6 horas (M6) das proteinas séricas de cordeiros,
fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina a-globulina  Albumina
Fracoes
1 2 3 4 5 6 7

Média (X) 17,97 0,96 0,15 6,74 6,40 12,46 38,39
Lim. Conf. Inf.* 14,07 0,42 0,14 6,04 5,44 10,77 35,24
Lim. Conf. Sup.** | 21,87 151 045 7,44 7,36 14,16 41,55
Desvio padrdo (s) | 11,25 1,56 0,87 2,00 2,76 4,89 9,10
Variancia (s%) 126,63 2,44 0,75 4,02 7,61 23,96 82,89

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca
superior da média (95%).
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Para as fracOes proteicas alfa, beta e gamaglobulina, e albumina

presentes no soro sanguineo colhido apds 12 horas de vida do cordeiro (M12),

foram estabelecidas porcentagens distintas (tabela 9).

Tabela 9 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posi¢ao

dos valores em % as 12 horas (M12) das proteinas séricas de cordeiros,

fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina a-globulina Albumina
Fracoes
1 2 3 4 5 6 7
Média (X) 26,30 4,03 0,15 5,95 5,20 10,36 33,33
Lim. Conf. Inf* | 21,73 2,68 0,14 5,22 4,28 8,90 30,21
Lim. Conf. Sup.** | 30,86 5,37 0,44 6,69 6,13 11,83 36,44
Desvio padrédo (s) | 13,17 1,28 0,84 2,11 2,66 4,23 8,98
Variancia (s°) 17352 1,64 0,71 4,48 7,12 17,95 80,80

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca

superior da média (95%).
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Na tabela 10, que corresponde ao momento de colheita 24 horas (M24),

as porcentagens encontradas para cada banda proteica foram calculadas e

dispostas de acordo com a andlise estatistica desejada.

Tabela 10 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicao

dos valores em % as 24 horas (M24) das proteinas séricas de cordeiros,

fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina a-globulina  Albumina
FracOes
1 2 3 4 5 6 7

Média (X) 27,04 4,63 2,17 5,25 4,84 8,66 28,56
Lim. Conf. Inf.* 21,87 2,38 1,36 4,39 3,89 7,10 24,26
Lim. Conf. Sup.** | 32,22 6,88 2,97 6,11 5,79 10,23 32,85
Desvio padréo (s) | 14,93 1,81 1,27 2,49 2,73 4,52 12,39
Variancia (s?) 222,95 3,27 1,61 6,20 7,50 20,47 153,55

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca

superior da média (95%).
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Na tabela 11, foram dispostos os resultados obtidos na eletroforese do
soro sanguineo de cordeiros as 36 horas de vida (M36), de acordo com as

fracOes proteicas obtidas. Os valores referem-se a porcentagem (%).

Tabela 11 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicao
dos valores em % as 36 horas (M36) das proteinas séricas de cordeiros,
fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina a-globulina  Albumina
Fracoes
1 2 3 4 5 6 7

Média (X) 25,57 4,81 2,13 6,03 5,24 8,66 30,74
Lim. Conf. Inf.* 21,02 3,70 1,72 5,13 4,32 7,24 26,83
Lim. Conf. Sup.** | 30,13 5,93 2,53 6,93 6,15 10,07 34,65
Desvio padréo (s) | 13,24 1,20 0,84 2,60 2,65 4,08 11,29
Variancia (s?) 172,90 1,44 0,72 6,79 7,04 16,68 127,53

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianc¢a inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confian¢ca
superior da média (95%).
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Os valores de porcentagem (%) das fracbes proteicas das amostras

sanguineas colhidas as 48 horas (M48) estdo dispostos na tabela 12. As

fracbes 1 a 7 correspondem as globulinas (alfal e 2, betal e 2, e gama) e

albumina.

Tabela 12 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicao

dos valores em % as 48 horas (M48) das proteinas séricas de cordeiros,

fracionadas em eletroforese Nativa a 7% de concentracdo no gel separador,

num sistema descontinuo de tampdes alcalinos.

y-globulinas B-globulina a-globulina Albumina
FracOes
1 2 3 4 5 6 7

Média (X) 24,38 532 2,44 6,55 5,46 8,76 31,36
Lim. Conf. Inf.* 20,03 4,06 1,93 5,62 4,40 7,41 27,37
Lim. Conf. Sup.** | 28,72 6,58 2,94 7,48 6,52 10,11 35,34
Desvio padréo (s) | 12,53 1,35 1,08 2,67 3,05 3,89 11,50
Variancia (s?) 157,18 1,84 1,17 7,14 9,30 15,18 132,41

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confiang¢a inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confian¢ca

superior da média (95%).
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6.2. Eletroforese SDS-PAGE 10%

Na tabela 13 encontra-se a fracdo sérica e seu respectivo Rf’s, obtido na
eletroforese SDS-PAGE 10% do soro do colostro a zero hora (M0). A fracéo

representa as y-globulinas.

Tabela 13 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicéo
dos valores do Rf a 0 hora (M0O) da fragdo gama do colostro, fracionada em
eletroforese SDS a 10% de concentracdo no gel separador, num sistema

descontinuo de tampdes alcalinos.

_ Lim. Conf.  Lim. Conf. Desvio Variancia
Fracéo Média (X) )
Inf.* Sup.** padréo (s) (s9)
Gama 0,27 0,24 0,29 0,06 0,004

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianc¢a inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confian¢ca
superior da média (95%).

Na tabela 14, foi disposto o resultado obtido na eletroforese do soro
colostral as 12 horas pos-parto (M12), de acordo com a fracdo proteica obtida.
O valor refere-se a mobilidade no gel (Rf).

Tabela 14 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicao
dos valores do Rf as 12 horas (M12) da fracdo gama do colostro, fracionada
em eletroforese SDS a 10% de concentracdo no gel separador, num sistema

descontinuo de tampdes alcalinos.

_ Lim. Conf.  Lim. Conf. Desvio Variancia
Fracéo Média (X) . 5
Inf.* Sup.** padrao (s) (s9)
Gama 0,27 0,24 0,29 0,06 0,004

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca
superior da média (95%).



54

Para a fragao proteica gamaglobulina, presente no soro colostral colhido
apos o parto (MO0), foi estabelecido percentual distinto (tabela 15).

Tabela 15 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicéo
dos valores em % a 0 hora (MO) das proteinas séricas do colostro, fracionada
em eletroforese SDS a 10% de concentragdo no gel separador, num sistema

descontinuo de tampdes alcalinos.

. o Lim. Conf.  Lim. Conf. Desvio Variancia
Fracéo Média (X) . 5
Inf.* Sup.** padrao (s) (s9)
Gama 44,23 38,10 50,35 15,44 238,40

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianc¢a inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confian¢ca
superior da média (95%).

Na tabela 16, que corresponde ao momento de colheita 12 horas (M12),
a porcentagem encontrada para a banda proteica, calculada e disposta de

acordo com a andlise estatistica aplicada.

