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RESUMO GERAL

SANTIAGO, M.R. Avaliacao da transferéncia de imunidade passiva em soros san-
guineos de cordeiros atraves da refratometria Brix%o. Defesa de (Mestrado em Zoo-
tecnia) — Universidade Federal do Piaui, Bom Jesus, 2017.

As espécies de ruminantes nascem hipogamaglobulinémicos, e dependem para garantir
sua protegéo, do processo de transferéncia de imunidade passiva (TIP), sendo, portanto
de importancia para protecdo neonatal. Recentemente vem se utilizando refratdmetros
digitais, utilizados para estimar a concentracdo de proteinas totais séricas do colostro e
no soro sanguineo em animais domeésticos. Entretanto, na espécie ovina, ndo foi descrita
0 uso dessa ferramenta para estimar niveis séricos de proteinas totais em soros de neo-
natos, deste modo, a refratometria digital funcionard como técnica inovadora na neona-
tologia da ovinocultura. E o presente estudo objetivou obter informac6es sobre a TIP de
cordeiros em condicGes de fazenda, através da estimativa dos niveis proteinas totais no
colostro de ovelhas Santa Inés e no soro sanguineo de cordeiros por refratometria digital
Brix%.Aprovado pelo protocolo CEEA/UFPI n® 175/16 o experimento foi conduzido
apos 19 partos de ovelhas da raca Santa Inés e nascimentos de 29 cordeiros ambos re-
gistrados informacdes em fichas: tipo de parto, primeira mamada, tempo de gestacéo,
idade da ovelha, sexo, peso e o vigor do cordeiro (observado até as 24 horas), estes fato-
res foram analisados seus efeitos aos niveis de proteinas totais. As amostras do colostro
e do sangue (centrifugado) foram colhidas entre 6 as 48 horas pds nascimento, a anlise
a campo, feita imediata leitura pelo Brix%. E as analises laboratoriais pelo (TSZ- Em-
bryolab®) pela espectrofotometria (leitura apds 60 segundos). Resultou-se neste estudo,
as mensuracdes proteinas totais no colostro de ovelhas pelo Brix%, houve reducéo sig-
nificativa (p<0,05), entre as 6 e 12 h.,entretanto, houve aumento significativo (p<0,05)
das proteinas totais no soro sanguineo dos cordeiros, indicando a TIP nas primeiras 12 h
e permanecendo constantes. No colostro niveis similares entre 12 e 24 horas, seguido
por uma reducao significativa ap6s 48 horas (p<0,05). As proteinas totais em cordeiros
por Brix e Espectrofotometria TSZ, observou-se % Brix similar 12 h (9,29+1,78%) e 24
h (9,28+1,68%). Estes confirmados TSZ (valores igual ou superior 100mg/dl) turvacao
em 82,75% 12 h e 75,86% 24 h, indicando alta taxa da TIP. Referentes ao efeito dos
fatores, ndo revelou efeito significativo de nenhuma das variaveis analisadas. Concluin-
do que a refratrometria Brix demonstrou ser uma valiosa ferramenta para estimar a con-
centracdo de proteinas totais presente no colostro de ovelhas Santa Inés e no soro san-
guineo de cordeiros. Para garantir o sucesso na transferéncia de imunidade passiva re-
comendam-se valores superiores a 9,2% Brix no soro sanguineo de cordeiros. Os niveis
de proteinas séricas dos cordeiros ndo sofreram influéncia de varidveis fixas relaciona-
das as ovelhas e aos cordeiros.

Palavras-chaves : imunoglobulinas, neonatos, ovinos



ABSTRACT

SANTIAGO, M.R. Transfer of passive immunity in crossbred lambs (San-ta Inés
x Dorper) reared semiextensively in the Brazilian Northeast. Defense of (Master
in Animal Science) - Federal University of Piaui, Bom Jesus, 2017.

The ruminant species are born hypogammaglobulinemic, and depend to ensure protec-
tion of the passive immunity process (TIP), being of importance for neonatal protec-
tion. Recently, digital refractometers have been used to estimate the concentration of
serum total colostrum (PT) and serum proteins in domestic animals. However, in the
sheep species, the use of this tool to estimate PT in neonates sera was not described,
thus, digital refractometry will function as an innovator-ra technique in the neonatolo-
gy of sheep. And the present study aimed to obtain information on the TIP of lambs
under farm conditions, through the estimation of PT levels in Santa Inés sheep colos-
trum and lambs' blood serum by Brix% digital refractometry. Approved by protocol
CEEA / UFPI n° 175/16 the experiment was conducted from 19 births of Santa Inés
sheep and births of 29 lambs, both recorded information in plots: type of delivery, first
feeding, gestation time, age of the sheep, sex, lamb weight and lamb vigor (24 h) these
factors were analyzed for effects on PT levels. Colostrum and blood (centrifuged)
samples were collected between 6 and 48 hours post birth, field analysis, made imme-
diately by Brix%. And the laboratory analysis by the (TSZ- Embryolab®) by spectro-
photometry (reading after 60 seconds). It was found that in this study, PT in sheep
colostrum by Brix%, there was a significant reduction (p <0.05), between 6 and 12 h.,
However, there was a significant increase (p <0.05) in serum PT blood pressure of the
lambs, indicating the IPT in the first 12 h and remaining constant.In colostrum similar
levels of PT between 12 and 24 h, followed by a significant reduction after 48 hours (p
<0.05). The PT in lambs per Brix and TSZ spectrophotometry showed similar Brix 12
h (9.29 + 1.78%) and 24 h (9.28 + 1.68%). These confirmed TSZ (values equal or
higher 100mg / dl) turbidity at 82.75% 12 h and 75.86% 24 h, indicating high rate of
TIP. Regarding the effect of the factors, there was no significant effect of any of the
variables analyzed. In conclusion, Brix refractometry proved to be a valuable tool for
estimating the total protein concentration present in the Santa Inés sheep coaster and in
the blood serum of lambs. To guarantee success in the transfer of passive immunity is
recommended values higher than 9.2% Brix in the blood serum of lambs. Serum pro-
tein levels of lambs were not influenced by fixed variables related to sheep and lambs.

Key words: immunoglobulins, neonates, sheep



INTRODUCAO GERAL
Estudos visando a producdo e a crescente valorizacdo e demanda pela carne ovi-
na, principalmente a oriunda de animais jovens, tem estimulado a intensificacdo dos
sistemas produtivos, os quais buscam maior agilidade na terminacdo e comercializagdo
das carcagas sendo o cordeiro a categoria animal que fornece os maiores rendimentos de
carcaca e maior eficiéncia de producéo, devido a sua alta velocidade de crescimento
(Embrapa, 2011).

E nos ultimos anos tem se observado um crescimento na ovinocultura, aonde o
mercado consumidor vem se tornando cada vez mais exigente por produtos de qualida-
de, dessa forma sdo essenciais a utilizagdo de pesquisas e 0 uso de novas tecnologias
(Guse et al. 2013). Um dos principais fatores de risco na reducéo da producdo de ovinos
é a mortalidade no periodo neonatal, ¢ 0 momento de maior vulnerabilidade, onde ao
nascer encontra varios desafios como o de adaptacdo ao ambiente, doencas infecciosas e
estresse devido a separacdo materna, devido nascerem sem ou com quantidade muito
pequena de anticorpos na circulacdo sanguinea, dependendo inteiramente do colostro
materno para garantir protecdo no processo definido como transferéncia de imunidade
passiva (Dwyer, (2008); Korouse et al. 2012).

Segundo Heirinchs (2011); Gelsinger (2015); Alves (2015), nos remete informa-
¢des sobre as imunoglobulinas contida no colostro de animais domésticos e como tam-
bém o processo de transferéncia de imunidade passiva para 0s neonatos,e como auxilio
nesta avaliagdo o uso da refratometria, em que podem ser épticos ou digitais, o qual
recentemente vem ganhando popularidade, como ferramentas que ajudam a monitorar
neste processo, onde através da estimativa da concentracdo das imunoglobulinas conti-
das no colostro e no soro sanguineo, pode se prevenir na falha deste processo, sao mé-
todos rapidos, praticos e que pode ser feita analises na prépria fazenda, o investimento
ndo é alto, e seu retorno é elevado. Assim, produtores poderdo utilizar o fornecimento
em volume e tempo apos o nascimento dentro das recomendagdes necessarias e garantir

a sobrevida do animal (Mcguirk, et al., 2014).

