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cordeiros com até 30 dias de idade

Passive transfer immunity valuation in lambs with until 30 days of life
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar as concentragdes séricas de imunoglobulina G, PT e de sua fragao eletroforética
y globulina, assim como a atividade enzimatica de GGT e ALP. Estabeleceu-se a possibilidade da atividade destas
enzimas ser utilizada indiretamente como indicadoras de um adequado nivel de prote¢do humoral e/ou como falha
de transferéncia de imunidade passiva em cordeiros. Foi pesquisada a correlagdo entre as variaveis em quatro grupos
de idade divididos em até 30 dias de vida. Para tanto, foram coletadas 191 amostras de sangue de cordeiros em 21
propriedades da regido de Aracatuba - Sdo Paulo. Realizaram-se os testes de imunodifusio radial, espectrofotometria e
eletroforese para obten¢ao dos valores de IgG, PT e y globulina, respectivamente. Para os valores da atividade de GGT e
ALP, foram utilizados kits comerciais. Notou-se correlacdo significativa entre ALP e GGT, fato observado também com
PT, IgG e GGT. A y-globulina mostrou-se correlacionada com GGT, IgG e PT. A atividade de FA nio deve ser utilizada
como indicadora de transferéncia de imunidade passiva em cordeiros.

Palavras-chave: Fosfatase alcalina. Gama glutamiltrasferase. Imunoglobulina G. Proteina total. y globulina.

Abstract

The aim of this study was to determine the serum concentrations of immunoglobulin G, TP and the y globulin
electrophoretic fraction, as well as the enzymatic activities of GGT and ALP. This was done in order to explore the
possibility of using changes in activities of these enzymes as indirect indicators of adequate humoral immunity and/
or failure of immune passive transfer in lambs. Pearson correlation was performed between variable of four groups of
age during the first 30 days of life. Blood samples (191) from lambs from 21 different farms in Aragatuba region- Sao
Paulo. The following tests were perfomed: radial immunodiffusion, spectrophotometry and electrophoresis to stain the
amount of IgG, TP and y globulin, respectively. GGT and ALP values were determinate using commercial kits. There
was a statistically significant correlation between ALP and GGT. The same correlation was observed from TP, IgG
and GGT. A positive y globulin correlation was found between GGT, IgG and TP. ALP activity cannot be used as an
indicator of immune passive transfer.

Keywords: Alkaline phosphatase. Gamma glutamyl transferase. Immunoglobulin G. Total protein. y globulin.

Introd u;éo O periodo critico para os cordeiros sao os primeiros
dias pos-nascimento, quando estes mamam colostro
Os cordeiros adquirem protegdo imunoldgica ex-

clusivamente apos o nascimento, através do colostro, o
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insuficiente ou de baixa qualidade’, ocasionando “fa-
lha de transferéncia de imunidade passiva™.

Muitos sao os métodos utilizados para se deter-
minar as concentragdes séricas de imunoglobuli-
nas em animais neonatos, e dentre estes, inclui-se
a quantificagdo direta de imunoglobulina G (IgG)
por imunodifusdo radial>. Os valores limitrofes
entre hipogamaglobulinemia e concentragdes nor-
mais de IgG em cordeiros ainda ndo foram com-
pletamente definidos. Na clinica, valores séricos de
IgG entre 2000 e 3000 mg/dL, em animais com um
a dois dias de idade, s3o aceitos como normais®.

A mensuracio da proteina total (PT) no soro san-
guineo pode ser utilizada como método de avalia-
¢do indireta de IgG, associando-a a concentragdo
total de globulinas®, sendo o seu valor, antes da in-
gestdao de colostro, ao redor de 6,6 g/dL, e de 8,8 g/
dL, ap6s a ingestao ter ocorrido’, decrescendo para
7,6 g/dL, as 48 h de vida®.

Em neonatos ruminantes, a atividade das enzi-
mas gamaglutamiltransferase (GGT) e a fosfatase
alcalina (ALP) no soro sanguineo pode ser utiliza-
da como método de avaliacao da transferéncia de
imunidade passiva’, pois a absor¢do intestinal nao
¢ seletiva em ruminantes neonatais'.

