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RESUMO
FELIX, Naianne Araujo. Capacidade de imunotransferéncia através do colostro de
fémeas asininas do ecétipo nordestino. 2022. 52p (Mestrado em Ciéncia Animal e
Pastagens) — Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Na espécie asinina (Equus asinus), assim como nos demais equideos, o colostro € a
principal fonte de imunoglobulinas para o recém-nascido, devido a anatomia placentaria
dessas espécies, que torna os neonatos agamaglobulinémicos. Assim, logo apds o
nascimento, € importante monitorar a qualidade do colostro da mée e a transferéncia de
imunidade para o potro. Neste sentido, objetivou-se avaliar a qualidade do colostro e da
transferéncia de imunidade passiva em asininos do ecétipo nordestino, por diferentes
metodologias, assim como correlacionar 0s métodos mais precisos com 0s mais
acessiveis. Foram utilizadas 14 fémeas asininas do ec6tipo nordestino, com idade entre 3
e 7 anos e peso vivo médio de 185 + 30 kg e seus neonatos. As jumentas e seus potros
foram submetidos a coletas de colostro e sangue, respectivamente, em quatro tempos
experimentais: imediatamente apds o nascimento e seis, 12 e 24 horas ap6s o0 parto. Os
métodos de avaliagdo do colostro e do soro sanguineo foram: imunodifusdo radial,
refratometria, espectrofotometria e bromotalogia. Os resultados foram submetidos a
analises de variancia, regressao e correlacao. Observou-se que o colostro dessas jumentas
é de 6tima qualidade imediatamente apds o parto, com concentragdo de 1gG de 8,71 g/dL.
Houve forte correlacao entre os resultados do teste de imunodifusdo radial e as analises
por refratometria de Brix para as amostras de colostro. Constatou-se que 0s neonatos do
ecétipo nordestino nascem agamaglobulinémicos, apresentando, apds ingestdo do
colostro, aumento progressivo da concentragdo de IgG, com valor maximo as 17,9 h ap6s
0 parto, momento em que se registrou 3,07 g/dL de IgG. Também houve correlagéo entre
os resultados do teste de imunodifusdo radial e proteinas totais por refratometria para a
analise de soro sanguineo dos neonatos. Conclui-se que o colostro das fémeas asininas do
ecatipo nordestino é de 6tima qualidade, garantindo boa transferéncia de imunoglobulinas
para seus neonatos.

Palavras-chave: jumentas; imunoglobulinas; semiarido; imunodifuséo radial



ABSTRACT

FELIX, Naianne Araujo.Evaluation of Colostrum Quality and Passive Immunity
Transfer in Donkeys of Brazilian Nordestino Ecotype via Different Methods. 2022.
52p (Mestrado em Ciéncia Animal e Pastagens) — Universidade Federal Rural de
Pernambuco.

In the asinine species (Equus asinus), as in other equids, colostrum is the main source of
immunoglobulins for the newborn, due to the placental anatomy of these species, which
makes neonates agammaglobulinemic. Thus, shortly after birth, it is important to monitor
the quality of the mother's colostrum and the transfer of immunity to the foal. This study
aimed to assess the quality colostrum and of passive immunity transfer in donkeys of the
Nordestino ecotype via different methodologies, as well as to correlate the most precise
methods with the most accessible ones. Fourteen female Nordestino donkeys between
three and seven years old with mean live weight of 185 £ 30 kg and their newborns were
used. The donkeys and their foals were submitted to colostrum and blood collection,
respectively, at four experimental times: zero, six, 12, and 24 h after delivery. The
methods for evaluation of colostrum and blood serum were radial immunodiffusion (gold
standard), refractometry, biuret, and bromatology. The results were submitted to analyses
of variance, regression, and correlation. It was observed that the colostrum of those
donkeys is of great quality immediately after delivery, with 1gG concentration of 8.71
g/dL. A strong correlation was found between the results of the radial immunodiffusion
test and the Brix refractometry analyses for the colostrum samples. It was found that
newborns of the Nordestino ecotype are born agammaglobulinemic, with a progressive
increase in 1gG concentration after colostrum intake, with maximum value 17.9 h after
delivery, when 3.07 g/dL 1gG were recorded. A good correlation was also found between
the results of the radial immunodiffusion test and total proteins by refractometry for the
blood serum analysis of the newborns. It is concluded that the colostrum of female
Nordestino ecotype donkeys is of great quality, ensuring good transfer of

immunoglobulins to their newborns.