Neste caso, a avaliagdo da transferéncia de imunidade passiva, e 0 consequente
diagnostico de falhas, € essencial tanto a nivel da exploracdo, fornecendo a percepcgéo
do sucesso da transferéncia de imunidade, como também a nivel individual permitindo a
répida adogdo de medidas (de prevencdo, de diagnostico e tratamento precoces) que

auxiliam a reducéo de morbilidade e mortalidade. Assim, é possivel precaver o surgi-
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mento de doencas e a quebra do desempenho produtivo dos animais, conseguindo-se
desta forma diminuir ou antecipar as perdas econémicas dai resultantes (Massimini,
Peli, Boari & Britti, 2006; Alves, 2013).

Deste modo, a refratometria digital funcionara como uma técnica inovadora, em
que um unico aparelho pode ser utilizado na propriedade tanto para avaliar a qualidade
do colostro quanto para monitorar a transferéncia de imunidade passiva contribuindo na
neonatologia da ovinocultura e consequentemente maior ganho econémico ao produtor
(Deelen, 2015; Elsohaby, 2015).

A dissertagdo foi desenvolvida sob protocolo CEEA/UFPI n°® 175/16 do comité
de ética em experimentacdo animal da UFPI e estruturada conforme as normas para
elaboracdo de dissertacdes do Programa de Pos-Graduacdo em Zootecnia da UFPI da
seguinte forma: INTRODUCAO GERAL; CAPITULO 1. Revisdo Bibliogréfica elabo-
rada de acordo com as normas da ABNT/ Revista Ciéncia Rural ( www.scielo.br/cr.) ;
CAPITULO 2 — artigo cientifico intitulado: Avaliacdo da refratometria Brix para esti-
mar os niveis de proteina total no colostro de ovelhas Santa Inés e no soro sanguineo de
cordeiros em diferentes momentos apds o parto. Elaborado de acordo com a revista Ci-

éncia Rural
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CAPITULO 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Elaborada de acordo com as normas da Associacdo Brasileira de Normas Técni-
cas

(http://www.abnt.org.br/normalizacdo/lista-de-publicacdes/abnt)
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1. ASPECTOS ECONOMICOS DA OVINOCULTURA

A ovinocultura € uma atividade que possui relevancia em praticamente todos os
continentes, sendo a mais antiga exploracdo animal realizada pelo homem (FAO,
2015).De acordo com dados da Organizacdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO, 2015), o rebanho mundial de ovinos era de ordem de 1,2 bilhdo.
Analisando-se a evolugdo da ovinocultura mundial num periodo recente, observa-se que
0 padrdo de crescimento apresentou uma taxa de 1,5% de crescimento anual nos ultimos

cinco anos (Embrapa, 2016).

O Brasil, vem se destacando, como grande potencial de crescimento, e nos ulti-
mos anos, se tornou o 18° maior rebanho mundial. De acordo com (IBGE, 2015) o reba-
nho ovino brasileiro aumentou para 18.410.551/cabecas, onde 60% do rebanho € repre-
sentado na regido Nordeste, 26% na regido Sul, 6% na regido central e 4% na regiéo
Norte e Sudeste. No Nordeste, concentrando principalmente a producdo de 1& e carne,
no Sul do pais S&o Paulo e Mato Grosso do Sul ndo possuam rebanhos numerosos, ain-
da sim, utilizam-se de modernas criacdes para atender a demanda interna de carnes do
mercado gastrondmico, evidenciando grande potencial para desenvolver-se (Zen et al.,
2014).

E no Brasil, a ovinocultura nos ultimos anos, criadores e pecuaristas comegaram
a observar que esta mesma, vem se tornando uma alternativa de répido retorno financei-
ro (Barros, 2010), e por sua vez, tem atraido investidores, expandindo seu rebanho tanto
em guantidade quanto em qualidade e a carne ovina de animais jovens se tornou o prin-
cipal produto, guiando os produtores a gerar atividades que tornassem o mercado mais

atrativo e rentavel (Raineri et al. 2013).

Ainda assim, mesmo com uma boa aceitabilidade ao mercado consumidor, esses
animais jovens até chegar a fase de terminacédo, passam por um periodo de maior vulne-
rabilidade, onde ocorre imediatamente logo ap6s o nascimento, periodo caracterizado
como periodo neonatal(Souza et al., 2013). Diferente dos animais adultos, os neonatos
assim, conhecidos logo apos que nascem, nado apresentam maturidade e a plena compe-
téncia dos diferentes sistemas organicos para regular de maneira eficiente fungdes vitais
para a sua sobrevivéncia, como por exemplo, o controle da temperatura corp6rea e do

sistema imune que atua no combate as doencas (Crespilho, 2009).
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Contudo, a mortalidade neonatal ovina ainda aponta como um dos principais fa-
tores responsaveis para reducdo na produgdo da ovinocultura no Brasil. Dessa forma,
para que se tenha uma reducdo desta mortalidade, pode ser efetuada préaticas de manejo,
especificamente com cuidados com os cordeiros recém-nascidos, viabilizando sua so-
brevivéncia para garantir sucesso nas idades posteriores assim otimizando um produto
final (Korouse et al. 2012).

2. VIABILIDADE NEONATAL

A viabilidade neonatal pode ser realizada por meio de escore Apgar, que se ba-
seia em parametros vitais do recem-nascido (Kredatusova et al., 2011). Assim pode-se
inferir que os cuidados neonatais para ovinos, sdo fundamentais para o éxito da produ-
¢do (Roratto et al. 2013).

Neste periodo, sdo necessarias significativas adaptacbes ao meio ambiente,
acompanhadas pelo desenvolvimento de funcBes vitais ndo cumpridas durante a vida
intra-uterina (Axon, 2011). Caracterizando por uma fase de adaptacéo fisiologica e me-
tabolica, onde os sistemas organicos precisam atender aos novos desafios da vida ex-
trauterina (Pirrone et al., 2014).

Desse modo, varios fatores estdo envolvidos que interferem na viabilidade do
neonato, atua individualmente ou relacionados entre si, incluindo principalmente a con-
centracdo de imunoglobulinas séricas e consequéncia as deficiéncias nutricionais (com-
plexo inani¢do/hipotermia); condi¢cbes ambientais adversas, que causam a morte como
consequéncia da falta de adaptacdo do recém-nascido as novas condicdes de vida (No-
brega JR et al., 2005; Riet-Correa, 2007).

Dentro destes fatores relacionados na viabilidade neonatal, maioria s&o conse-
quéncia, mais precisamente, da falha na amamentacdo, partos prematuros e multiplos,
inabilidade ou inexperiéncia materna no cuidado da prole, ma nutrigdo da matriz duran-
te a gestagdo resultando no nascimento de filhotes debilitados, além das falhas de mane-
Jo nas propriedades sobre tudo no tocante a medidas gerais de higiene com as instala-
¢des, com a parturiente e com cuidados com os recém nascidos (Haskell, 2008; Sebei et
al., 2004).

2.1 Fatores Intrinsecos que afeta o periodo neonatal dos cordeiros
Dentre os fatores, a idade da mée tem sido observada como uma relagdo negati-

va entre a idade das ovelhas e mortalidade das suas crias, fato este devido a qualidade
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de cuidados maternos providos por ovelhas de diferentes idades, que tende de ser me-
Ihor as fémeas mais experientes, ordem de parto que esta por sua vez, associado aos
nascimentos de cordeiros mais pesados, devido ao desenvolvimento de placentas mais
pesadas e eficientes, consequéncia da idade reprodutiva (Dwyer et al., 2005; Gelsinger,
2015).

Assim, varias formas de rejeicdo neonatal podem ocorrer, e em méaes primiparas,
ou seja, ovelhas inexperientes tendem a demonstrar atrasos temporarios na expressao
dos cuidados maternos, ou disturbios comportamentais que podem atrasar o acesso do

neonato ao Ubere, assim reduzindo suas chances de sobrevivéncia (Nowak et al., 2010).

A habilidade materna, a condicdo de escore corporal, a idade e o estado imuno-
I6gico da fémea influenciam no comportamento materno-filial e no desenvolvimento
dos cordeiros, além disso, podem contribuir para um maior ou menor cuidado maternal
as alteracOes fisioldgicas. Outro importante contribuinte para a mortalidade neonatal € o
peso ao nascimento, que é diretamente influenciado pelo grupo genético e o sexo (Silva
et al. 2010). Assim, como também os cordeiros nascidos de gestacdes gemelares em
decorréncia da disputa da inanicéo, sdo fatores que afetam a sobrevivéncia do cordeiro

durante o periodo neonatal (Christley et al., 2003).