Tabela 16 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicao
dos valores em % as 12 horas (M12) da fracdo gama do colostro, fracionada
em eletroforese SDS a 10% de concentracdo no gel separador, num sistema

descontinuo de tampdes alcalinos.

. o Lim. Conf.  Lim. Conf. Desvio Variancia
Fracéo Média (X) )
Inf.* Sup.** padréo (s) (s9)
Gama 31,42 26,37 36,46 12,72 161,95

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca
superior da média (95%).
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6.3. Método de Biureto e Espectrofotometria

As concentracgdes proteicas obtidas a partir do soro do colostro pelo
método de biureto, nos respectivos momentos de colheita, estdo expostas na
tabela 17.

Tabela 17 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posi¢ao
dos valores de proteina total do colostro (g.dL™) das ovelhas, dosada por

método espectrofotométrico e reagente de Biureto.

Tempo o Lim. Conf.  Lim. Conf. Desvio e
Média (X) . Variancia (s°)
(horas) Inf.* Sup.** padrao (s)
0 6,26 5,48 7,04 1,96 31,35
12 3,77 3,19 4,35 1,46 2,13

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianc¢a inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confian¢ca
superior da média (95%).
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6.4. Refratometria

Na tabela 18 encontram-se os valores de proteina sérica total (PT) do
soro dos cordeiros divididos entre os momentos de colheita, de 0 a 48 horas
(MO a M48).

Tabela 18 — Estatistica descritiva: Medidas de tendéncia central e posicdo dos

valores de proteina total sérica (g.dL™) dos cordeiros, obtida por refratometria.

Momentos 0 6 12 24 36 48
Média (X) 4,46 475 5,62 5,68 5,19 5,61
Lim. Conf.
424 4. 35 5,28 5,34 4 56 5,32
Inf.*
Lim. Conf.
4,68 5,16 5,95 6,02 5,82 5,90
Sup.**
Desvio
0,58 1,06 0,87 0,88 1,64 0,76
padréo (s)
Variancia
( 2) 0.33 1,12 0,77 0,79 2,72 0,58
[

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confianca
superior da média (95%).
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6.5. Densidade Colostral

A tabela 19 disp6e os resultados do calculo da densidade colostral entre
os tempos 0 (zero) e 12 horas.

Tabela 19 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicéo
dos valores de densidade do colostro (g.mL™) das ovelhas nos periodos zero e
12 horas po6s-parto, calculado pela formula d = m/v.

Tempo o Lim. Conf.  Lim. Conf. Desvio Variancia
Média (X) . 5
(horas) Inf.* Sup.** padrao (s) (s9)
0 1,071 1,063 1,077 0,015 0,0002
12 1,064 1,058 1,070 0,014 0,0002

*Lim. Conf. Inf. — Limite de confianc¢a inferior da média (95%); **Lim.Conf. Sup. — Limite de confian¢ca
superior da média (95%).

6.6. Gamaglobulina

A partir da porcentagem de globulinas obtidas por eletroforese e a PT
estabelecida por biureto, foi possivel calcular a concentragdo de gamaglobulina
no soro dos cordeiros em cada momento de colheita. Esses valores foram
colocados na tabela 20.

Na tabela 21, foram colocados os valores de y-globulina colostral obtidos

pelo mesmo célculo usado para o soro dos cordeiros.
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Tabela 20 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicéo

dos valores de y-globulina sérica* dos cordeiros calculada a partir da PT sérica

e da % de globulinas na eletroforese, de acordo com os momentos de colheita.

Momentos 0 6 12 24 36 48
Média (X) 0,111 0,983 1,568 1,801 1,656 1,609
Lim. Conf.
0,08 0,76 1,23 1,45 1,33 1,32
Inf.**
Lim. Conf.
0,13 1,20 1,90 2,15 1,97 1,89
Sup.***
Desvio
0,07 0,61 0,87 0,86 0,80 0,72
padréo (s)
Variancia
( 2) 0,005 0,38 0,77 0,75 0,66 0,52
S

*Valores em g.dL ™. **Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); ***Lim.Conf. Sup. —
Limite de confianga superior da média (95%).

Tabela 21 — Estatistica descritiva em medidas de tendéncia central e posicao

dos valores de y-globulina colostral* calculada a partir da PT colostral e da %

de globulinas na eletroforese, de acordo com os momentos de colheita.

Tempo _ Lim. Conf.  Lim. Conf. Desvio o,
Média (X) Variancia (s9)
(horas) Inf.** Sup.*** padréo (s)
0 3,125 2,61 3,64 1,27 1,62
12 1,378 1,04 1,71 0,82 0,68

*Valores em g.dL ™. **Lim. Conf. Inf. — Limite de confianca inferior da média (95%); ***Lim.Conf. Sup. —
Limite de confianga superior da média (95%).



7. DISCUSSAO

No fracionamento eletroforético, em gel de poliacrilamida Nativa 7%, das
proteinas presentes no soro do cordeiro foram obtidos 4 fracdes distintas que
correspondem a y-globulina, B-globulina, a-globulina e albumina. Dentro da
fracdo gama distinguiu-se 3 bandas, mas nédo foi possivel identificar quais
imunoglobulinas estavam presentes por falta de especificidade. Com a fracao
beta ocorreu 0 mesmo, mas com apenas 2 bandas distintas que sdo as B1-
globulinas e as B2-globulinas. Para que pudesse haver uma discusséo sobre
os achados, as fragbes foram agrupadas de acordo com suas mobilidades
relativas (Rf) no gel.

No gréfico 1, foi demonstrado o Teste t que relaciona os achados
eletroforéticos com o0os momentos experimentais. Neste ndo se observa
diferenca entre os tratamentos, isso porque o Rf ndo se altera, ou seja, a
capacidade da molécula proteica em migrar pelo gel depende de seu peso e
conformacdo e ndo da quantidade presente na amostra ou concentracdo do
gel. Assim, o Rf ser4 sempre o mesmo modificando apenas o grau de nitidez
da banda formada na corrida.

No grafico 2 que relaciona o Rf das gamaglobulinas das amostras de
colostro nos momentos experimentais MO e M12, revelados a partir da
eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 10%, também n&o se observa

diferenca entre os momentos.
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Gréfico 1 — Teste t em relacdo ao Rf (mobilidade relativa) das fracdes proteicas

do soro de cordeiros nos momentos de colheita (O a 48 horas).
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Gréfico 2 — Teste t em relacao ao Rf (mobilidade relativa) da fragdo gama do

soro do colostro nos momentos de colheita (0 e 12 horas).
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Na andlise densitométrica dos géis, tanto para soro sanguineo quanto
para soro colostral, sdo obtidos valores numéricos em porcentagem da
guantidade de proteinas presentes na banda em determinada posicao.