Keywords: radial immunodiffusion; immunoglobulins; donkeys; semi-arid
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INTRODUCAO GERAL

A espécie asinina (Equus asinus) foi introduzida no Brasil pelos colonizadores
portugueses inicialmente nos séculos XVI e XVII, nas regides Nordeste e Sudeste do pais
(CARNEIRO et al., 2018). As condicdes semiéridas do bioma Caatinga, presente em
grande parte do Nordeste brasileiro, bem como a estrutura sociocultural da populacéo
local, favoreceram o crescimento do rebanho. Em 2019, foi registrado na regido Nordeste
aproximadamente 862 mil asininos, correspondendo a 80% do rebanho nacional (FAO,
2019).

No semiarido nordestino os asininos foram submetidos a um processo de selecéo
natural e desenvolveram caracteristicas especificas de adaptacdo, através de
acasalamentos aleatorios, dando origem ao ecotipo “Nordestino”, utilizado em diferentes
atividades econémicas (CARNEIRO et al., 2018).

Embora no Brasil ainda ndo haja um sistema produtivo bem definido para os asnos
do ecdtipo “Nordestino”, com o crescimento no interesse mundial pelo leite asinino a
exploracdo destes animais tem ganhado novas perspectivas, exigindo maior
conhecimento técnico sobre a criacdo e manejo da espécie (MESSIAS et al., 2021). O
sucesso de qualquer sistema produtivo animal exige medidas assertivas desde as
primeiras fases da criagdo, com desenvolvimento saudavel e equilibrado dos neonatos,
que comeca pela transferéncia de imunidade passiva da mae para o filhote.

Diferente de algumas espécies, 0s asininos, assim como os demais equideos,
possuem placentas do tipo epitéliocorial difusa. Essa caracterizacdo ocorre devido a
presenca de seis camadas entre o capilar fetal e o capilar materno (PRESTES &
LANDIM-ALVARENGA, 2017). Tal particularidade placentéria dificulta a passagem de
macromoléculas para o feto durante a vida uterina, e 0S neonatos nascem
agamaglobulinémicos, tendo como principal fonte de imunoglobulinas o colostro
(EVANS & CRANE, 2018).

O colostro é a secrecdo lactea produzida nas ultimas semanas de gestacdo, com
qualidade totalmente dependente da saude da mde. A qualidade do colostro esta
diretamente relacionada a quantidade de imunoglobulinas G, sendo responsavel por mais
de 70% das imunoglobulinas colostrais (TZARD, 2018). Assim, a falha na transferéncia
de imunidade do potro e a qualidade do colostro da mée sdo avaliadas através da

quantificacdo de imunoglobulinas G. Existem alguns métodos de dosagem de
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imunoglobulinas, com diferentes niveis de especificidade e sensibilidade para as
diferentes espécies, sendo sempre necessario ponderacdo quanto a urgéncia do
diagnostico e o custo final para o proprietario.

O principal teste quantitativo utilizado para avaliagdo do colostro e da
transferéncia de imunidade em diferentes espécies € o teste de imunodifusdo radial,
considerado o padrdo ouro para a dosagem de imunoglobulinas G. Esse teste pode ser
utilizado em amostras de colostro, soro e plasma, porém, semelhantes aos métodos
bromatoldgicos e de eletroforese, seu uso é limitado devido a necessidade de
equipamentos especificos, alto custo e resultados ndo imediatos, sendo geralmente
utilizado em trabalhos cientificos (SELLON, 2006). Isso justifica a busca por métodos
alternativos, com aplicabilidade no campo.

O refratbmetro de Brix pode ser uma alternativa mais vidvel para avaliagdo do
colostro. Ele foi desenvolvido para medir, através do indice de refracdo, a quantidade de
sacarose em vinhos, sucos de frutas e melaco, além de medir em outros liquidos a
densidade de solidos totais. No colostro essa densidade tem correlagdo direta com a
quantidade imunoglobulinas. Inicialmente utilizado para avaliagdo de leites de vacas e
éguas, esse método se mostrou satisfatdrio para a avaliacdo do colostro a campo, devido
a facilidade de execucdo, rapidez e baixo custo (ELSOHABY et al., 2015).

O refratdmetro também pode ser utilizado para quantificacdo das proteinas séricas
totais do soro sanguineo do neonato. A nivel de campo, esse teste vem sendo utilizado
como método de triagem para diagnostico de falha de transferéncia de imunidade na
espécie equina, apresentando-se como um método rapido, simples e de baixo custo
(ELSOHABY, RILEY E MCCLURE, 2019).

Neste contexto, objetivou-se com o trabalho avaliar a qualidade do colostro e da
transferéncia de imunidade passiva em asininos do ecOtipo nordestino, através dos
métodos bromatoldgico, de imunodifusdo radial, refratometria e biureto, assim como

correlacionar os métodos mais precisos com 0s mais acessiveis.
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CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA
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A espécie asinina (Equus asinus)

O processo de domesticagdo dos asininos ocorreu inicialmente devido ao interesse
pelo leite e carne da espécie, contudo, o animal demonstrou maior aptiddo para tracéo.
Acredita-se que as primeiras pessoas que usaram 0s asininos no transporte de mercadoria
foram pastores de gado nubios, que também usavam bovinos para esse fim (WILLEKES,
2016).