Algumas dessas caracteristicas podem ser controladas geneticamente e ha a pos-
sibilidade de serem melhoradas por meio da selecdo, porém sao dificeis de serem obser-
vadas e registradas em grande escala (Dwyer, 2008). N&o apenas a raca, mas a selecdo
dentro de ragas pode alterar os cuidados maternais e a agilidade das crias, principalmen-

te em funcéo de adaptacdo a condigcdes de temperamento (Dwyer& Lawrence, 2005).

2.2 Fatores Extrinsecos que afeta o periodo neonatal dos cordeiros

Em funcdo da maior susceptibilidade dos recém-nascidos nos estagios iniciais de
desenvolvimento, altas taxas de mortalidade sdo registradas nesse periodo, sendo que
fatores relacionados as condigdes ambientais e de manejo contribuem, na maioria das

situacOes, para o estabelecimento de doengas e morte neonatal (Haskell, 2008).

De acordo com Nunes (2006), um dos principais fatores que afetam os ganhos
na producdo de ovinos é a mortalidade neonatal, neste periodo é afetado por uma varie-
dade de fatores relacionados ao manejo e as doengas. Sugerem que 70% das perdas de

todos os cordeiros sdo devido a problemas nas praticas de manejo e ndo a doencas in-
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fecciosas, admite-se que agentes infecciosos estdo presentes, mas estes sdo frequente-
mente oportunistas.

Estima que geralmente maioria das mortes (até 80%) ocorra nos primeiros trés
dias de vida e que complexo inanic¢éo - hipoglicemia-hipotermia seja uma das principais
causas. No restante do periodo neonatal as causas infecciosas passam a predominar, a
falha da transferéncia de imunidade passiva e as condigdes precarias no ambiente séo
fatores predisponentes criticos (Turquino, 2011).

Dentre esses principais fatores predisponentes, o0 complexo inani¢édo, desidrata-
cao e hipotermia (também conhecido como a triade do neonato), geralmente associado
as falhas na ingestéo de colostro como principais causadores de mortalidade. Dois fato-
res sao determinantes para a ocorréncia de tal complexo: condi¢bes climaticas adversas
(frio, vento e chuvas) e baixo peso ao nascimento, que acarreta maior perda de calor e
menores reservas energéticas, com isso, a viabilidade neonatal depende do comporta-
mento materno-filial, bom peso ao nascer, adequada ingestdo de colostro, étima condi-
cdo corporal e imunologica da ovelha ao parto, boa higiene na maternidade, supervisdo
periddica do parto e nutricdo de cordeiros abandonados ou oOrfdos (Turino & Mattos,
2008).

3. TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA (TIP)

A transferéncia de imunidade passiva da mae para o feto ou recém-nascido € ad-
quirida naturalmente através da transferéncia placentaria ou ingestdo do colostro, res-
pectivamente, promovendo um imediato e temporéario estado de imunidade e nos rumi-
nantes este processo ocorre apds o nascimento (Chucriet al., 2010).Devido ao isolamen-
to proporcionado pela placenta, onde esses animais nascem hipogamaglobulinémicos,
dai o colostro ser o elemento chave da imunizacdo passiva dos neonatos (Day& Shultz,
2014).

Dessa forma, os neonatos desta espécie, ao nascerem, dependam desses anticor-
pos absorvidos no colostro (Costa et al. 2013).Portanto, para ruminantes, a ingestdo do
colostro tem um papel fundamental na transferéncia de imunidade passiva e, finalmente,

na taxa de sobrevivéncia de recém-nascidos(Williams et al., 2014).

3.1. Colostro
O colostro € composto por uma mistura de secrecdes lacteas e constituintes de

soro sanguineo, mas notavelmente imunoglobulinas e outras proteinas séricas, que se
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acumulam na glandula mamaria durante as Gltimas semanas de gestacdo (Alves et al.
2015).

Tem como fungdo principal assegurar a maior vitalidade possivel aos recém-
nascidos nos primeiros tempos de vida. Para isso além da imunidade passiva e de outros
elementos que coadjuvam o desenvolvimento do neonato, o colostro fornece uma dieta
completa com nutrientes essenciais, energia (podendo aumentar o calor endégeno em
17%) e gracas ao seu poder laxativo, facilita a remocdo do meconio (Kuralkar& Kural-
kar, 2010; Dwyer et al. 2015).

Em suma o colostro € rico em proteinas, gordura, vitaminas e minerais o que se
traduz numa percentagem de sélidos superior ao leite (Karakus& Atmaca, 2016).0 co-
lostro tem diferencas notaveis quando comparado ao leite, este por sua vez contem mai-
or elementos de maior importancia tais como imunoglobulinas, hormonas, fatores de
crescimento, citoquina, entre outros (Moreno-Indias et el. 2012).

Segundo Abdou et al. (2012) o colostro em relagdo aos seus constituintes, tendo
como base a quantidade, podemos formar dois grupos: um grupo de elementos maiorita-
rios e outro minoritarios. Dos primeiros fazem parte as proteinas, lipidios e os glicidios.
Dos segundos fazem parte os hormonios, as vitaminas, 0s minerais, as enzimas, alguns
componentes celulares e os fatores de crescimentos.

Neste caso, o colostro de boa qualidade em ruminantes, € determinada pelo nivel
de concentracdo de imunoglobulinas em que, existem trés classes principais de imuno-
globulinas presentes, como: Ig G chega a (70 - 80%) 4000 a 6000 mg/dl, seguida da
IgM (10 - 15%) 400 a 1200 mg/dl e Ig A (10 -15%) 100 a 700 mg /dl. Cada uma tem
uma funcdo: onde, a IgG, identificar e destruir patdgenos, a IgM serve como primeira
linha de defesa nos casos de septicemia e a IgA protege as mucosas, como a parede do
intestino, ligando - se a parede intestinal e evitando a adesdo de possiveis patdgenos a
mucosa. Portanto, o efeito da IgA perdura enquanto o neonato estiver consumindo co-
lostro, pois ela atua na parede externa do intestino (Tizard, 2009).

Os neonatos devem absorver imunoglobulinas no colostro como moléculas de
proteina inteira para obter imunidade passiva (Tizard, 2009).As mesmas constituem
glicoproteinas sintetizadas e secretadas por células plasmaticas que protegem o orga-
nismo de proteinas estranhas, os antigenos.Sendo, por tanto, o colostro a tnica fonte de
alimento para o neonato, na ingestao insuficiente afeta a sua sobrevida (Alves, et al.
2015).

17



A concentragdo de imunoglobulinas no colostro materno tem efeito direto na
transferéncia de imunidade passiva no neonato, porém essa concentracdo é muito varia-
vel em funcdo de raca, temperatura, estacdo do ano, praticas de manejo. Pesquisas rela-
cionadas a concentracdo de imunoglobulinas contidas no colostro em animais, tem sido
de grande valia, para que se possa ter informagdes da qualidade do colostro onde a cria
ird consumir neste periodo neonatal, até que se chegue a uma adaptagdo ao ambiente
externo em que se encontra (Turquino et al. 2011;).

O sucesso da transferéncia de imunidade passiva depende de diversos fatores re-
lacionados a ovelha, ao cordeiro e a0 manejo desses animais. A produgdo de colostro
em volume insuficiente, a sua baixa concentracdo de imunoglobulinas, o atraso na in-
gestdo de colostro e a ineficiéncia do processo de absorcdo intestinal, frequentemente

resultardo em falha de transferéncia de imunidade passiva (Turquino, 2011).

3.2. Absorcéo do colostro no neonato

Os neonatos que mamam logo ap6s o nascimento levam o colostro para o interi-
or do seu trato gastrointestinal. Nesse momento o nivel de atividade proteolitica no trato
digestivo é baixo e é posteriormente reduzido por inibidores de tripsina no colostro.
Portanto as proteinas colostrais ndo sdo degradadas e nem utilizadas como fonte de ali-
mento, mas em vez disso, atingem o intestino delgado de forma intactas. A imunoglobu-
lina do colostro se conjuga com receptor de Fc especializado nas células epiteliais intes-
tinais do neonato FcRn, sdo ativamente pinocitadas e passam através de capilares lacte-
ais e intestinais e eventualmente as imunoglobulinas absorvidas alcangam a circulagéo
sistémica e obtém assim a transferéncia macica de imunoglobulinas maternas (Tizard,
2002).