Os objetivos deste estudo visaram determi-
nar as concentragdes séricas de imunoglobulina
G, PT e de sua fragdo gamaglobulina, e as ativi-
dades séricas das enzimas GGT e ALP, visando o
diagnostico de transferéncia de imunidade pas-
siva em cordeiros com até 30 dias de idade, bem
como estabelecer a correlacdo entre as variaveis
nas diferentes faixas etarias e em quais grupos de
estudo esta associacdo ocorre de forma mais evi-
dente. Avaliar se as atividades séricas das enzi-
mas GGT e ALP podem ser utilizadas indireta-
mente como indicadoras de adequado nivel de
prote¢do humoral e/ou como falha de transferéncia

de imunidade passiva em cordeiros.
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Material e Método

Foram coletadas amostras de sangue de 191 cordei-
ros saudéaveis, com até 30 dias de vida, em 21 proprie-
dades da regido de Aragatuba - Sao Paulo. Os animais
eram mantidos sob os regimes de criacdo intensiva
(quatro propriedades), semi-intensiva (oito proprie-
dades) e extensiva (nove propriedades).

Estes animais foram distribuidos aleatoriamen-
te em quatro grupos, de acordo com a faixa etd-
ria, a saber: G1 0-7 dias de vida (n = 50); G2 8-15
dias (n = 50); G3 16-22 dias (n = 50) e G4 23-30 dias
(n = 41), sem distingdo ao sexo, a raca e historico
de ingestdo de colostro.

As coletas de sangue foram realizadas por pun-
¢do da veia jugular, sendo este centrifugado e con-
gelado imediatamente a - 20 'C, até o momento
de seu processamento.

Em todas as amostras coletadas, foram mensuradas
as atividades séricas de GGT seguindo a metodologia
de Szasz', e de ALP, segundo as recomendagoes de
McComb, Bower e Upretti'? com o uso de analisador
bioquimico automatico (Biosystems BTS 370 — Auto-
matic Analyser), utilizando-se kits comerciais (GGT
Labtest, Cod. 105 e ALP, Labtest, Cod. 40).

Para a quantifica¢ao da IgG no soro sanguineo, foi
realizado o teste de imunodifuséao radial por meio do
Vet-Rid Kit para ovinos (Bethyt, Cod. R50-100), em
22 animais pertencentes a cada um dos quatro grupos
de idade, utilizando-se a metodologia empregada por
Fahey e McKelvey" .

A concentragao serica de PT foi determinada pelo
método de biureto preconizado por Gornall, Barda-
will e David", utilizando-se, um espectrofotometro
digital SB-190, marca CELM, em 26 animais de GI,
42 animais de G2, 40 animais de G3 e 36 animais de
G4. A redugdo no nimero de animais para esta analise
deveu-se ao fato de a sua realizagdo ter sido feita em

laboratério externo. Efetuou-se a migragao eletrofo-



rética para separagao das fragdes proteicas do soro
sanguineo dos animais que constituiram os grupos
experimentais segundo as técnicas descritas por
Friedman'® e Kremers, Briere e Batasakis'¢, utilizan-
do fitas de acetato de celulose (Cellogel) de 2,5x14,0
cm. A leitura e interpretacdo do fracionamento ele-
troforético foram realizadas em densitometro para
eletroforese (Quickscan 2000, Helena Laborato-
ries), e por programa computacional (Quickscan
2000, Helena Laboratories), com marcagdo automatica
das diferentes fragdes proteicas.

A andlise estatistica foi realizada pelo Teste de
Kruskal-Wallis e teste de comparagdes multiplas de
Dunn nas diferentes idades, para as diferentes varia-
veis (PT, fragdo y-globulina, GGT, ALP e IgG). O co-
eficiente de correlagao de Spearman foi utilizado para
avaliar, dentro de cada grupo de idade, a associagao
entre as diferentes variaveis. As estatisticas foram
consideradas significantes quando p < 0,05 e efetuada
empregando-se o programa SAS (Statistical Analysis

System)"”.