Com o passar do tempo, novas formas de utilizacdo destes animais tém surgido e,
atualmente, a producdo de asininos divide-se em duas categorias principais: a primeira
relacionada a utilizacdo dos animais em atividades ludicas, educativas e de reabilitacdo e
outra relacionada a utilizacdo e exploracdo dos animais para obtencédo de produtos para
consumo humano, sendo esta considerada a mais rentavel (SCHIRO, 2011). Como cerca
de 80% do rebanho asininos brasileiro situa-se na regido Nordeste (IBGE, 2017), o
fomento da producédo de leite asinino pode configurar uma alternativa socioecondmica

para a regido, além de ressignificar a espécie no semiarido brasileiro.

A importancia da espécie asinina (Equus asinus) para o Semiarido brasileiro

No Brasil, a regido semiarida nordestina compreende uma area de 982.563,3 km?
e comporta 1.133 municipios, com aproximadamente 22 milhdes de habitantes (SILVA
et al., 2010); ademais é delimitada pelos estados do Ceard, Rio Grande do Norte, a maior
parte da Paraiba e Pernambuco, sudeste do Piaui, oeste de Alagoas e Sergipe e a regido
central da Bahia (BRASIL, 2005).

E uma regido caracterizada pela escassez e irregularidade de chuvas, com
pluviosidade entre 280 a 800mm/ano, precipitacdo restritas a poucos meses do ano
(ARAUJO, 2011) e pela presenca do bioma Caatinga, um ecossistema predominante da
regido, ocupando 70% do Nordeste (CASTELLETTI et al., 2004).

Apesar da exclusividade do bioma Caatinga, que € restrito ao territorio nacional,
0 espaco sempre foi visto como pouco importante, geralmente descrito como pobre em
espécies endémicas. Contudo, varios estudos mostram o inverso: hd um numero
consideravel de espécies endémicas na regido, com potencialidades que podem ser
exploradas de forma sustentavel e economicamente viavel (CASTELLETTI et al., 2004;
ANDRADE et al., 2010).
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No Semiarido nordestino os asininos possuem importancia historica, social e
econdmica, pois antes das rodovias e dos caminhdes, grande parte do transporte de carga
era realizado pela espécie, fator decisivo no povoamento da regido semiarida (GARCIA,
1984). Os jumentos ainda desempenham papel como animais de trabalho em zonas rurais,
periurbanas e urbanas, principal em paises em desenvolvimento. Em comparacgéo a outros
equideos empregados em funcgdes semelhantes, 0s asininos possuem baixa exigéncia em
agua e alimento, além da capacidade de consumir alimentos de baixa qualidade
(NENGOMASHA et al., 2000; ROSSEL et al., 2008).

A adaptacdo a estes ambientes € uma peculiaridade obtida através do controle da
temperatura corporal, do metabolismo de agua e outras caracteristicas nutricionais e
anatdbmicas inerentes aos asininos. Por mecanismos compensatérios, sdo capazes de
manter a homeotermia nos tropicos; possuem grande habilidade em tolerar sede, de
reidratagdo rapida e de manutencdo do apetite. Animais em restri¢do hidrica (2 a 3 dias),
por exemplo, perdem menos agua através das fezes do que aqueles com acesso a agua ad
libitum; o0 que € interessante, porque a perda de agua via fezes € responsavel por 50% de
toda &gua perdida pelo animal (NRC, 2007). Dessa forma, 0s asininos em regides aridas,
semiaridas e durante periodos secos sobrevivem melhor do que os bovinos, até mesmo os
zebuinos (NENGOMASHA et al., 2000; SMITH & PEARSON, 2005; AYO & AKE,
2013).

Além da inerente adaptabilidade a essas regides, 0s asininos presentes no
semiarido nordestino foram submetidos a um processo de selecdo natural e
desenvolveram caracteristicas especificas de adaptacdo, como alta rusticidade as
condi¢Bes adversas existentes; assim surgiu o ecétipo nordestino, sendo utilizados na
regido em diversas atividades (NOBRE, 1980; CASTELLETTI et al., 2004; CARNEIRO
etal., 2018).

N&o obstante a importancia da espécie asinina, nos Ultimos anos o tamanho do
rebanho asinino mundial foi reduzido e fatores como a reducdo econémica do couro e
seus subprodutos e 0 aumento da mecanizagdo no setor agricola contribuiram para isso.
No Brasil, por exemplo, segundo dados disponibilizados em 2019 pela Organizacdo das
Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), a populacdo de jumentos
sofreu reducdo de 37,08% entre os anos de 1996 e 2016. Na regido Nordeste, diante das
transformacbes observadas no meio rural em relacdo ao advento de tecnologias

motorizadas, 0 asinino perdeu também grande parte da sua importancia e por isso é pouco
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utilizado nas atividades das propriedades (RANGEL et al., 2015; CARNEIRO et al.,
2018).