Pouco se sabe do periodo ideal de absorcdo colostral pelo intestino deneonatos
ovinos, tém-se relatos de aumento dos niveis de imunoglobulinas séricas quando a in-
gestdo ocorre nas primeiras horas de vida e decréscimo de absorcdo apds 24 horas. Isso
se deve ao amadurecimento das células intestinais, ou melhor, pela troca por uma pri-
meira geracdo de células adultas, maduras, caracterizadas pela impermeabilidade a ma-

cromoléculas (Kindlein et al., 2008).

Segundo (Cortese,2009), a maxima absorc¢do de imunoglobulinas colostrais, em
bovinos, ocorre em torno de oito horas de vida, com queda pronunciada apos esse peri-
odo. Em estudo em ovinos, 0 pico maximo de absorcdo estabeleceu-se entre 12 e 24

horas, ndo representando um prejuizo a imunidade dos cordeiros. Uma explicacdo para
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o0 longo periodo de absor¢do nos ovinos pode ser a menor quantidade de colostro ingeri-
do (100 a 200 mL/dia), quando comparado a espécie bovina (Ulian, 2014).

A absorcdo inicial das imunoglobulinas do colostro € necessaria para a protecédo
contra doencas septicémicas e a falha desse processo predispde a infeccdes, elevando
significativamente a taxa de mortalidade de ruminantes recém-nascidos e também com-

prometendo o desempenho produtivo em idades posteriores (Costa, 2013).

De maneira a garantir a transferéncia de imunidade passiva bem-sucedida 0s
cordeiros devem ingerir no minimo 30 ml de colostro de imunoglobulinas nas primeiras
24 horas de vida (Alves, 2015). Na intencdo do sucesso no processo de transferéncia de
imunidade passiva ao cordeiro, € necessario fornecer consumo adequado de imunoglo-
bulinas via colostro, auxiliando na protecdo, contra microrganismos até que seu proprio
sistema imune se torne funcional (Hasan, 2016).

3.3. Falha transferéncia de imunidade passiva (FTIP)

A falha da transferéncia de imunidade passiva FTIP é a auséncia de adequada
concentracdo das imunoglobulinas plasmaticas, diagnosticadas entre 24 e 48 horas apds
nascimento (Costa 2011). A falta da primeira amamentacdo adequada torna o suscepti-
vel a infecgdes consideradas de baixa gravidade, mas que podem leva-lo a 6bito. Sua
protecdo depende, exclusivamente, de altos niveis de imunoglobulinas no soro. Essa
baixa concentracdo constitui a chamada falha na transferéncia de imunidade passiva
(Uilian, 2014).

Pode ocorrer por diversos fatores como falha na producéo pelas glandulas ma-
marias maternas (méa qualidade ou insuficiéncia), falha na ingestdo pelo neonato (atraso,
ndo ingestdo ou ingestdo de pequenas quantidades), falha de absorcdo intestinal ou ta-

manho do neonato em relacdo a quantidade produzida de colostro (Tizard, 2009).

Em estudo com bovinos, (Ferreira et al.2013), citaram que, problemas quanto a
qualidade do colostro, quantidade consumida ou na taxa de absor¢do constituem a falha
na transferéncia de imunidade passiva (FTIP), que figura como uma das principais cau-
sas ou fator predisponente de mortalidade para ovinos neonatos. Para que ndo ocorra
falha neste processo trés fatores sdo primordiais: a concentracdo de imunoglobulinas no
colostro; o volume de colostro fornecido ao neonato; e o tempo de vida em que recebe a

primeira refeig&o.
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A determinacdo da falha de transferéncia de imunidade passiva é importante do
ponto de vista clinico, ja que viabilizaria imediata intervencéo veterinaria, visando a
minimizar os possiveis riscos de infeccdes. Assim definido os niveis insatisfatorios de

protecdo imune no animal recém-nascido (Feitosa et al. 2010).

4. PRINCIPAIS TECNICAS UTILIZADAS PARA AVALIAR TRANSFERENCIA
DE IMUNIDADE PASSIVA (TIP)

A transferéncia de imunidade passiva pode ser avaliada de uma forma direta
através da quantificacdo de imunoglobulinas, ou de uma forma indireta através da medi-
cdo de alguns parametros que se correlacionam com o nivel de imunidade. Estes testes
podem ser aplicados nos neonatos, obtendo de uma forma mais segura a imunidade do
animal, ou serem usados no colostro, estimando assim a qualidade do colostro (Alves,
2013).

Desse modo, a avaliacdo da transferéncia de imunidade passiva pode serverifi-
cada, mas especificamente, incluindo as formas diretas como ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) e imunodifusdo radial, ou indireta como a mensuragéo da pro-
teinaserica total (PT), por turbidez com sulfato de zinco ousulfito de sodio; das globuli-
nas, e de suas fracGes eletroforéticas,principalmente a gamaglobulina e por refratometria
(Lee; Aekal; Bae, 2008).

E esta avaliacdo laboratorial especifica de imunoglobulinas como imunodifuséo
radial simples e ELISA ¢ considerada como um dos testes padrdo ouro para medida di-
reta de imunoglobulinas, e requer um tempo de difusdo longo (18- 24 horas). O ELISA
(Enzyme-Linked Immunorsorbent Assay), capaz de medir a concentracao de 1gG, IgM,
IgA em qualquer amostra (colostro, leite, soro, plasma) (Rudovsky et al. 2008), pode
fornecer vantagens sobre a imunodifusdo em que mede especificamente apenas Ig G e
em termos de custos, tempo e da capacidade de medir um grande numero de amostras
de uma sé vez (Lee; Aekal; Bae, 2008). Porém, todavia, ambos, os métodos diretos séo
complexos erequerem apoio laboratorial o que impossibilita, muitas das vezes, a sua

utilizacdo na neonatologia de animais de pecuaria (Boucher, 2014).

A atividade sérica da gamaglutamiltransferase (GGT) também pode ser utiliza-
da, uma vez que a atividade enzimética da GGT geralmente encontra-se aumentada no
colostro, sendo uma das macromoléculas absorvidas pelo recém-nascido. A concentra-
cao de proteina sérica total reflete a quantidade de albumina e de globulinas, podendo

ser utilizados para avaliagdo da aquisicdo de imunidade passiva. E um teste simples,
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rapido e acessivel, no entanto, pouco especifico. A gamaglobulina é a fracdo eletroforé-
tica das globulinas que concentram os principais anticorpos séricos (Flaiban et al.
2009).

O uso da atividade sérica da GGT como medida indireta da ingestdo de colostro
é parametro confiavel, uma vez que atividade menor do que 300 UI/L esté correlaciona-
da a baixos niveis séricos de gamaglobulinas (Paris et al. 1992). Por outro lado, (Rados-
titset al. 2007) relataram que atividades de GGT menores do que 50 UI/L indicam falha
de transferéncia de imunidade passiva. A utilizacdo dessas enzimas, pode ser uma forma
indireta de avaliar a TIP e sido comprovada em testes com bovinos, ovinos, caprinos e
bdfalos (Yanaka, et al. 2012).

4.1. Teste de Turbidez de Sulfato de Zinco (TSZ)

Os testes de sulfato de zinco por ser método indireto e disponivel para avaliagdo
dos niveis séricos de imunoglobulinas, depende da formacdo de sais precipitados pela
combinacdo quimica de globulinas de alto peso molecular com ions metalicos. A turbi-
dez do soro sanguineos do neonato pode ser medida pela absorcao ou reducédo da trans-
missao de luz por espectrofotometria (teste quantitativo), ou estimada visualmente (teste
qualitativo) (Tizard, 2002). Em estudos em ovinos (Turquino et al. 2011) bovinos (Sil-
per et al. 2012) mostra ser de facil realizacdo e interpretacdo, oferecendo resultado em
pouco tempo. Esta técnica, apesar de ser menos especifica, exige condi¢do técnica e
necessita de equipamento especifico, € uma prova rapida e com baixo custo e método
que mostra distor¢des em relacdo a quantidade real de imunoglobulinas de amostras de
soros de ruminantes comparando com outras técnicas de laboratério (Morril et al. 2015).