As gamaglobulinas, foco principal do experimento, estdo presentes em
baixa concentracdo no momento zero (antes da primeira mamada) da corrida
eletroforética do soro sanguineo dos cordeiros. Isso estabelece que os animais
nas¢cam hipogamaglobulinémicos, confrontando a maioria dos autores que
afirmam que os recém-nascidos da espécie ovina, assim como 0s bovinos, sédo
agamaglobulinémicos (PUGH, 2004; BARRINGTON; PARISH, 2006; TIZARD,
2009). A presenca dessa pequena quantidade (2,5%) se deve a producdo
endbégena de imunoglobulinas, pois os cordeiros sao aptos a produzirem
anticorpos ainda dentro do Utero, mas sendo estas inespecificas
(TIZARD,2009). Apés a mamada do colostro ocorre um aumento de oito vezes
na quantidade desta fracao ja nas primeiras 6 horas (19,5%) e a tendéncia é
continuar elevando essa porcentagem até a estabilizacdo dentro de 24 — 36
horas de vida. Isso revela a capacidade do cordeiro em absorver as proteinas
do colostro, sendo este constituido por grande quantidade de proteinas,
principalmente as gamaglobulinas (gréafico 3).

A porcentagem de gama no soro do colostro das maes dos cordeiros
tende a decair com o passar do tempo (grafico 4), isso porque o organismo da
fémea passa a dar prioridade para a producdo de outros componentes que
transformardo o colostro em leite. Ainda ocorrera liberagcdo para o leite de Ig,
mas em concentracdes muito reduzidas, como exemplifica Maesta (2003) ao
estudar a concentragcdo de IgG no colostro de ovelhas alimentadas com
diferentes dietas até as 48 horas pés-parto (0,390+0,13g.dL™?). N&o foram
analisadas amostras de colostro apés o momento 12 horas no presente

trabalho, ficando para posterior pesquisa.
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gama do soro colostral de acordo com 0os momentos zero e 12 horas, dentro da
PT do colostro.
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A maxima absorgéo de imunoglobulinas colostrais, em bovinos, se da as
8 horas de vida, com queda brusca apés esse periodo (CORTESE, 2009). O
pico de absorcao entre as 12 e 24 horas, observado no presente trabalho, nédo
oferece prejuizo a imunidade do cordeiro (grafico 5). Uma explicacdo para o
longo periodo de absorcdo nos ovinos pode ser a quantidade de colostro
ingerida, pois os cordeiros mamam entre 100 e 200mL por dia, enquanto que
os bezerros ingerem de 2 a 4L. O colostro, além de ter propriedades de defesa
também estimula o fechamento das microvilosidades intestinais as
macromoléculas. Assim sendo, quanto maior a quantidade ingerida mais rapida
sera a troca de células epiteliais intestinais e menor a passagem de anticorpos.
Por outro lado, esse rapido fechamento impede que agentes patogénicos
adentrem ao organismo do neonato estimulando um quadro patoldgico
(TIZARD, 2009).
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Gréfico 5 — Concentracdo de gamaglobulina sérica (g.dL™) em relacéo aos
momentos de colheita. Teste Inteiramente Casualizado.

A entrada dessas globulinas na circulacdo do cordeiro confere
imunidade passiva temporaria, até que possa produzir seus proprios anticorpos
especificos (RADOSTITS et al., 2002). A concentracdo de Ig no soro que

condiz com boa imunidade em cordeiros varia entre os autores da literatura.
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Shubber e Doxey (1979) observaram que concentragdes maiores que 1,09g.dL"
! apés 30 horas de vida conferem adequada imunidade. Feitosa e
colaboradores (2001), trabalhando com bovinos, indicaram boa transferéncia
quando valores maiores que 0,5g.dL™, mas sendo ideal acima de 1,6g.dL™
(FEITOSA et al., 2003). Relacionando aos valores encontrados as 24 horas
neste trabalho (1,801+0,86g.dL™) os cordeiros obtiveram quantidades
suficientes de Ig colostrais para responderem adequadamente a infeccdes
(tabela 20).

O uso do refratbmetro como equipamento pratico para avaliar a
transferéncia efetiva de imunidade para o cordeiro pela averiguacdo da PT
sérica revelou uma correlacéo positiva entre o valor obtido por esse método e a
concentracdo de globulinas sérica (tabela 22). Assim, quanto maior o valor da

proteina, maior presenca de globulinas com fungéo de anticorpo.

Tabela 22 — Correlagéo entre PT sérica e gamaglobulina dos cordeiros nos
momentos MO, M6, M12, M24, M36 e M48

Gamaglobulina

Coef.
Momentos Valor de P N*
Correlacao

Oh ,091 557 29

6h ,613a ,0001 29

12h ,884a ,0001 29

PT

24h ,934a ,0001 27

36h ,921a ,0001 29

48h ,910a ,0001 28

*N — ndmero de individuos. a — nimeros seguidos pela mesma letra possuem significancia estatistica
(p<0,01).

Em relacdo a PT sérica, foi observado um acréscimo na sua
concentracdo entre os momentos MO (4,46+0,58g.dL™) e M24 (5,68+0,89g.dL"
1y, estabilizando logo apés, como observado no grafico 6. Esses dados
condizem com o relatado por Silva e colaboradores (2007) que analisaram o
soro de cordeiros mesticos, e obtiveram resultados de 3,62+0,7 g.dL™ & zero
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hora (Oh) com aumento para 6,77+1,20g.dL™" apés 24 horas de vida. Os
aumentos séricos demonstram a capacidade do organismo do neonato em
absorver, em pouco tempo, grandes quantidades de moléculas proteicas e
repassa-las a circulacdo. Também, a baixa atividade das enzimas proteoliticas
intestinais permite que as microvilosidades, por acdo pinocitica, absorvam as
proteinas colostrais integralmente e passem a ter protecdo contra antigenos,
pois a maior parte destas sdo anticorpos.

As concentracdes seéricas antes da primeira mamada e com um dia de
vida foram muito proximas as obtidas por Nunes (2006) para cordeiros
nascidos de parto simples, respectivamente 4,649g.dL™* e 7,235g.dL™. Esta
elevacdo ocorre devido a absorcdo macica das proteinas, principalmente

gamaglobulinas, que estéo presentes no colostro em grandes quantidades.
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Gréfico 6 - Proteina total sérica (g.dL™) nos momentos experimentais.

Ainda, Silva e colaboradores (2007) observaram aumento sérico de 6 a
10 vezes na concentracdo de gamaglobulina apos 24 — 72 horas da primeira
mamada dos cordeiros. O valor encontrado a zero hora (0Oh) foi de
0,32+0,12g.dL™, elevando-se para 3,39+1,13g.dL™. Estes dados condizem com

0s encontrados neste trabalho, mesmo tendo a concentragdo de gama do
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momento zero (MO) um valor abaixo do relatado (0,111+0,07g.dL™), mas com
aumento sérico de 9 a 16 vezes no momento 24 horas (1,801+0,86g.dL™). Esta
diferenca pode ser explicada pelas diferentes metodologias aplicadas, pois a
eletroforese Nativa deste experimento € mais sensivel e especifico do que a
eletroforese em gel de agarose utilizada pelo outro autor.