Com a redugdo na utilizacdo do jumento no Nordeste do Brasil, a maioria deles
foi abandonada, levando a reproducdo indiscriminada em estado semi-selvagem,
tornando-se causa de acidentes de transito, pois sdo encontrados em grandes nimeros as
margens das rodovias nordestinas (CARNEIRO et al., 2018). Diante desse cenario, a
comunidade cientifica comecou recentemente a renovar 0 interesse nos animais,
envolvendo-se na recuperagéo da biodiversidade, no resgate de algumas ragas de asininas
quase extintas e na redescoberta do potencial leiteiro das fémeas asininas, este Gltimo
tornando-se uma excelente alternativa produtiva (MARTINI et al., 2018).

O leite asinino tem sido considerado um valioso produto e que pode ter multiplas
aplicacbes, como na fabricacdo de cosméticos e produtos lacteos. Uma das principais
caracteristicas do leite asinino reside na semelhanga com o leite humano, que o faz ser o
leite mais apropriado para consumo infantil e, em alguns casos, empregado na
alimentacdo de criancas e adultos que sofrem com alergias associadas ao leite bovino
(PIOVESANA et al., 2015). Por isto, o leite asinino tem apresentando crescente
demanda mundial em um nicho de mercado existente em paises asiaticos e europeus, que
possuem ampla variedade de produtos comerciais (POLIDORI et al., 2010).

As propriedades do leite de jumenta tém sido amplamente demonstradas em
diversas pesquisas, e cada vez mais apreciada pelos cidaddos europeus, o que tem
resultado no desenvolvimento de pequenos e médios criadores (CAMILLO et al., 2018).
No Brasil, a producdo de asininos visando a obtencdo de leite ainda séo projetos de
pesquisa em universidades; ha um grupo interessado no leite asinino para producéo do
queijo tipo Pule, entretanto varias pesquisas devem ser realizadas antes que se torne uma
atividade econdmica (CARNEIRO et al., 2018).

Caracteristicas placentérias da jumenta

Denomina-se placenta o érgdo intermediario entre o feto e a mae, que tem como
funcBes primordiais a nutricdo e a oxigenacao do feto, sendo também responsavel pela
remocdo de detritos metabdlicos, producdo e secrecdo de horménios e fatores de
crescimento fetal que ajudam na manutencdo da gestacdo (CUNNINGHAM, 2011).A

placenta da jJumenta é do tipo epitéliocorial, sendo assim classificada devido a quantidade
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de camadas que separam o sangue materno do sangue fetal. Nessa espécie, como nos
equinos, um total de seis camadas séo observadas, funcionando como barreiras potenciais
para o transporte de nutrientes. Devido essa caracteristica, a placenta € quase
impermeavel a passagem de macromoléculas, como € o caso das imunoglobulinas. Assim,
uma das caracteristicas de neonatos equideos é de serem agamaglobulinémicos ao
nascimento (PRESTES & LANDIM-ALVARENGA, 2017).

Com relacédo a apresentacdo dos vilos, a placenta da jumenta é classificada como
difusa e microcotiledonaria (ALLEN & SHORT, 1997). Os vilos sdo depressfes uterinas
que se interdigitam e fazem as trocas fisiologicas acontecerem. Essa classificacdo se da
devido ao saco coribnico estar uniformemente unido ao endométrio (PRESTES &
LANDIM-ALVARENGA, 2017).

Toledo et al. (2015), em estudos com 11 jumentas da raga Péga, observou que as
placentas tinham um peso médio de 3,68 kg e a relagdo peso da placenta e peso do neonato
foi de 13,18%. Ja as jumentas da raca Martina Franca tiveram um peso médio de placenta
de 2,3 kg. Foram observadas semelhancas na relacdo peso do recém-nascido e peso da
placenta entre as jumentas da raca Martina Franca e éguas, sendo de 12% para a jumenta
e 11% para a égua, apesar da gestagao da jumenta ser mais duradoura e o desenvolvimento
dos vilos placentarios serem maior. Esses achados sugerem que a unidade
concepto/placenta poderia ser menos eficiente em jumentas, 0 que necessitaria de maior
longevidade da gestacédo para melhor desenvolvimento do concepto (CARLUCCIO et al.,
2008).

A vascularizacdo placentaria dos equideos contém dois sistemas sanguineos,
sendo um de origem materna e outro de origem fetal. A jumenta apresenta uma
vascularizagdo mista, tendo presente tanto a vascularizagdo de corrente cruzada como a
de fluxo contra corrente, o que difere da vascularizacdo da égua que é unicamente contra
corrente (ABD-ELNAEIM et al., 2003; SABER et al., 2008).