Flaiban et al. (2009) definiu falha da TIP, concentragdo Ig inferior 1000mg/dl, ja
Turquino, (2011) considerou a TIP ndo bem-sucedida valor inferior ou igual a 1500
mg/dl, o mesmo autor relata que ndo existe um valor critico da concentracdo sérica de
proteinas totais, universalmente aceito para caracterizar a condi¢do de falha na transfe-

réncia de imunidade passiva (FTIP) em cordeiros.

4.2. Refratometria
O refratdbmetro € um instrumento que vem recentemente sendo utilizado na
agropecuaria para auxiliar neonatologia animal. Este aparelho por sua vez, é comumen-

te utilizado para avaliar o teor de sacarose, e quando utilizado em fluido que ndo contém
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sacarose, faz uma estimativa da porcentagem de sélidos totais do contetdo (Balzani,
2015).

Existem refratdmetros opticos e digitais, ambos colocados perpendiculares a luz
para obtencdo de resultados. No entanto o dptico o resultado é observado na lente do
aparelho, onde o resultado em Brix é obtido pela separacédo clara e a area escura forma-
da a coloracdo apos a amostra, j& no refratbmetro digital brix o resultado aparece em
uma tela do aparelho. Estes por sua vez, ndo medem a quantidade Ig G e sim proteina
total, do qual, cujo valor obtido indica a proteina total nos soros dos animais (Quigley et
al. 2013).

Os refratdbmetros tantos digitais e dpticos forneceram resultados semelhantes, no
entanto, modelos digital pode ser mais facil uso, sendo portanto que no optico valor 6,2
g/dl e no digital 8,4% de brix sucesso da TIP em soros de bezerros(Deelen, et al.,
2014). Pesquisas em bovinos, tem se a correlagdo entre os indices refratdbmetro ao su-
cesso da TIP, e comprovando uma satisfatdria, tanto para as amostras frescas ou conge-
ladas (Bielmann et al., 2010; Quigley et al 2013; Morrill, 2015).0 refratbmetro digital
determina através da amostra de colostro, valores de indice de refracdo em% da escala
Brix, valor de corte de 21%, acima ou igual deste ponto de corte pode ser considerada
colostro qualidade.

Os refratbmetros Brix digitais e opticos forneceram resultados semelhantes, no
entanto, modelos digital pode ser mais facil uso (Heinrichs, 2011). Pesquisas em bovi-
nos, tem se a correlagdo entre os indices refratdmetro medidos por um refratdmetro 6p-
tico e digital Brix que comprova que é muito satisfatoria tanto para as amostras frescas
ou congeladas (Bielmann et al., 2010; Quigley et al 2013;Deelen, Ollivett, Haines &
Leslie, 2014 Morrill, 2015).Neste caso, a refratometria vem avaliando ndo sé da quali-
dade do colostro, mas sdo técnicas, eficientes no controle de qualidade em banco de
colostro para fornecimento futuro (Deelen et al. 2014).

O refratbmetro, nomeadamente o refratbmetro Brix, € um instrumento versatil ja
que pode ser utilizado tanto no colostro como no soro. Este utiliza uma escala Brix que
é usada para medir o teor de aglcar de uma solucdo. Esta escala tem sido adaptada para
a utilizacdo em exploragdes de bovinos, tendo-se demonstrado que possui uma boa cor-
relacdo entre a percentagem Brix (% Brix) e a concentracdo de Ig G tanto no colostro
como no soro de bovinos e equinos (Erickson & Polo, 2013; Deelen, Ollivett, Haines &
Leslie, 2014). O método é baseado no simples fato de que valores baixos de proteina

total refletem uma falha na transferéncia de anticorpos maternos (Feitosa et al. 2014).
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Segundo,(Deelen et al. 2014; Elsohaby et al. 2015), demonstraram que 0 mesmo
refratdmetro utilizado para medir a qualidade do colostro, pode ser utilizado para medir
a proteina sérica no sangue em bezerros. A maior vantagem na utilizacdo deste apare-
Iho, é que pode ser utilizado na propriedade tanto para avaliar a qualidade do colostro
quanto para monitorar a transferéncia de imunidade passiva.

Determinando uma estimativa da proteina total por refratometria podendo ser
empregada com confiabilidade para identificar os individuos portadores na falha de
transferéncia de imunidade passiva (FTIP), realizado a campo com resultados rapidos,
bastando aguardar a retracdo tanto do codgulo para a obtengdo de um pequeno volume
de soro como também para o colostro (Floren, 2016).

Deste modo pode se dizer que dentro de umfuturo bem proximo um Unico
instrumento pode ser capaz de ser usado em maneiras geral para auxiliar na gestao
salde do neonato (Heinrichs, 2011., Elsohaby et al. 2015).
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CAPITULO 2 - Avaliacdo da refratometria brix para estimar os niveis
de proteina total no colostro de ovelhas Santa Inés e no soro sanguineo
de cordeiros mesticos em diferentes momentos apds o parto

Elaborado de acordo com as normas da Revista Ciéncia Rural

(www.scielo.br/cr.)
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Refratometria Brix para estimar os niveis de proteina total no colostro de ovelhas
Santa Inés e no soro sanguineo de cordeiros
Marcela Ribeiro Santiago' Ténia Vasconcelos Cavalcante'™
Brix refractometer to estimate total protein levels in Santa Inés sheep colostrum and

lambs blood serum

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo estimar os niveis de proteina total (PT) no
colostro de ovelhas Santa Inés e no soro sanguineo de cordeiros por refratometria digital
Brix% a transferéncia de imunidade passiva (TIP) de cordeiros em condi¢cfes de fazen-
da, através das amostras de colostro que foram coletadas entre 6, 12, 24 e 48 horas de 19
ovelhas paridas e o soro sanguineo dos 29 cordeiros nascidos ambos avaliados por refra-
tometria digital Brix%, efetuada a campo. No laboratdrio os soros sanguineos dos cor-
deiros foram avaliados pelo teste da Turvacao de Sulfato de Zinco (TSZ- Embryolab®)
por espectrofotometria, os resultados das analises foram correlacionados por refratome-
tria digital Brix % nos resultados obtidos a campo das analises das amostras sanguineas
dos cordeiros das 12 e 24 horas. Durante o experimento foram coletadas informacdes
sobre a categoria da ovelha, tipo de parto, duracdo da gestacdo, peso do cordeiro, sexo e
momento de ingestdo do colostro para analise de efeitos relacionados a ovelha e cordei-
ro quanto a PT em ambos os Testes. A proteina total no colostro avaliada pelo teste
Brix% revelou que houve uma redugéo entre 6 4s12 horas. Entretanto, esta reducao foi
acompanhada por aumento (p<0,05) proteina total dosada no soro sanguineo dos cordei-
ros, indicando a ocorréncia de transferéncia de imunidade passiva (TIP) ja nas primeiras
12 horas de vida destes neonatos. Estes niveis de proteinas séricas permaneceram cons-
tantes a partir de 12 horas até as 24 horas. Por outro lado, no colostro foi verificado ni-

veis similares de proteina totais entre 12 as 24 horas, seguido por uma reducéo signifi-
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cativa apos 48 horas (p<0,05). As proteinas totais em cordeiros por Brix% e Espectrofo-
tometria TSZ, observou-se % Brix% similar nas 12 h (9,29+£1,78%) e 24 h
(9,28+1,68%). Estes confirmados TSZ (valores igual ou superior 100mg/dl) turvacao
em 82,75% 12 h e 75,86% 24 h, indicando alta taxa da TIP. Os niveis de proteinas séri-
cas dos cordeiros ndo sofreram influéncia de variaveis fixas relacionadas as ovelhas. A
refratrometria Brix% demonstrou ser uma valiosa ferramenta para estimar a concentra-
cdo de proteinas totais no colostro de ovelhas Santa Inés e no soro sanguineo de cordei-
ros. Para garantir o sucesso na transferéncia de imunidade passiva recomendam-se valo-
res superiores a 9,2% Brix no soro sanguineo de cordeiros.