O colostro de boa qualidade é aquele que fornece ao recém-nascido
guantidades adequadas de substancias protetoras (Ig), nutrientes e energia.
Estes componentes tornam o colostro mais denso, ou seja, quanto maior a
densidade colostral maior € quantidade de componentes benéficos em sua
constituicao, para o cordeiro. A relacdo qualidade do colostro com densidade,
foi estudada por Fleenor e Stott (1980) quando, tentando achar um método que
fornecesse informacdes rapidas e precisas para ser usado a campo com 0O
rebanho bovino, adaptou um hidrémetro calibrado para ser usado com colostro,
o colostrdmetro. Por este € possivel qualificar o colostro bovino em bom,
regular e ruim. Além disso, essa qualificacdo estabelece parametros de
concentracao de Ig para cada valor obtido na densidade. Vaz e colaboradores
(2004), também trabalharam com a relacéo densidade x qualidade colostral em
bovinos e relataram que para se ter concentracdes imunoglobulinicas ao redor
de 5,84g.dL™ no colostro, é necessario que sua densidade esteja entre 1,090 e
1,046g.mL™. Quando menor que 1,035g.mL™ com concentracéo de 3,59g.dL™
de imunoglobulinas, é considerado colostro de baixa qualidade e n&o ha
transferéncia adequada de imunidade, estando o recém-nascido desprovido de
defesa.

Nunes (2006) utilizou o método de refratometria e encontrou valores
para a densidade colostral de ovelhas entre 1,064 e 1,220g.mL™, mas ndo ha
garantias de que o método utilizado trouxera resultados confiaveis, pois foram
utilizadas diluicdes com agua, o que pode mascarar os resultados encontrados.

Por ndo haver métodos descritos para andlise da densidade colostral em
ovinos e nao ser possivel o uso do colostrémetro por quantidade insuficiente de
material produzido, foi utilizada a férmula original da densidade (d=m/v); o
intervalo variou de 1,056 — 1,086g.mL™ no momento zero (M0) e 1,050 — 1,078
as 12 horas poés-parto (M12), como demonstrado na tabela 19. Para o primeiro
intervalo a concentracdo de gamaglobulina foi de 3,125+1,27g.dL” e

1,378+0,82g.dL™" para o segundo. Os valores de densidade estdo de acordo
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com os encontrados na literatura para bovinos, e conferiram boa imunidade
para os cordeiros, mesmo com concentragcdo de globulinas estando abaixo dos
relatados. Para caprinos a falha de transferéncia ocorre quando a concentracao
esta abaixo de 1,21g.dL™ de Ig (SIMOES et al., 2005).

Com relacdo a densidade e os niveis de gamaglobulina do colostro
ocorreu uma correlacdo baixa, mas positiva entre as variaveis nos periodos
zero e 12 horas apos o parto, ou seja, com o aumento da fracdo gama também
eleva-se a densidade. Nunes (2006) também observou correlacéo positiva (r =
0,35) em ovinos de corte.

No grafico 7, observa-se o declinio na concentracdo de gama entre zero
e 12 horas pés-parto (3,125+1,27 para 1,378+0,82g.dL™) demonstrando a
importancia na ingestdo de colostro neste periodo devido grande
disponibilizagdo de anticorpos. Como n&o foram colhidos e analisados colostro
apos 12 horas, nao se verificou o grau de diminuicdo na quantidade de gama
ap6s esse periodo, ficando assim, para posterior pesquisa. Esses dados
corroboram com os encontrados por Fernandes (2005), sendo a maior
concentracdo de gama encontrada logo apés o parto (8,48+1,03g.dL™),
decaindo até a quinta parte apés 24 horas (0,88+0,33g.dL™).
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Gréfico 7 — Concentracdo de gamaglobulina colostral (g.dL™) em relacdo ao

periodo de colheita. Teste Inteiramente Casualizado.
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Para a concentragéo de globulinas no momento 24 horas (M24) no soro
dos cordeiros, encontrou-se 1,801+0,86g.dL™ corroborando com os dados de
Hunter e colaboradores (1977), com cordeiros com concentracao
imunoglobulinica menor que 1,5g.dL™" no primeiro dia de vida, que foram
considerados hipogamaglobulinémicos. Também concordam com os valores
estipulados por Nunes (2006) para considerar um animal com falha de

transferéncia passiva (< 0,5g.dL™).



8. CONCLUSAO

As conclusbes obtidas por este trabalho foram:
- ocorreu aumento progressivo na concentracdo de PT e gamaglobulina sérica

entre os momentos estudados com estabilizacdo apos 24 horas;

- 0 declinio na quantidade de PT e densidade colostral esta relacionado com a

diminuicdo na concentracdo de gamaglobulinas;

- 0 uso de refratometria a campo para avaliar a transferéncia de imunidade
passiva € um adequado método, pois foi demonstrada correlacéo positiva entre

PT e gamaglobulina sérica;

- a eletroforese em gel de poliacrilamida fornece dados mais precisos das

fracGes proteicas presentes no soro sanguineo e colostral;

- a absorcdo colostral pelo cordeiro ocorre até as 24 horas de vida, néo
necessitando que se force a amamentagcdo caso nao ocorra nas primeiras

horas de vida;

- concentracbes acima de 1,5g.dL* de gamaglobulina sérica indicam boa

transferéncia de imunidade passiva,

- estabeleceu-se uma equacdo preditdria para a absorcdo colostral em
neonatos ovinos da ragca Bergamacia: y = 0,0171x% - 0,3138x° + 1,7598x -
1,3697, R?2 = 0,9945, sendo “x” o tempo decorrido em horas, “y” a quantidade
absorvida e “R” o coeficiente de correlacao de variabilidade.
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10. ANEXOS

Anexo 1 - Preparo das placas de vidro para recebimento do gel de eletroforese

(Guia de Preparacdo das placas Bio-Rad®)*°

- limpar as placas de vidro com alcool para retirar gorduras e sujidades;
- unir as placas de vidro;
- dimensdes: placa grossa — 10,1x8,2cm
placa fina — 10,1x7,3cm
- deslizar as placas dentro da moldura plastica, mantendo a placa fina para
fora, travar a moldura;
- colocar a moldura com as placas de vidro no suporte e prender com presilha
- proceder com os géis de separacao Nativa ou SDS, e gel de empilhamento
- apos polimerizacdo do gel de empilhamento, tirar a moldura do suporte e as
placas da moldura
- lavar com agua deionizada retirando os residuos de gel
- retirar 0s espacadores, completar os po¢os com agua deionizada
- fixar as placas no suporte dos eletrodos e acomodar na cuba de corrida
- preencher com tampé&o da cuba (Nativa ou SDS)
- aplicar as amostras nos pog¢os correspondentes
- acoplar a tampa na cuba de eletroforese

- iniciar a corrida

Preparacéo do Gel de Separacgédo 7% Nativa

- 1,170mL Bis-acrilamida

- 0,5mL Tris-HCI pH 8,8

- 3,350mL Agua deionizada

- 33,5uL Persulfato de aménio

-4,5uL TEMED

- Alcool isopropilico

Em um béquer foram pipetados os volumes acima, exceto o alcool, e agitados

levemente para que misturassem. A solucéo foi passada para as placas e

19 Gel Cassette Preparation, Mini-Protean®3 Cell assembly Guide, Bio-Rad Laboratories, Inc.
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cobertas com alcool para diminuir contato com o ar e uniformizar o gel. Apos
polimerizacdo, verter o alcool para que seja repassado o gel de empilhamento.