Colostro: importancia e mecanismo de absor¢ao

A transferéncia de imunidade via colostro dos equideos foi e ainda é muito
estudada em potros de equinos, tendo na literatura uma vastiddo de contetdo
(ELSOHABY et al., 2019; CANISSO et al., 2013). No entanto, essa realidade nédo se
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aplica a outros equideos, como exemplo 0s asininos e muares, assim, para essas especies,
aplica-se os conhecimentos obtidos nos neonatos equinos (SILVA, 2016).

O colostro é a principal fonte de nutrientes para o neonato, pois é rico em
proteinas, carboidratos, lipideos, sais minerais e vitaminas (KNOTTENBELT et al.,
2004). Entre as proteinas, destaque se da para as imunoglobulinas, que sdo importantes
para garantir imunidade passiva ao potro, o0 qual necessita da absor¢do dessas
imunoglobulinas colostrais para protecdo contra agentes infecciosos durante 0s primeiros
meses de vida (FEITOSA, 2014).

No colostro de éguas observou-se concentracdo média de imunoglobulinas de
aproximadamente de 7,0g/dL (intervalo de 3,0 a 12,0 g/dL), e essa quantidade cai
rapidamente apos 24 horas, tendo sido registrado 0,5 g/L de imunoglobulinas dois dias
apos o parto. Do total de imunoglobulinas presentes no colostro, 80% da proteina do
colostro pré-sugado sdo 1gG, sendo encontrado pequenas quantidades de IgM e IgA
(KNOTTENBELT et al., 2004).

A administracdo de colostro € a pratica mais recomendada para fornecer protecédo
imunoldgica ao potro. Porém, diversas situagdes podem levar a falhas neste procedimento
e estas estdo diretamente relacionadas com altas taxas de mortalidade (CAMARGO et al.,
2015). De acordo com Tizard (2018), cerca de 28% das éguas sdo produtoras de colostro
de mé qualidade e 25% dos potros ndo sdo capazes de absorver imunoglobulinas de forma
satisfatoria.

As globulinas, entre todas as proteinas, sdo primariamente selecionadas para
serem absorvidas pelos enterdcitos. No potro equino as IgG e IgM séo as globulinas
absorvidas e as IgA ficam disponiveis no intestino (TZARD, 2018). De acordo com Allen
et al. (1974), existem muitas semelhangas para absor¢do de imunoglobulinas entre as
espécies equina e asinina.

O intestino dos neonatos possui habilidades especificas que permite a absor¢édo
completa das imunoglobulinas. As células epiteliais do intestino delgado absorvem as
imunoglobulinas através da pinocitose, assim essas moléculas ganham o sistema linfatico
e chegam ao sangue periférico. A capacidade méaxima de absorcao das imunoglobulinas
a partir do colostro ocorre no momento do nascimento, e em um periodo de 3 horas apds
esse episodio essa capacidade reduz para cerca de 22%, e para menos de 1% em 20 horas
apos o nascimento. Ja depois de 12 horas de vida, as células do intestino delgado néo sédo
mais capazes de absorver as imunoglobulinas do colostro, devido a substituicdo das

celulas epiteliais intestinais por células maduras (PARADIS, 2006).
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Silva (2016), em estudos comparando a transferéncia de imunidade entre éguas e
jumentas da raca Péga, ndo observou diferenga entre as concentragdes de globulinas em
neonatos equinos e neonatos asininos imediatamente apos o parto e 12 horas apds o parto,
assegurando assim que nao existe transferéncia de imunidade via placenta e sinalizando,

para ambas as espécies, a importancia da ingestao de colostro.

Falha na transferéncia de imunidade passiva

A falha na transferéncia de imunidade passiva (FTIP) da égua para o potro € a
causa mais comum de imunodeficiéncia em equinos, predispondo esses animais ao
desenvolvimento de doencas infecciosas (RAIDAL et al., 2005). Em jumentas ndo se tem
muitas informacdes sobre transferéncia de imunidade, sendo aplicado para a espécie
conhecimentos sobre os equinos.

A‘incidéncia da FTIP total varia de 3 a 24% nos equinos e, no caso da FTIP parcial,
varia de 14 a 31%. Esta variacdo deve-se ao uso de diferentes técnicas para determinacao
dos niveis de 1IgG (MUNROE & STONEHAM, 2011).

A lactacdo prematura, devido a placentite e descolamento de placenta, é a causa
de FTIP de origem materna mais comum, pois nesses casos a producdo de colostro nos
dias que precedem o parto é simultanea a sua liberacdo. Essa liberacdo prematura,
perdurando por mais de 24 horas, reduz consideravelmente a concentracdo de anticorpos
destinados a protecdo do neonato (GIGUERE & POLKES, 2005).