Palavras-chaves: ovinocultura, imunoglobulinas, neonato
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ABSTRACT

The present study aimed to estimate the levels of total protein (PT) in Santa Inés
sheep colostrum and blood serum of lambs by digital refractometry Brix% passive im-
munity transfer (TIP) of lambs under farm conditions through the samples of colostrum
that were collected between 6, 12, 24 and 48 hours of 19 calving ewes and the blood
serum of the 29 lambs born both evaluated by Brix% digital refractometry, performed in
the field. In the laboratory the blood serum of the lambs was evaluated by the Zinc Sul-
fate Turbidity test (TSZ-Embryolab®) by spectrophotometry, the results of the analyzes
were correlated by Brix% digital refractometry in the results obtained in the analysis of
the blood samples of the lambs of the lambs 12 and 24 hours. During the experiment,
information on sheep category, type of calving, duration of gestation, lamb weight, sex
and time of colostrum ingestion were collected for analysis of sheep and lamb related
effects for PT in both tests. The total protein in colostrum evaluated by the Brix% test
revealed that there was a reduction between 6 and 12 hours. However, this reduction
was accompanied by an increase (p <0.05) in total protein in the blood serum of the
lambs, indicating the occurrence of passive immunity transfer (IPT) in the first 12 hours
of life of these infants. These serum protein levels remained constant from 12 hours to
24 hours. On the other hand, in colostrum, similar levels of total protein were observed
between 12 and 24 hours, followed by a significant reduction after 48 hours (p <0.05).
The total proteins in lambs per Brix% and TSZ spectrophotometry showed similar%
Brix% at 12 h (9.29 £ 1.78%) and 24 h (9.28 + 1.68%). These confirmed TSZ (values
equal or higher 100mg / dl) turbidity at 82.75% 12 h and 75.86% 24 h, indicating high
rate of TIP. The serum protein levels of lambs were not influenced by fixed variables
related to sheep. Brix% refractometry has been shown to be a valuable tool for estimat-

ing total protein concentration in Santa Inés sheep colostrum and lamb serum. To guar-
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antee success in the transfer of passive immunity values higher than 9.2% Brix are rec-

ommended in the blood serum of lambs

Key-words:sheep, immunoglobulins, neonate

INTRODUCAO

Os ruminantes possuem placenta do tipo sindesmocorial, 0 que impede a transfe-
réncia de imunoglobulinas maternas (lg) para o feto durante a gestagéo, tornando indis-
pensavel a ingestdo de colostro nas primeiras 24 horas de vida(Alves et al., 2015). Sua
funcdo protetora é assegurada pela presenca de uma mistura complexa de substancias
bioativas e proteinas antimicrobianas como 1gG, lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima
e polipeptideos ricos em prolina (Séverin&Wenshui, 2005). Quando ocorre falha na
transferéncia de imunidade é relativamente comum o aparecimento de septicemia neo-
natal, pneumonias e diarréias, consequentemente, hd um aumento nas taxas de morbida-
de e mortalidade neonatal, gerando grandes perdas econdmicas (Costa et al. 2015).

De acordo com Vatankhah (2012), os niveis de imunoglobulinas encontrados no
soro de cordeiros estéo diretamente associado com as concentragdes de imunoglobulinas
presente no colostro da ovelha. Assim, o conhecimento sobre o contetdo de imunoglo-
bulinas no colostro, bem como no soro sanguineo de cordeiros parece ser essencial para
determinar acdes corretas, que visam reduzir a mortalidade de cordeiros. Até 0 momen-
to, poucos estudos foram conduzidos no sentido de desenvolver estratégias para otimi-
zar a transferéncia de imunidade passiva em cordeiros, especialmente na regido Nordes-
te do Brasil. Alguns dos fatores que tem contribuido para esta realidade, sdo as técnicas
comumente empregadas para determinar a transferéncia de imunidade passiva. A maio-
ria dos estudos desenvolvidos com esta tematica considera como técnicas padréo-ouro
para este fim, a Imunodifusdo Radial e ELISA (Gelsinger et al., 20; Alves et al., 2015).
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No entanto, ambas apresentam custo elevado e necessitam de técnicos de laboratorio
treinados, tornando-as inviaveis de serem realizadas em condi¢des de fazenda (Deelen
etal., 2014).

Uma solucdo confiavel e de baixo custo para este problema foi proposta por
Quigley et al. (2013). Estes autores demonstraram que os refratdmetros digitais e opti-
cos podem ser utilizados com sucesso para avaliar a qualidade do colostro em bovinos,
com destaque para a refratometria digital Brix%, que permite avaliar a qualidade do
colostro e identificar se houve adequada transferéncia de imunidade passiva (Morrillet
al., 2012). Utilizando esta metodologia, Morrill et al.(2013) verificaram que valo-
res<7,8% Brix no soro sanguineo de bezerros de um dia de idade, indica que houve fa-
Iha na transferéncia de imunidade passiva. De forma similar, Deelen et al. (2014) de-
monstraram que as mensuracdes do refratdmetro Brix% foram altamente correlaciona-
dos com os niveis de Ig sérica em bezerros e que valores<8,4% Brix foram associados a
falha na transferéncia de imunidade passiva. Em suinos, a refratometria Brix % demons-
trou ser um método barato, rapido e satisfatorio para estimar a concentracdo de Ig, per-
mitindo a diferenciacdo entre colostro de boa ou pobre qualidade (Hassan et al., 2016).
No entanto, ao nosso conhecimento ainda ndo foram desenvolvidos trabalhos que utili-
zaram a refratometria Brix% para avaliar os niveis de proteina total no colostro de ove-
Ihas Santa Inés e no soro sanguineo de cordeiros criados em sistema semiextensivo no
Nordeste do Brasil. Portanto, o objetivo deste estudo foi obter informacGes sobre a
transferéncia de imunidade passiva de cordeiros em condi¢gdes de fazenda, através da
estimativa dos niveis de proteinas séricas totais no colostro de ovelhas Santa Inés e no

soro sanguineo de cordeiros por refratometria digital Brix %.

MATERIAL E METODOS
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Comité de ética e experimentagdo animal

Todos os procedimentos realizados neste experimento foram executados em con-
formidade com as diretrizes do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPI
(protocolo n° 175/16). O presente estudo foi realizado durante 0 més de maio de 2017
na fazenda Santa Teresa pertencente ao municipio de Matbes - MA. Sua localizacdo esta
a 5°05°21”’ de latitude sul, 42°48°07°’ de longitude oeste e 74,4 metros de altitude aci-
ma do nivel do mar. Esta area recebe em média 1000 a 1800 mm/ano de chuva, com
temperatura média anual de 36,7 °C.

Foram utilizadas 19 ovelhas da raca Santa Inés clinicamente saudaveis, sendo
duas primiparas e 17 multiparas. Apds exame ginecologico e ultrassonogréafico a fim de
certificar a higidez do trato reprodutivo e auséncia de gestacao, cada ovelha recebeu (dia
0) um dispositivo intravaginal impregnado com acetato de medoxiprogesterona (Pro-
gespon®, Syntex, Argentina), que foi mantido por 14 dias. No dia 14, o dispositivo de
progesterona foi retirado e 300 Ul de gonadotrofica coridnica equina (eCG, Novor-
mon®, Syntex, Argentina) foi administrada via intramuscular em cada ovelha, confor-
me relatado por Abecia et al et al. (2011). Em seguida introduziu-se um reprodutor de
fertilidade comprovada para realizacao das coberturas de forma controlada.

Apds 30 dias foi realizado o diagnéstico de gestacdo por ultrassonografia trans-
retal (Mindray P/B dp 2200 VET). Durante todo periodo de gestacdo as ovelhas foram
manejadas durante o dia em pastos de capim Tanzania e pastagem nativa tipica da regi-
do. Entretanto, no final da tarde eram recolhidas para baias coletivas onde era fornecida
concentrada de farelo de soja, milho, uréia, sal e agua a vontade. Proximo ao parto, to-
das as ovelhas foram transferidas para piquetes maternidade, onde foram monitoradas
durante as 24 horas para registro e identificacdo de informagdes relacionadas a idade da
ovelha, tipo de parto, duracdo da gestacao, peso e sexo do cordeiro e momento de inges-

tdo do colostro ap6s o nascimento dos cordeiros.
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Coletas e processamento das amostras

As amostras dos colostros das ovelhas foram colhidas através da ordenha manual
com os cuidados higiénicos na hora da retirada, as 6, 12, 24 e 48 horas, ap0s nascimento
dos cordeiros, utilizando-se microtubos de polietileno de 1,5 ml e identificados confor-
me a sequéncia de paricdo e em seguida feita a campo a mensuragdo imediata das prote-
inas totais séricas por refratometria digital Brix% (Hannah HI 96801 Instruments Inc.,

Woonsocket, Rhode Island, EUA).