Resultados e Discussao

Nao houve diferenca estatistica significativa entre
os grupos de idade em relagdo a PT (Tabela 1). Ao
analisar os valores desta variavel, é possivel obser-
var que, em G1, nove (34%) dos 26 cordeiros apre-
sentaram teor sérico de PT menor que 5,0 g/dL,
valor considerado por Radostits et al.! como indi-
cador de FTIP.

233

Nos animais do G3, apenas trés dos 40 cordeiros
analisados apresentaram valor sérico de PT menor
que 5,0 g/dL, indicando diminui¢do do nimero to-
tal de animais com hipoproteinemia em relagido ao
dos animais do G2 (10/42). Em contrapartida, o nd-
mero de animais com PT sérica menor que 5,0 g/dL
elevou-se para dez (10/36) no G4, ocasionado, pos-
sivelmente, pela ocorréncia de parasitose, enfermida-
de comum em cordeiros com esta faixa de idade, e/
ou pela degradagao das imunoglobulinas adquiridas
do colostro durante a fase neonatal e sua combina-
¢do com antigenos, faixa etiria em que o sistema
imune ainda ndo possui suficiente competéncia para
produzir e manter-se em niveis elevados'. Esta hipotese é
comprovada pela concomitante diminui¢éo dos niveis de
gamaglobulinas e de IgG, no mesmo periodo (Tabela 1).

Em todos os grupos houve forte correlagao estatistica
positiva entre as variaveis PT e GGT (Tabela 2), ocor-
réncia explicada pelo fato destas macromoléculas serem
absorvidas logo apds a ingestao do colostro, durante a
fase de maior permeabilidade intestinal neonatal.

Como as IgGs constituem a maior parte da fragdo
proteica gamaglobulina'® observou-se em G1, G2 e
G3, correlagdo estatistica positiva entre os valores de
PT e as concentragdes séricas de IgG, e destas, com a
fragdo gamaglobulina (Tabela 2).

A andlise dos teores da fracao gamaglobulina no
soro sanguineo de cordeiros, ao longo dos 30 dias
de vida, permitiu a observagdo de que os valores di-

feriram estatisticamente entre os grupos Gl a G4

Tabela 1 - Demonstracio estatistica através da Média ( X), desvio-padrio (s) e mediana (Md) das concentragdes
séricas (g/dL) de proteina total e y-Globulina de ovinos, segundo os grupos de idade - Aragatuba -

2007
PT y-Globulina
Grupo — p—
X*s Md X ts Md
Gl(n =26) 5,56 £ 1,06 5,60 a 1,38 £ 0,85 1,32a
G2 (n=42) 5,64 £0,74 585a 1,01 £0,42 1,00 ab
G3(n =40) 5,68 £ 0,66 5,60 a 1,08 £0,41 1,01 ab
G4(n = 36) 5,36 £0,76 5,40 a 0,88 +0,36 0,84b

Medianas seguidas de mesma letra, na coluna, nao diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis e de comparagdes multiplas de
Dunn; G1= 0-7 dias de vida, G2= 8-15 dias, G3= 16-22 dias, G4= 23-30 dias
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Tabela 2 - Coeficiente de correlagdo de Spearman entre os valores das varidveis GGT, IgG, PT, y Globulina e FA,
segundo os grupos de idade - Aracatuba - 2007

G Varidvel Variavel
rupo arave GGT IgG PT y Globulina FA

GGT 1 0,341 0,499* 0,644* 0,315*
IgG 1 0,565* 0,706* 0,072
Gl PT 1 0,895* -0,103
y Globulina 1 -0,203

FA 1
GGT 1 0,542 0,459* 0,548* 0,375*
IgG 1 0,825* 0,809* 0,265
G2 PT 1 0,884* 0,254
y Globulina 1 0,208

FA 1
GGT 1 0,322 0,594* 0,647* 0,349*
IgG 1 0,480* 0,473* 0,288
G3 PT 1 0,756* 0,220
y Globulina 1 0,056

FA 1
GGT 1 0,232 0,608 0,609* 0,272
IgG 1 0,208 0,332 -0,176
G4 PT 1 0,837* 0,093
y Globulina 1 0,056

FA 1

* p < 0,05; G1= 0-7 dias de vida, G2= 8-15 dias, G3= 16-22 dias, G4= 23-30 dias; GGT = Gamaglutamiltransferase; IgG= Imunoglobulina

G; PT = Proteina Total; FA= Fosfatase Alcalina

(Tabela 1), sendo maiores nos animais mais jovens,
devido a absor¢do de globulinas presentes no colos-
tro'’, e menores nos animais mais velhos, em decor-
réncia da degradagao proteica apds a cessagao da in-
gestdo de colostro, por ser a meia vida plasmatica da
IgG de 20 dias, aproximadamente®.