Outras causas de FTIP de origem materna sao prematuridade e indugdo do parto,
pois algumas éguas podem parir muito antes do tempo esperado, prejudicando o
mecanismo fisiologico de selecdo de imunoglobulinas. Com isso, ndo ha producdo
suficiente de colostro, resultando em potros imunologicamente deficientes (SELLON,
2006).

Quanto as causas relacionadas ao potro, a mais comum é ndo ingestao de colostro
em quantidade suficiente, nas primeiras horas de vida. Isso ocorre: quando a égua nao
permite que o potro mame; devido a fatores comportamentais (GROGAN &
McDONELL, 2005); ou por incapacidade do proprio neonato. Potros que demoram mais
de 12hs para ingerir o colostro tém sua absorgéo intestinal comprometida (FRAPE, 2004;
GIGUERE & POLKES, 2005; MUNROE & STONEHAM, 2011).

Potros que apresentam niveis séricos de IgG abaixo de 0,8 g/dL podem ser

diagnosticados com falha parcial de transferéncia passiva (FPTP), e aqueles que
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apresentam niveis menores que 0,4 g/dL podem ser diagnosticados com falha total da
transferéncia passiva (FTTP). Assim, torna-se necessaria administracdo de plasma, por
via endovenosa, principalmente em animais com menos de 15 horas de vida, para tratar a
FTIP e fornecer suporte para o desenvolvimento imunolégico do neonato (RIZZONI &
MIYAUCHI, 2012).

Potros que apresentam FTIP por ingestdo de colostro de baixa qualidade podem
ndo apresentar sinais clinicos caracteristicos, por vezes apresentam caracteristicas de um
potro saudavel, mas caso venha ser acometido por uma infeccdo ndo possuird defesa,
tendo risco de morte caso ndo tenha nenhuma intervengéo clinica. Ja potros que nédo
ingeriram colostro tém hipoglicemia e podem apresentar fraqueza e desorientacdo, além
de serem susceptiveis a infec¢Bes generalizadas (SELLON, 2006).

As principais doengas associadas a FTIP sdo: sepse neonatal, diarreia, afec¢bes do
sistema respiratorio, onfaloflebite e artrite (KNOTTENBELT et al., 2004). O prognostico
para potros com FTIP depende do grau da falha, do ambiente ao qual estd exposto, da
idade no momento do diagndstico e a presenca e gravidade de infecgbes secundarias
(MEALEY& LONG, 2018).

Além do impacto sanitario e no bem-estar dos animais, a FTIP tem também
impacto econdmico, quando se considera 0s custos da terapéutica com transfusao de
plasma, com possiveis cuidados intensivos hospitalares e mortes. Portanto, a profilaxia
da FTIP se inicia no manejo adequado das fémeas gestantes, a partir da confirmacéo da
gestacdo, incluindo avaliacéo criteriosa da égua e do manejo a ela ofertado, evitando ao
méaximo falhas que possam comprometer sua satde. Tais medidas objetivam garantir uma
gestacdo tranquila e o nascimento de um potro saudavel (ALVES, 2015).

Considerando-se que o maior fator de risco da FTIP é a ingestdo de colostro de
baixa qualidade, o primeiro passo preventivo consiste na avaliacdo da sua qualidade
imediatamente apds o parto, antes da sua ingestdo pelo neonato. A maioria dos estudos
recentes focam na determinacdo dos niveis séricos de IgG no neonato, enquanto a
determinacéo da qualidade do colostro € um método mais simples e precoce, que pode
ser efetuado pelo proprietario, ndo necessitando de assisténcia veterinaria (RILEY et al.,
2012). Como mencionado anteriormente, deve se garantir a ingestdo de pelo menos 1 a
1,5 L de colostro de boa qualidade nas primeiras seis horas de vida. Sendo assim, a criacédo

de um banco de colostro € uma boa pratica profilatica de FTIP (NATH et al., 2010).
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Avaliacdo da qualidade do colostro e diagnostico para FTIP

Existe grande variedade de testes que podem ser utilizados para estimar a
concentracdo de imunoglobulinas e, assim, avaliar a qualidade do colostro e o sucesso na
transferéncia de imunidade passiva ou diagnosticar a FTIP. Com isso, a escolha do melhor
teste para estimar a concentracdo de IgG deve ser feita levando em consideracdo a
necessidade do resultado, a precisdo, sensibilidade, especificidade e até viabilidade
econdmica (KOROSUE et al., 2012).

O teste de imunodifusdo radial (IDR) é considerado o padrdo ouro para a
quantificacdo de 1gG em colostro, leite e soro sanguineo. Ja foi utilizado em bovinos
(GELSIGER et al., 2015), equinos e asininos (TURINI et al., 2021). O IDR apresenta
como desvantagens o alto custo e a demora para o resultado, sendo impossivel fazer seu
uso a nivel de campo (DAVIS et al., 2005).