Secar o residuo com papel filtro, s/ tocar o gel.

Tampao da Amostra (Nativa)

- 12mL Tris-HCI ph 6,8

- 50mL Glicerol 100%

- 29 Azul de Bromofenol

- 138mL Agua deionizada

Adicionar todos os componentes em um frasco identificado, agitar e conservar

em geladeira.

Tampao da Cuba Nativa

- 100mL Tris-Glicina ph 8,6

- 900mL Agua deionizada

Colocar em frasco e manter na geladeira até o momento do uso.

O tampao gelado evita o efeito Joule, que consiste no aquecimento da

resisténcia da eletroforese.

Preparo do gel SDS-PAGE 10%

- 3,33mL Bis-acrilamida 30%

- ImL Tris-HCI pH 8,8

- 10uL SDS 10%

- 5,6mL Agua deionizada

- 67uL Persulfato de aménio

- 9uL TEMED

- 0,5mL Alcool isopropilico

Em um béquer foram pipetados os volumes acima, exceto o alcool, e agitados
levemente para que se misturassem. A solucéo foi passada para as placas e
cobertas com alcool para diminuir contato com o ar e uniformizar o gel. Apés

polimerizacao, verter o alcool para que seja repassado o gel de empilhamento.
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Tampé&o da Amostra com SDS

- 35,5mL Agua deionizada

-12,5mL Tris-HCI pH 6,8

- 25mL Glicerol

- 20mL SDS 10%

- 29 Azul de Bromofenol

Adicionar todos os componentes em um frasco identificado, agitar, esperar que
as bolhas se desfacam e conservar em geladeira.

Este tampao s6 deve ser usado em eletroforeses que tenham SDS como parte
do gel.

Tampéao da Cuba SDS

- 10mL SDS 10%

- 100mL Tris-Glicina pH 8,6

- 890mL Agua deionizada

Colocar em frasco e evitar agitacdo brusca. Manter em geladeira até uso.
O tampao gelado evita o efeito Joule que consiste no aquecimento da
resisténcia da eletroforese.

Preparacéo do Gel de Empilhamento 4% (Nativa e SDS)

- 665uL Bis-acrilamida 30%

- 500pL Tris-HCI pH 6,8

- 50uL SDS 10%

- 3,8mL Agua deionizada

- 34uL Persulfato de aménio

- 5uL TEMED

Pipetar os componentes em béquer, agitar levemente e repassar para a placa
ja com o gel de separagdo. Um molde de plastico em forma de pente foi
posicionado entre as placas sobre o gel de empilhamento para formar, assim

gue ocorrer a polimerizacdo, os pocos de aplicacdo das amostras.
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Condicbes da corrida eletroforética Nativa 7%
- ligar a fonte elétrica (Power Pac™ Basic)™
- fixar voltagem em 100V (amperagem varia para manter a voltagem constante)

- tempo de corrida: 90 minutos

Condicbes da corrida eletroforética SDS 10%
- ligar a fonte elétrica (Power Pac™ Basic)™
- fixar voltagem em 100V (amperagem varia para manter a voltagem constante)

- tempo de corrida: 240 minutos

Preparo da Solucdo Corante Comassie R-250 0,1%

- 250mL solucao estoque Comassie R-250 0,2%

- 250mL acido acético 20%

ApOs a corrida, o gel foi retirado da placa de vidro e imerso em solugéo corante

Comassie 0,1% durante 4 horas.

Preparo do Descorante

- 600mL agua deionizada

- 300mL metanol

- 100mL acido acético glacial

Retirar o corante e no mesmo recipiente, recobrir o gel com descorante.
Renovar a solugédo quantas vezes forem necessarias até que o gel fique

transparente.

Conservacao do gel para anélise

Apo6s descolorir o gel, retirar o descorante e adicionar 100mL de agua
deionizada. Ficara em agua até que seja analisado atraves do Image Master
VDS®",

" power Pac™ Basic Power Supply, Bio-Rad Laboratories, Inc.
2 power Pac™ Basic Power Supply, Bio-Rad Laboratories, Inc.
B Image Master® VDS Software, Pharmacia Biotech Inc.
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Andlise dos géis

Os géis foram salvos e suas imagens digitalizadas através do Image Master®
VDS e um software analisador de imagens (Image Master® VDS software *°)
do Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de Biociéncias da UNESP —
Botucatu/SP.

O programa foi utilizado para determinar a mobilidade eletroforética relativa

(RF) e a I0D(intensidade de densidade 6tica) de cada banda proteica.

Secagem e Armazenamento

Apos escaneamento e andlise, os géis foram colocados entre duas folhas de
papel celofane molhadas e, ap6s uma semana de secagem, foram guardados
em pasta com as respectivas identificacoes.

Caso fosse necesséaria uma nova colheita de imagem, os géis secos seriam

escaneados em scanner comum e analisados pelo programa VDS.

1 Image Capture Board, Image Master® VDS System, Pharmacia Biotech Inc.
B Image Master® VDS Software, Pharmacia Biotech Inc.
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Anexo 2 - Densidade Colostral
Realizou — se o procedimento a partir da formula original da densidade:

densidade (g.mL™?) = massa
volume

— Em balanca analitica digital com precisédo de quatro casas ap0s a virgula, foi
pesado um béquer com uma ponteira de 1mL, ambos vazios;

— A balanca foi zerada para descontar este peso da massa que se queria obter;

— Apos passagem por banho—maria a 37°C e descanso em temperatura

ambiente até atingir 20°C para que todos as amostras estivessem nos mesmos

parametros (a temperatura influencia no valor da densidade), 1mL colostro foi

pipetado com a mesma ponteira que foi pesada;

— Na balanca zerada, foi descartada a ponteira dentro do béquer;

— Apés estabilizagdo do peso, este foi anotado e colocado na formula da

densidade.

Para cada amostra foi utilizado um novo béquer e uma nova ponteira, seguindo

todos os passos citados.
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Resultados das densidades colostrais, nos periodos zero e 12 horas pos-parto.

Densidade (g.mL™)

N° ovelha
Oh 12h
495 1,094 1,077
493 1,078 1,066
561 1,071 1,098
404 1,078 1,059
513 1,063 1,056
401 1,082 1,066
509 1,071 1,056
310 1,067 1,058
524 1,064 1,076
349 1,041 1,078
350 1,097 1,087
361 1,086 1,052
411 1,074 1,074
503 1,072 1,079
438 1,087 1,070
393 1,045 1,054
Nina 1,076 1,043
456 1,070 1,055
511 1,055 1,068
556 1,069 1,058
492 1,077 1,066




86

Continuacdo - Resultados das densidades colostrais, nos periodos zero e 12

horas pés-parto.

Densidade (g.mL™)

N° ovelha
Oh 12h
353 1,094 1,060
402 1,044 1,037
528 1,077 1,060
372 1,072 1,056
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Anexo 3 - Resultado das concentracdes de PT (g.dL™) do soro do colostro, de
acordo com as leituras espectrofotométricas pelo método de Biureto, nos

momentos zero a 48 horas de vida.