Cordeiros com concentragdes séricas iguais ou su-
periores a 0,5 g/dL de gamaglobulina, a 24 horas de
vida, possuem maiores chances de sobreviver ao peri-
odo pos-natal’®. Apesar de os valores de gamaglobu-
lina terem sido inferiores ao recomendado pelo autor
acima descrito em um dos 26 cordeiros do G1; em seis
(6/42) animais do G2; em dois (2/40) cordeiros do G3;

e, em quatro (4/36) animais, do G4, néo se observou,
quando das colheitas das amostras, qualquer sintoma
e/ou indicio de enfermidade em nenhum cordeiro
utilizado neste estudo.

Nao houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos para IgG devido ao valor elevado desta classe
de imunoglobulina no soro sanguineo dos cordeiros.
Contudo, notou-se redugdo gradativa do primeiro
para o quarto grupo de idade, sendo o valor, em G1,
quatro vezes maior que em G4 (Tabela 3).

Como demonstrado na tabela 4, houve diferenca
estatistica nas atividades de GGT nos grupos 1, 2 e

4, sendo ainda mais evidente entre os animais do G1

Tabela 3 - Demonstragdo estatistica dos valores minimos (Min), maximos (Max) e medianas (Md) das
concentracdes sericas de IgG (mg/dL), segundo os grupos de idade — Aragatuba - 2007

IgG
Grupo
Min Max Md
Gl(n=22) 510 >1000 >1000 a
G2(n=22) 248 >1000 >1000 a
G3(n=22) 320 >1000 >1000 a
G4(n =22) 135 >1000 885a

Medianas seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis e comparagdes multiplas de
Dunn; G1= 0-7 dias de vida, G2= 8-15 dias, G3= 16-22 dias, G4= 23-30 dias; IgG = Imunoglobulina G
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Tabela 4 - Demonstracéo estatistica da Média (X), desvio-padrio (s) e mediana (Md) da atividade sérica (UI/L)
de gamaglutamiltransferase e ALP, segundo os grupos de idade — Aragatuba - 2007

GGT ALP
Grupo — —
X ts Md X *s Md
Gl(n=191) 733,50 = 1827,16 203,65 a 868,53 + 1580,95 659,25 a
G2(n=191) 161,94 + 131,72 109,50 b 592,50 + 280,53 572,15a
G3(n=191) 129,62 + 138,80 85,90 be 609,17 + 327,52 584,55a
G4(n=191) 93,35+ 82,31 69,99 ¢ 402,67 £210,63 373,10 b

Medianas seguidas de mesma letra, na coluna, nao diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis e comparagdes multiplas de
Dunn; G1= 0-7 dias de vida, G2= 8-15 dias, G3= 16-22 dias, G4= 23-30 dias; GGT = Gamaglutamiltransferase; FA= Fosfatase Alcalina

e do G4, ja que a atividade sérica desta enzima en-
contrava-se, em média, cerca de oito vezes menor nos
animais de idade mais avan¢ada, devido a degradacao
e/ou a diminui¢ao da absor¢ao enzimatica, durante os
primeiros 30 dias de vida®..

Constatou-se correlagao estatistica entre a ativida-
de enzimdtica sérica de GGT e os niveis de IgG nos
soros sanguineos de animais que possuiam entre oito
a 15 dias de idade (Tabela 2), demonstrando que a
GGT pode ser utilizada como indicadora indireta
de falha de transferéncia de imunidade em animais
desta faixa etaria, discordando dos achados de Ma-
den et al®, que evidenciaram, em cordeiros, forte
correlagdo entre estas duas variaveis, somente até os
trés primeiros dias de vida.

Nao foi observada correlagdo estatistica significati-

va entre a enzima ALP e as concentragdes de IgG, PT
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