Um meétodo alternativo para a qualificacdo do colostro é o refratbmetro de Brix.
Ele foi desenvolvido para medir, atraves do indice de refracdo, a quantidade de sacarose
em vinhos, sucos de frutas e melago, além de medir em outros liquidos a densidade de
solidos totais. No colostro essa densidade tem correlacdo direta com a quantidade
imunoglobulinas. Inicialmente utilizado para avaliacdo de leites de vacas e éguas, esse
método se mostrou satisfatdrio para a avaliacdo do colostro a campo, devido a facilidade
de execucéo, rapidez e baixo custo (ELSOHABY et al., 2015).

Entre os testes de avaliacdo de FTIP, um dos mais antigos é a turvacgao por sulfato
de zinco, sendo considerado um teste rapido, preciso e barato (KNOTTENBELT et al.,
2004). Segundo Alisson (2012), a sensibilidade e a especificidade alteram de acordo com
a concentracao de sulfato de zinco da solucéo. Os resultados desse teste podem variar de
acordo com o operador, amostra hemolisada, condi¢cbes ambientais e a qualidade do
reagente utilizado (KNOTTENBELT et al., 2004).

A dosagem de proteinas séricas totais é outro método de diagnostico para FTIP.
A utilizacdo na espécie equina apresentava muitas divergéncias, pois acreditava os potros
ndo apresentavam muita variabilidade nessa dosagem (METZGER et al., 2006) porém
recentemente Sobral et al. (2021) em estudo com potros da raca Quarto de Milha
observaram 100% de sensibilidade e 73,3% de especificidade para diagnostico de FTIP
através da dosagem de proteinas totais com o uso do refratdbmetro.

Em um estudo desenvolvido por Turini et al. (2021) com nove neonatos de
jumentas da raga Amiata, foi observado relacdo entre as dosagens de IgG séricas e as
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dosagens de proteinas totais, pelos métodos de refratometria e de biureto, indicando que
esses métodos podem ser utilizados para o diagnostico de FTIP nessa espécie. Porém, o
trabalho cita a importancia de novos trabalhos com outras ragas e nimero maior de

animais.
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OBJETIVOS

Geral
-Avaliar a qualidade do colostro e da transferéncia de imunidade passiva em asininos do

ecatipo nordestino.

Especificos
- Comparar os métodos de imunodifusdo radial (método referéncia), refratometria,
bromatologia e espectofotometria;

- Correlacionar os métodos de diagndstico mais precisos com 0s mais acessiveis.
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CAPITULO 11

AVALIACAO DA QUALIDADE DO COLOSTRO E DA TRANSFERENCIA DE
IMUNIDADE PASSIVA EM ASININOS DO ECOTIPO NORDESTINO POR
DIFERENTES METODOS

Artigo formatado de acordo com as normas do Journal of Equine Veterinary Science.
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Avaliacdo da qualidade do colostro e da transferéncia de imunidade passiva em

asininos do ecotipo nordestino por diferentes métodos

Resumo: Objetivou-se avaliar a qualidade do colostro e da transferéncia de imunidade
passiva em asininos do ecotipo nordestino, por diferentes metodologias, assim como
correlacionar os métodos mais precisos com 0s mais acessiveis. Foram utilizadas 14
fémeas asininas do ecdétipo nordestino, com idade entre 3 e 7 anos e peso vivo médio de
185 * 30 kg e seus neonatos. As jumentas e seus potros foram submetidos a coletas de
colostro e sangue, respectivamente, em quatro tempos experimentais: imediatamente apos
0 nascimento e seis, 12 e 24 horas apés o parto. Os métodos de avaliagdo do colostro e
do soro sanguineo foram: imunodifusdo radial, refratometria, espectrofotometria e
bromotalogia. Os resultados foram submetidos a andlises de variancia, regressao e
correlagdo. Observou-se que o colostro dessas jumentas € de oOtima qualidade
imediatamente ap6s o parto, com concentracdo de IgG de 8,71 g/dL. Houve forte
correlacdo entre os resultados do teste de imunodifusdo radial e as analises por
refratometria de Brix para as amostras de colostro. Constatou-se que os neonatos do
ecétipo nordestino nascem agamaglobulinémicos, apresentando, apds ingestdo do
colostro, aumento progressivo da concentragdo de IgG, com valor maximo as 17,9 h ap6s
0 parto, momento em que se registrou 3,07 g/dL de IgG. Também houve correlagéo entre
os resultados do teste de imunodifuséo radial e proteinas totais por refratometria para a
analise de soro sanguineo dos neonatos. Conclui-se que o colostro das fémeas asininas do
ecatipo nordestino é de 6tima qualidade, garantindo boa transferéncia de imunoglobulinas
para seus neonatos.