PT (g.dL™)
N° ovelha

Oh 12h
495 6,2 3,4
493 5,6 3,2
561 9,2 4,8
404 7.8 3.4
513 7.8 2,6
401 6 3,8
509 5,6 2,6
310 4 2,6
524 5,2 5,8
349 7,4 5,6
350 7,6 4,6
361 6,8 2,2
411 6,8 3,6
503 7 5,2
438 8 6,2
393 2 3,4
Nina 5 1,6
456 6,4 5,4
511 5,6 2,4
556 6,2 4,6
492 4,2 3
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Continuacéo - Resultado das concentracdes de PT (g.dL™) do soro do colostro,
de acordo com as leituras espectrofotométricas pelo método de Biureto, nos

momentos zero a 48 horas de vida.

PT (g.dL™
N° ovelha
Oh 12h
353 6,6 4,2
402 8,6 3,4
528 7.4 4
372 7 4




89

Anexo 4 - Resultado das concentracdes de PT sérica dos cordeiros, de acordo

com as leituras refratométricas, nos momentos zero a 48 horas de vida.

NO PT (g.dL™)

cordeiro oh 6h 12h 24h 36h 48h
1 3.8 6,2 8,2 8 8 7.4
2 4,2 4.6 5 6 6,1 6,8
3 4,4 4,4 5 5,2 5 5
4 4 4.8 6 7 6 5.8
5 4 4,4 6,2 6 6,2 5,6
6 4 5 6,2 6,6 6,2 6,2
7 6,2 5,6 6,4 6,6 6,2 6,4
8 4 4 5 5,2 5 5
9 5 5,2 5 5,4 5 5
10 4 5 5.4 5,4 5,6 6
11 5 5,2 5,8 6 6 6,4
12 4,2 5 5,2 5,6 5 5,8
13 4,2 4.6 5 5.8 4.8 5,2
14 4 5 6 5,2 5,8 5.8
15 4,4 5,2 5,8 6,4 6,4 6,2
16 4.6 4,6 5,2 6 5,4 6,4
17 4 4 4.6 4,2 5 4,4
18 4 4.8 4.6 5.4 5,2 5,2
19 4.6 4.8 4.6 4,2 4.4 4,4
20 5 4,6 5,2 4,4 4,6 4,2
21 4 4,8 5 5 4.8 5,6
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Continuagdo - Resultado das concentracdes de PT sérica dos cordeiros, de
acordo com as leituras refratométricas, nos momentos zero a 48 horas de vida.

NO PT (g.dL™)

cordeiro oh 6h 12h 24h 36h 48h
22 5 6 6,4 6 6,2 6.2
23 4,4 5,4 6 5,8 5,6 5,8
24 6 6 7 7 6,8 6
25 4.8 4,6 5,8 6,2 5,8 6
26 4,2 5 7.4 6 6 5,4
27 4,2 4.8 5,4 4.8 5 4,6
28 4.6 4,8 5 4,6 4.6 5
29 4.6 4,2 4.6 4,8 4.4 5
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Anexo 5 - Resultados da concentragcéo e porcentagem de gamaglobulina no
soro do colostro, de acordo com o obtido no gel de eletroforese nos periodos
zero e 12h pés-parto.

Gamaglobulina

N° ovelhas Oh 12h

% g.dL? % g.dL?
138 65,43 4,23 29,31 0,97
170 61,56 4,70 47,90 2,94
310 33,92 1,39 29,50 0,76
349 42,76 3,19 48,68 2,71
350 47,92 3,63 36,54 1,69
353 46,01 3,05 36,40 1,55
361 37,29 2,55 16,81 0,37
372 48,72 3,39 38,26 1,51
393 14,75 0,30 22,29 0,76
401 51,41 3,12 44,13 1,68
402 52,27 4,51 24,20 0,81
404 49,92 3,89 35,64 1,24
411 39,23 2,64 16,28 0,59
438 68,60 5,60 55,48 3,43
456 67,76 4,39 45,60 2,50
492 23,03 0,97 24,42 0,74
493 44,10 2,77 41,64 1,41
495 45,84 3,25 36,75 1,92
503 53,39 2,96 36,18 0,96
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Continuacao - Resultados da concentracdo e porcentagem de gamaglobulina
no soro do colostro, de acordo com o obtido no gel de eletroforese nos
periodos zero e 12h pos-parto.

Gamaglobulina

N° ovelhas Oh 12h

% g.dL? % g.dL?
509 41,80 2,33 20,34 0,48
511 54,20 4,26 23,12 0,59
513 32,18 1,67 24,68 1,43
524 52,71 3,87 36,58 1,47
528 35,84 2,22 25,01 1,16
556 50,95 4,70 41,35 1,99
561 32,62 1,67 11,35 0,19
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Resultados da concentragdo de gamaglobulina no soro dos cordeiros de
acordo com a porcentagem encontrada nos gel de eletroforese nos momentos
experimentais.

NO

Gamaglobulina

cordeiro Oh eh 12h
% g.dL? % g.dLt % g.dL?
1 3,42 0,137 12,75 0,510 27,40 1,370
2 2,03 0,081 17,00 0,850 23,90 1,291
3 2,17 0,109 17,10 0,889 28,00 1,624
4 1,63 0,078 14,50 0,667 22,20 1,288
5 3,00 0,120 17,30 0,830 25,50 1,173
6 1,56 0,062 28,00 1,400 39,90 2,474
7 1,36 0,057 18,10 0,905 33,10 2,449
8 1,52 0,061 29,10 1,397 38,50 2,310
9 2,00 0,080 22,40 1,120 29,70 1,782
10 2,82 0,113 18,80 0,902 31,40 1,570
11 2,21 0,133 31,90 1,914 39,20 2,744
12 1,72 0,072 42,90 2,660 35,40 1,770
13 3,52 0,134 18,60 0,967 55,80 4,576
14 1,46 0,064 34,40 1,926 27,30 1,583
15 1,90 0,118 25,40 1,524 38,80 2,483
16 2,02 0,101 23,40 1,030 30,20 1,933
17 1,59 0,064 16,70 0,868 33,60 2,083
18 1,53 0,077 13,30 0,638 22,80 1,140
19 2,99 0,126 18,60 1,004 21,10 1,139
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Continuacdo - Resultados da concentracdo de gamaglobulina no soro dos
cordeiros de acordo com a porcentagem encontrada nos gel de eletroforese
nos momentos experimentais.

Gamaglobulina

N©
cordeiro Oh éh 12h
% g.dL™? % g.dL™ % g.dL?