Ja as amostras de soro sanguineo dos cordeiros foram aproximadamente coleta-
do 3 ml de sangue dos 29 cordeiros nascidos nas 6, 12, 24 e 48 horas por pun¢édo da veia
jugular, usando agulha 25 x 8 mm e (BD Vacutainer, BD Medical, Juiz de Fora, Brasil)
e tubos para coleta de sangue a vacuo sem anticoagulante (Vacutainer, Shandong Wei-
gao Group Medical Polymer Co. Ltd., Hong Kong, China). As amostras de sangue fo-
ram centrifugadas a 4.200 x g durante 10 minutos onde o soro foi parte utilizado a cam-
po pela refratometria digital Brix% (Hannah HI 96801 Instruments Inc., Woonsocket,
Rhode Island, EUA) e o restante armazenado em microtubos de polietileno de 1,5 mL e
congelados a -20 °C para posterior anélise.

Refratometria digital Brix%

Para mensuracdo da proteina sérica total, as aliquotas de soro e colostro foram
mensuradas em temperatura ambiente e a campo, utilizando um refratbmetro digital
Brix% (Hannah HI 96801 Instruments Inc., Woonsocket, Rhode Island, EUA). Inicial-
mente o refratdmetro foi calibrado com uma gota de dgua destilada todas as vezes que
foi analisada as amostras em seguida seco com papel macio. Posteriormente colocou-se
uma gota da amostra sobre o prisma e procedeu-se a leitura tanto para colostro como
para soro sanguineos dos cordeiros, conforme indicado no manual de instrucdes do fa-

bricante. Apds a leitura de cada amostra, novamente o prisma do equipamento foi limpo
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com &gua destilada e seco com papel macio para que néo tivesse residuos que compro-
metesse as leitura. O valor de qualidade a ser considerado era baseado ao valor igual ou
superior de 21% de Brix conforme o indicado no manual do fabricante para colostro e
no soro sanguineo dos cordeiros baseado conforme foi diagnosticado 8,4% na espécie
bovina (Deelen, 2014; Elsohaby,2015).

Teste de turvacao em sulfato de zinco (TSZ)

As amostras foram diluidas nos tubos com sulfato de Zinco (TSZ) por espectro-
fotometria, adicionado 10uL de soro em temperatura ambiente a 6L de uma solugédo
contendo (Embriolab®) de ZnSO4 7H20 por litro de agua destilada. Imediatamente a
absorbancia da mistura foi mensurada por espectrofotometria em comprimento de onda
de 420 nm, onde realizou-se uma unica leitura em tempo de 60s. Para efeito de diagnos-
tico da situacdo imunoldgica o resultado da avaliacdo do soro dos cordeiros pelo TSZ
foi distribuido em dois grupos, conforme o grau de Turvacdo ou ndo, ou seja, teste qua-
litativo onde foi observada visualmente a cor da substancia depois de diluida, na falha
total de transferéncia, a mistura da reacdo manteve-se clara, ou seja, ndo turvou e a rea-
cdo que se manteve escura, ou seja, turva houve transferéncia de imunidade passiva
(TIP). Nos soros com niveis igual ou acima de 100 mg/dl, eram misturas que se tornava
—se turva, confirmando TIP satisfatoria e abaixo de 100 mg/dl eram misturas claras e
assim falha da TIP. N&o existe um valor critico da concentracdo sérica de 1gG univer-
salmente aceito para caracterizar a condi¢do de falha da TIP. VValores como 500mg/dL e
altos quanto 1000mg/dL e 1550mg/dL j& foram apontados (Tizard, 2009; Turquino,
2011).

Analise estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa estatistico (Bio Estat, ver-
sdo 5.0). Para cada variavel analisada (idade da ovelha, tipo de parto, duracéo da gesta-

¢ao, peso e sexo do cordeiro e momento de ingestdo do colostro ap6s o parto), os dados
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foram submetidos a analise de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e homoce-
dasticidade de variancias (Levene). As concentracfes séricas de proteina total encontra-
das no colostro e soro sanguineo dos cordeiros, em diferentes momentos apos o parto
(6, 12, 24, 48 horas) foram submetidas a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de
Tukey. O teste do qui-quadrado foi utilizado para as variaveis na forma de frequéncia
(% Brix e % de amostras que apresentaram ou ndo turvacao pelo TSZ). A significancia

foi atribuida a P<0,05.

RESULTADOS

As avaliacdes da concentracao de proteinas totais no colostro de ovelhas e no so-
ro sanguineo de cordeiros, realizadas por Refratometria Brix, estdo apresentadas na Fi-
gura 1. Os resultados da Refratometria Brix revelaram que houve uma reducéo signifi-
cativa no percentual de proteinas totais do colostro (p<0,05), entre as 6 e 12 horas apds
0 parto. Entretanto, esta reducdo foi acompanhada por aumento significativo (p<0,05)
no percentual de proteinas totais dosadas no soro sanguineo dos cordeiros, indicando a
ocorréncia de transferéncia de imunidade passiva ja nas primeiras 12 horas de vida des-
tes neonatos. Estes niveis de proteinas séricas permaneceram constantes a partir de 12
horas apds o parto. Por outro lado, no colostro foram verificados niveis similares de
proteina totais entre 12 e 24 horas ap6s a ocorréncia do parto, seguido por uma reducao
significativa apds 48 horas (p<0,05).

A tabela 1 apresenta os resultados da dosagem de proteina total sérica em cordei-
ros por Refratometria Brix e Espectrofotometria TSZ ap6s 12 e 24 horas da ocorréncia
do parto. Observou-se que 0 % Brix para proteina sérica total foi similar apds 12 horas
(9,29+1,78%) e 24 horas (9,28+1,68%) ap0s o0 parto. Estes percentuais Brix foram con-

firmados pela Espectrofotometria TSZ que revelou turvagcdo em 82,75% das amostras
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apos 12 horas e 75,86% das amostras apds 24 horas da ocorréncia do parto, indicando
que houve uma alta taxa de transferéncia de imunidade passiva em nossas condigdes
experimentais. Alem disso, foi verificado que somente nas amostras que apresentaram
valores para proteina serica total, igual ou superior a 100 mg/dL houve turvacéo.

Os resultados referentes ao efeito de algumas variaveis fixas, que inclui: catego-
ria e idade da ovelha, tipo de parto, duracdo da gestacdo, peso do cordeiro, sexo e mo-
mento de ingestao do colostro apds o parto estdo apresentados na tabela 2. Os resultados
obtidos a partir da dosagem dos niveis séricos de proteina total no soro sanguineo de
cordeiros por Refratometria Brix e Espectrofotometria TSZ néo revelou efeito significa-

tivo de nenhuma das variaveis analisadas.

DISCUSSAO

O colostro € a secrecgdo inicial da glandula mamaria apds o parto, e € considera-
do a principal fonte de nutri¢do e imunidade para o neonato (Alves et al., 2015). Quando
ocorre falha na transferéncia de imunidade, é observada uma alta predisposicdo para
ocorréncia de infec¢des, devido as concentracBes inadequadas de anticorpos maternos
protetores absorvidos (Vatankhah, 2013; Deelen et al., 2014). As principais causas de
falha na transferéncia de imunidade passiva estdo relacionadas com a baixa qualidade
ou ingestdo inadequada do colostro (Rudovsky et al. 2008). Portanto, é fundamental a
adequacao de testes que possam ser utilizados, em condi¢cdes de fazenda, para checar a
qualidade do colostro e monitorar a transferéncia de imunidade passiva identificando de
forma precoce neonatos imunossuprimidos. Com auxilio de testes precisos, diferentes
estratégias de intervencdo e tratamento poderdo ser tomadas visando reduzir o risco de

morte de cordeiros.
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Neste estudo observou-se que a refratometria Brix% forneceu uma estimativa sa-
tisfatoria de proteinas totais presente no colostro de ovelhas Santa Inés, bem como no
soro sanguineo de cordeiros em diferentes momentos ap6s o parto. Resultados similares
foram descritos por Deelen et al. (2014) ao utilizarem a refratometria Brix para estimar
a concentracdo sérica de IgG em amostras de soro sanguineo de bezerros. Em outro es-
tudo, Quigley et al. (2012) estimaram os niveis de IgG no colostro de vacas na primeira
ordenha utilizando a refratometria Brix% . Recentemente, Hassan et al. (2016) demons-
traram que a refratometria Brix% pode ser utilizada em nivel de fazenda para analisar o
colostro nas primeiras horas ap0s o parto e indicar a classificacdo do conteudo de IgG,
permitindo uma gestdo melhorada no manejo de porcas lactantes e leitdes neonatos.