20 1,75 0,077 10,76 0,473 30,10 1,806
21 10,62 0,467 46,71 2,336 19,60 0,980
22 2,34 0,098 31,30 1,440 25,80 1,342
23 2,07 0,087 16,30 0,782 26,50 1,325
24 3,54 0,163 16,64 0,699 11,36 0,568
25 3,44 0,158 7,43 0,342 15,14 0,696
26 0,82 0,038 9,53 0,381 10,10 0,525
27 2,44 0,098 4,99 0,240 15,67 0,721
28 2,26 0,104 7,89 0,363 9,86 0,454
29 2,91 0,146 8,49 0,418 5,63 0,293
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Continuacdo - Resultados da concentracdo de gamaglobulina no soro dos
cordeiros de acordo com a porcentagem encontrada nos gel de eletroforese

nos momentos experimentais.

Gamaglobulina

N° cordeiro 24h 36h 48h
% g.dL? % g.dL™ % g.dL™
1 31,80 1,654 29,26 1,463 30,98 1,549
2 28,32 1,529 27,80 1,557 26,30 1,578
3 32,20 1,932 31,85 1,911 31,68 2,028
4 25,80 1,600 27,74 1,609 26,27 1,576
5 35,40 1,912 32,70 1,700 10,70 0,556
6 41,00 2,706 40,33 2,500 37,73 2,339
7 34,10 2,046 33,10 1,986 32,76 1,769
8 44,90 3,143 41,97 2,518 39,64 2,299
9 33,00 1,716 31,41 1,822 32,26 1,871
10 34,39 1,720 32,53 1,561 30,62 1,715
11 36,30 2,541 36,80 2,502 33,90 2,034
12 40,36 2,422 36,90 2,251 38,81 2,639
13 53,90 4,312 52,20 4,176 49,50 3,663
14 32,00 2,048 26,80 1,715 27,10 1,680
15 37,60 2,482 38,82 2,407 29,00 1,798
16 31,08 1,865 28,66 1,777 33,49 1,875
17 33,60 2,016 35,00 2,170 22,67 1,134
18 20,90 1,003 22,22 1,111 19,00 0,874
19 32,10 1,862 20,90 1,045 27,90 1,618
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Continuacdo - Resultados da concentracdo de gamaglobulina no soro dos
cordeiros de acordo com a porcentagem encontrada nos gel de eletroforese

nos momentos experimentais.

Gamaglobulina

N° cordeiro 24h 36h 48h
% g.dL? % g.dL™ % g.dL?

20 20,93 1,088 26,50 1,484 19,99 1,000
21 26,40 1,478 19,67 0,984 25,13 1,458
22 27,50 1,595 24,22 1,211 25,00 1,300
23 12,31 0,566 24,40 1,171 22,20 1,110
24 22,82 1,095 13,50 0,621 19,00 0,950
25 8,93 0,375 19,86 0,874 36,68 2,348
26 2,85 0,125 10,14 0,446 9,40 0,414
27 - - 3,33 0,153 6,41 0,269
28 - - - - - -

29 - - - - - -

- valores nao calculados por perda de amostra.
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The aim of this paper was determine the passive immune transfer by the
colostral absorption in 29 Bergamasca lambs kept on semi extensive management.
Blood samples was collected immediately after birth until 48 hours of life. Total serum
proteins in serum were determinate by refractometry and the gammaglobulins fractions
by electrophoresis Native 7%. Were established positive correlations between
variables, showing adequate concentrations of antibodies in lambs to initiated the extra
uterine life.
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RESUMO.- Objetivou-se determinar a transferéncia de imunidade passiva (TIP) pela
absorcao colostral em 29 cordeiros da raca Bergamacia mantidos em regime intensivo.
Amostras de sangue foram colhidas imediatamente ap6s o nascimento até 48 horas
de vida. Por refratometria do soro sanguineo foram obtidos os valores de PT e por
eletroforese Nativa 7%, foram obtidas as fracbes gamaglobulina. Obteve-se correlacéo
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positiva entre as variaveis, demonstrando que o0s animais estudados possuiam
concentracdes adequadas de anticorpos para iniciarem a vida extra-uterina.

TERMOS DE INDEXACAO: Neonatos, gamaglobulina, imunologia, proteinas
sanguineas.

INTRODUCAO

Uma das grandes preocupacfes na ovinocultura brasileira, € no mundo, é a elevada
taxa de mortalidade pdés-natal em cordeiros, que inibem o desenvolvimento de uma
adequada cadeia produtiva. O periodo neonatal, que abrange desde o nascimento até
30 dias de vida, exige cuidados a fim de minimizar as perdas tanto neste periodo
quanto no futuro, pois os problemas que se instalarem trardo consequéncias negativas
para a producéo (Rook et al., 1990, Grundy, 2006).

Nos ruminantes, principalmente, o momento pods-parto é de extrema
importancia pela falta de imunidade apresentada pelo neonato ao nascer. Devido a
forte barreira placentaria que impede a passagem de anticorpos, esses animais
nascem hipogamaglobulinémicos, fazendo com que ndo consigam debelar infecgbes
tidas como de baixa gravidade (Tizard, 2009). A ingestao de colostro o quanto antes
deve ser efetiva para que os anticorpos sejam repassados caracterizando, assim, uma
boa transferéncia de imunidade passiva (Pugh, 2004, Nordi, 2010).

Muitas metodologias sdo descritas para diagnosticar adequada transferéncia
de imunidade passiva em bezerros, mas pouco se fala em cordeiros, dando a entender
gue por serem parte da familia dos ruminantes, os resultados podem ser extrapolados
para a espécie ovina (Nunes, 2006).

Visando avaliar a TIP em cordeiros de da raca Bergamacia do nascimento até
48 horas de vida, determinaram-se as concentragdes séricas de proteina total (PT) por
refratometria, e fragdo gama, representante das imunoglobulinas, por eletroforese
Nativa em gel de poliacrilamida 7%. Também foram feitas correlacdes entre as
variaveis para validar o uso da refratometria como instrumento de rapido diagnéstico
de falha de transferéncia a campo.

MATERIAL E METODOS

Apos aprovacdo do Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP Botucatu (protocolo n° 28/2009 -
CEEA), foram colhidas amostras de sangue de 29 cordeiros da raca Bergamacia entre
0 momento imediatamente apds o parto até 48 horas de vida, através de puncgdo da
veia jugular em tubos a vacuo sem anticoagulante.

Parte do sangue colhido foi repassado para capilar ndo heparinizado e
centrifugado por 10 minutos a 3500rpm para obtengédo dos valores de proteina total
pelo método de refratometria. A outra parte foi centrifugada por 15 minutos a 7500rpm
e 0 soro sanguineo obtido foi pipetado em microtubos de 1,5mL para fracionamento
eletroforético das proteinas em gel de poliacrilamida 7%.

Para obter os valores de gamaglobulina (g.dL™) foi utilizada a porcentagem
desta fracdo apds leitura densitométrica do gel pelo equipamento Image Master®
VDS?. Esses resultados foram multiplicados pelo valor da PT e divididos por 100%.

Foi utilizada a andlise descritiva do programa Assistat Statistical para proteina
total e fracdo gama (Silva & Azevedo, 2009). Para a interacao entre as variaveis foi
empregado o Teste de Spearman ao nivel de 1% de probabilidade do programa
IBM/SPSS Statistics v.19.0.

20 Image Capture Board, Image Master® VDS System, Pharmacia Biotech Inc.
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RESULTADOS

A concentracdo de PT sérica nos momentos zero e 6 horas ndo diferiram entre si, mas
guando relacionadas aos momentos 12, 24, 36 e 48 horas observou-se um aumento
significativo (quadro 1). Quanto a fracdo gamaglobulina no momento zero foi
significativamente menor que 0s outros periodos, confirmando a
hipogamaglobulinemia que ocorre nos cordeiros ao nascer e antes de mamar o
colostro. As 6 horas de vida, a quantidade de gama foi maior que no momento zero,
mas ainda menor que os momentos 12, 24 , 36 e 48 horas (quadro 1).

No quadro 2 foram dispostos os resultados obtidos na correlagdo da PT com a
gamaglobulina sérica pelo teste de Spearman, verificando-se que existe interacao
positiva entre as variaveis, ou seja, a concentracao de PT sérica aumentou a medida
gue ocorreu acréscimo na quantidade de gamaglobulina entre os periodos estudados.

DISCUSSAO

Foi observado um acréscimo na concentracdo de PT entre os momentos zero
(4,46+0,58g.dL™) e 24 horas (5,68+0,89g.dL™), estabilizando logo apés. Esses dados
condizem com o relatado por Silva e colaboradores (2007) que analisaram o soro de
cordeiros mesticos e obtiveram resultados de 3,62+0,7 g.dL™ no momento zero (Oh)
com aumento para 6,77+1,20g.dL™ ap6s 24 horas de vida. Os aumentos séricos
demonstram a capacidade do organismo do neonato em absorver, em pouco tempo
grandes quantidades de moléculas proteicas e repassa-las a circulacdo. Também
foram muito préximas as obtidas por Nunes (2006) para cordeiros nascidos de parto
simples, respectivamente 4,649g.dL™" e 7,235g.dL™. Esta elevagéo ocorre devido a
absorcdo macica das proteinas, principalmente gamaglobulinas, que estdo presentes
no colostro em grandes quantidades.

O uso do refratdbmetro como equipamento pratico para avaliar a transferéncia
efetiva de imunidade para o cordeiro pela averiguacdo da PT sérica revelou uma
correlacdo positiva entre o valor obtido por esse método e a concentragdo de
globulinas sérica (quadro 2). Assim, quanto maior o valor da proteina, maior presenca
de globulinas com fungéo de anticorpo.

As gamaglobulinas estdo presentes em baixa concentragdo no momento zero
hora da corrida eletroforética do soro sanguineo dos cordeiros. Isso estabelece que os
animais nasg¢am hipogamaglobulinémicos, confrontando a maioria dos autores que
afirmam que os recém-nascidos da espécie ovina, assim como 0s bovinos, séo
agamaglobulinémicos (Pugh, 2004, Barrington & Parish, 2006; Tizard, 2009).

A presenca dessa pequena quantidade (0,111+0,07g.dL™) deve-se a producéo
enddgena de imunoglobulinas, pois os cordeiros sdo aptos a produzirem anticorpos
ainda dentro do Utero, mas sendo estas inespecificas (Tizard,2009). Ap6s a mamada
do colostro ocorre um aumento de oito vezes na quantidade desta fracdo ja nas
primeiras 6 horas (0,983+0,61g.dL™") e a tendéncia é continuar elevando essa
concentracdo até a estabilizacao dentro de 24 — 36 horas de vida. Isso revela a
capacidade do cordeiro em absorver as proteinas do colostro, sendo este constituido
por grande quantidade de proteinas, principalmente as gamaglobulinas.
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Quadro 1 — Média (X), desvio padréo(s) e variancia (s®) dos valores de
concentracdo das proteinas totais sérica (g.dL™) obtidas por refratometria, e dos
valores de y-globulina sérica (g.dL™) dos cordeiros calculada a partir da PT
sérica e da % de globulinas obtida pela eletroforese, de acordo com os
momentos de colheita

PT(g.dL™) y-Globulina
X#s s? X+s s
Oh 4,46+0,58* 0,33 0,111+0,07** 0,005
6h 4,75+1,06** 1,12 0,983+0,61*" 0,38
12h 5,62+0,87*° 0,77 1,568+0,87*¢ 0,77
24h 5,68+0,88*" 0,79 1,801+0,86*¢ 0,75
36h 5,19+1,64*° 2,72 1,656+0,80*¢ 0,66
48h 5,61+0,76*° 0,58 1,609+0,72*¢ 0,52

* - Teste t (p<0,01), correlagdo linear. a, b, ¢ - Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si dentro do grupo, teste t ao nivel de 5% probabilidade.

Quadro 2 — Correlagéo entre proteina total sérica (PT) e gamaglobulina dos
cordeiros nos periodos 0Oh, 6h, 12h, 24h, 36h, 48h de vida

Gamaglobulina

Momentos  Coef. Correlagdo  Valor de P N*

Oh ,091 ,557 29

6h ,613% ,0001 29

12h ,884° ,0001 29

PT

24h ,934% ,0001 27

36h ,921° ,0001 29

48h ,910° ,0001 28

*N — ndmero de individuos. a — nimeros seguidos pela mesma letra possuem significancia estatistica
(p<0,01).
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A maxima absorcdo de imunoglobulinas colostrais, em bovinos, ocorre as 8
horas de vida, com queda brusca apés esse periodo (Cortese, 2009). O pico de
absorcao esta entre as 12 e 24 horas, neste trabalho, sem prejuizo a imunidade do
cordeiro. Uma explicacdo para o longo periodo de absorcdo nos ovinos pode ser a
gquantidade de colostro ingerida, pois os cordeiros mamam entre 100 e 200mL por dia,
enquanto que os bezerros ingerem de 2 a 4L. O colostro, além de proteger também
estimula o fechamento das microvilosidades intestinais as macromoléculas. Assim
sendo, quanto maior a quantidade ingerida mais rapida serd a troca de células
epiteliais intestinais e menor a passagem de anticorpos. Por outro lado, esse rapido
fechamento impede que agentes patogénicos adentrem ao organismo do neonato
estimulando um quadro patolégico (Tizard, 2009).

Para a concentracéo de globulinas no momento 24 horas no soro dos cordeiros
da raca Bergamécia, encontrou-se 1,801+0,86g.dL™ corroborando com os dados de
Hunter e colaboradores (1977), em que a concentracdo imunoglobulinica menor que
1,5g.dL™ no primeiro dia de vida, sdo considerados hipogamaglobulinémicos. Também
concordam com os valores estipulados por Nunes (2006) para considerar um animal
com falha de transferéncia passiva (falha < 0,5g.dL™, boa > 1,5g.dL™). O mesmo
critério foi adotado por Turquino e colaboradores (2011) que consideraram valores
acima de 1,5g9.dL™" de gamaglobulina sérica, especificamente 1gG, como adequada
TIP.

CONCLUSAO

O uso de instrumentos como o refratbmetro, para diagnosticar rapidamente uma ma
transferéncia de imunidade, deve ser aplicado, podendo assim ser corrigida ainda no
periodo de absorcdo do neonato, ou seja, dentro das primeiras 24 horas de vida.
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