No colostro, observou-se um decréscimo gradativo na concentracdo de proteinas
totais nas primeiras 48 horas ap0s o parto. Estes resultados estdo de acordo com estudos
prévios conduzidos por Devillerset al. (2011) e Quesnel (2011), ao verificarem que den-
tro de 10 a 12 horas ap0s o parto os niveis de 1gG reduziram significativamente e depois
das 24 h os niveis de IgG tornaram insatisfatérios. Portanto, a concentracdo de 1gG no
colostro é determinante para aquisi¢do de imunidade passiva(Kielland et al., 2015). Por
outro lado, no soro sanguineo dos cordeiros foi verificado um aumento significativo na
concentracdo de proteinas totais a partir de 12 horas de vida. Esses achados fornecem
fortes evidéncias de que a refratometria Brix% permitiu detectar com sucesso a ocorrén-
cia de transferéncia de imunidade passiva em nossas condi¢des experimentais.

De acordo com Flaiban et al.(2009), a transferéncia de imunidade passiva pode
ser avaliada através da concentracdo de proteinas totais no soro sanguineo, o que reflete
a quantidade de albumina e imunoglobulinas absorvidas pelo neonato. No presente es-
tudo, o Brix% obtido apds 12 horas (9,29%) e 24 horas (9,28%) foi associado com ni-

veis de proteinas totais no soro sanguineo de cordeiros superior a 100 mg/dL,com ocor-
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réncia de forte turvacdo detectada pela Espectrofotometria TSZ. Esta associacdo foi
detectada em 82,75% das amostras ap0s 12 horas e 75,29% das amostras apds 24 horas,
indicando que o Brix% acima de 9,2% pode ser utilizado como ponto de corte para as-
segurar a transferéncia de imunidade passiva em cordeiros de ovelhas Santa Inés. Esses
resultados sdo consistentes com aqueles relatados por Deelen et al. (2014). De acordo
com estes autores, 0 Brix% possui uma alta correlagdo com os niveis de 1gG sérico em
bezerros e que valores inferiores a 8,4% indica falha na transferéncia de imunidade pas-
siva. De forma similar, Morril et al. (2013) demonstraram que valores de % Brix inferi-
ores 7,8% podem ser utilizados para identificar falhas na transferéncia de imunidade
passiva em bezerros.

Apdbs 12 e 24 horas da ocorréncia do parto, utilizou-se a refratometria Brix% e a
Espectrofotometria TSZ para avaliar possiveis interferéncias de variaveis fixas (idade da
ovelha, tipo de parto, duracdo da gestacdo, peso e sexo do cordeiro e momento de inges-
tdo do colostro ap6s o parto), sobre os niveis séricos de proteinas totais em cordeiros.
Entretanto, nenhuma das variaveis avaliadas demonstrou ser fonte de variacdo sobre os
niveis de proteinas totais no soro sanguineo de cordeiros. Esta auséncia de efeito indica
que os niveis séricos de proteinas identificados neste estudo ndo pode ser melhorado
pela correcdo de variadveis fixas. Resultados semelhantes foram relatados por Alves et
al. (2016), ao observarem que o tipo de parto, condicao de escore corporal da ovelha ao
parto, tipo de gestacdo e sexo ndo teve efeito sobre as concentragdes séricas de IgG e
proteina total de cordeiros. Em outro estudo, Vatankhah, (2012), também ndo observou
influéncia da idade, condicédo de escore corporal e peso da ovelha, bem como do tipo de
parto e sexo dos cordeiros sobre 0s niveis sericos de IgG até 36 horas ap0os o parto. Por
outro lado, Nunes (2006) e Turquino et al. (2011) relataram varia¢cdes na concentracdo

de IgG e proteina total em cordeiros oriundos de parto simples ou gemelar. De acordo
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com estes autores, estas variacOes possivelmente estejam relacionadas com o volume e
qualidade do colostro produzido pela ovelha. Em parto simples, o volume de colostro
produzido normalmente garante a transferéncia de imunidade passiva. No entanto, o
risco de ter falhas de transferéncia de imunidade aumenta drasticamente na ocorréncia

de partos gemelares.

CONCLUSAO

A refratrometria digital Brix % demonstrou ser uma valiosa ferramenta para es-
timar a concentracdo de proteinas totais presente no colostro de ovelhas Santa Inés e no
soro sanguineo de cordeiros. Para garantir o sucesso na transferéncia de imunidade pas-
siva recomendam-se valores superiores a 9,2% Brix no soro sanguineo de cordeiros. Os
niveis de proteinas séricas dos cordeiros ndao sofreram influéncia de variaveis fixas rela-

cionadas as ovelhas e aos cordeiros.
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Figura 1. Concentracdo de proteinas totais (% Brix) dosada por refratometria digital
Brix% no colostro de ovelhas Santa Inés e no soro sanguineo de cordeiros, 6, 12, 24 e
48 horas apds o parto. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os dife-
rentes momentos de avaliacdo dentro do mesmo parametro avaliado (p<0,05)
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Tabela 1. Dosagem meédia + desvio-padrao de proteina total sérica de cordeirosapds 12 e
24 horas ap6s 0 nascimento por Refratometria Brixe Espectrofotometria TSZ (Turbidez
em Sulfato de Zinco).

Proteina total sérica (n=29)

Tempo Espectrofotometria TSZ

aposnas-  Refratometria Brix (> 100 mg/dL) (< 100 mg/dL)

cimento % (Min. - Max.) Apresentou turva-  N&o apresentou turva-
¢ao ¢ao

9,29 + 1,78 (6,4 -
12,8)
9,28 + 1,68 (6,6 -
12,6)

12 horas 82,75% (24/29) 17,24% (5/29)

24 horas 75,86% (22/29) 24,13% (7/29)

Min. = valor minimo; Méax. = valor maximo.
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Tabela 2. Avaliacao de fatores relacionados as ovelhas e aos cordeiros sobre as concen-
tragOes séricas de proteina total em cordeiros apds 12 e 24 horas da ocorréncia do parto,
utilizando Refratometria Brix% e Espectrofotometria TSZ (Turbidez em Sulfato de Zin-

A~ WDN B

CO0).

Mensuracédo dos niveis de proteina total no soro sangui-
neo de cordeiros

Fatores avaliados N Refratometria Brix Espectrofotometria TSZ

(%) (mg/dL)

12 horas 24 horas 12 horas 24 horas
Categoria da Ove-
Iha 02 8,95+2,62 8,8+2,26 580,9+705,81 166,9+172,10
Primipara 17 9,32+1,81 9,32+1,68  372,9+10,10 492,1+350,40
Pluripara
Idade da Ovelha
> 4 anos 09 8,33+2,58 9,43+1,67  613,8£397,50 443,9+377,00
< 4 anos 10 9,39+1,93 9,19+1,72  757,5+486,80 528,9+393,10
Tipo de parto
Simples 10 9,1+1,10 9,6+1,66 372,9+10,11  501,6+374,45
Gemelar 19 9,38+2,13 9,14+1,71  661,7£456,64 452,9+344,94
Duracéo da gesta-
cao 10 9,29+0,90 9,34+1,59  705,6+311,40 703,6+413,50
146-150 dias 09 9,29+2,08 9,26+1,75  701,8+511,60 403,6+338,00
151-158 dias
Peso do Cordeiro
>3Kg 12 9,15+1,57 9,09+1,67  730,6+452,40 674,7£367,40
< 3Kg 17 9,39+1,95 9,42+1,72  683,5+466,50 371,1+350,40
Sexo
Machos 12 9,16+2,06 9,26+1,82  665,64539,30 426,0+321,70
Fémeas 17 9,38+1,62 9,30+1,62  729,4+397,00 546,6+422,50
Momento de in-
gestdo do colostro
pos-nascimento 8,80+1,48 8,87+1,16  639,1+467,80 436,1+339,50
> 30 minutos 11 9,68+2,02 9,52+1,90  740,6+451,20 527,7+418,20
< 30 minutos 18
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