Palavras-chave: imunodifusao radial; imunoglobulinas; jumentas; semiarido
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Evaluation of Colostrum Quality and Passive Immunity Transfer in Donkeys of

Brazilian Nordestino Ecotype via Different Methods

Abstract: This study aimed to assess the quality colostrum and of passive immunity
transfer in donkeys of the Nordestino ecotype via different methodologies, as well as to
correlate the most precise methods with the most accessible ones. Fourteen female
Nordestino donkeys between three and seven years old with mean live weight of 185 +
30 kg and their newborns were used. The donkeys and their foals were submitted to
colostrum and blood collection, respectively, at four experimental times: zero, six, 12,
and 24 h after delivery. The methods for evaluation of colostrum and blood serum were
radial immunodiffusion (gold standard), refractometry, biuret, and bromatology. The
results were submitted to analyses of variance, regression, and correlation. It was
observed that the colostrum of those donkeys is of great quality immediately after
delivery, with 1gG concentration of 8.71 g/dL. A strong correlation was found between
the results of the radial immunodiffusion test and the Brix refractometry analyses for the
colostrum samples. It was found that newborns of the Nordestino ecotype are born
agammaglobulinemic, with a progressive increase in 1gG concentration after colostrum
intake, with maximum value 17.9 h after delivery, when 3.07 g/dL IgG were recorded. A
good correlation was also found between the results of the radial immunodiffusion test
and total proteins by refractometry for the blood serum analysis of the newborns. It is
concluded that the colostrum of female Nordestino ecotype donkeys is of great quality,

ensuring good transfer of immunoglobulins to their newborns.

Keywords: radial immunodiffusion; immunoglobulins; donkeys; semi-arid
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1. Introducéo

As condi¢Bes semidridas do bioma Caatinga, presente em grande parte do
Nordeste brasileiro, bem como a estrutura sociocultural da populacédo local, favoreceram
o0 crescimento do rebanho asinino na regido. Desta forma, a regido Nordeste do Brasil
concentra 80% da populacdo de aproximadamente 862 mil jumentos [1]. Além da
inerente adaptabilidade a essa regido, 0s asininos presentes no Semiarido nordestino
foram submetidos a um processo de selecdo natural e desenvolveram caracteristicas
especificas de adaptacdo, através de acasalamentos aleatdrios. Assim surgiu o ecotipo
Nordestino, sendo utilizado na regido em diferentes atividades [2].

Embora ainda desempenhem papel como animais de trabalho em zonas rurais,
periurbanas e urbanas dos paises em desenvolvimento, a mecanizacgdo da agricultura, o
desenvolvimento da indUstria automobilistica e a migracao das pessoas do campo para as
cidades levou a reducdo do nimero de asininos e de sua importancia [3]. Nas ultimas
décadas, a populacdo asinina brasileira seguiu a mesma tendéncia mundial de reducéo,
contudo a taxa de retragdo foi mais lenta que a mundial [2].

Devido a diminuicdo do interesse na utilizacdo da espécie asinina em praticas
agricolas e no transporte, grande numero de animais foi abandonado, passando a viver
em condicBes quase selvagens, tornando-se uma das principais causas de acidentes
automobilisticos nas estradas da regidao Nordeste do Brasil [2]. Nesse sentido, uma nova
atividade produtiva/econbmica para a espécie pode ser a Unica alternativa para
preservacao do ecotipo Nordestino e reducdo dos acidentes nas estradas.

O leite asinino tem sido considerado um valioso produto e que pode ter maltiplas
aplicacbes, como na fabricacdo de cosméticos e produtos lacteos. Uma das principais
caracteristicas do leite asinino reside na semelhanca com o leite humano, que o faz ser o
leite mais apropriado para consumo infantil e, em alguns casos, empregado na
alimentacdo de criancas e adultos que sofrem com alergias associadas ao leite bovino [4].
Por isso, o leite asinino tem apresentado crescente demanda mundial em um nicho de
mercado existente em paises asiaticos, europeus e sul-americanos, que possuem ampla
variedade de produtos comerciais [5].

Diante deste cenario, a comunidade cientifica renovou o interesse pela espécie,
envolvendo-se na recuperacdo da biodiversidade, no resgate de algumas racas quase
extintas e na redescoberta de outras atividades [6]. Embora no Brasil ainda ndo haja um
sistema produtivo bem definido para os asininos do ecétipo Nordestino, com o
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crescimento no interesse mundial pelo leite asinino a exploracdo destes animais tem
ganhado novas perspectivas, exigindo maior conhecimento técnico sobre a criacdo e
manejo da espécie [7]. O sucesso de qualquer sistema produtivo animal exige medidas
assertivas desde as primeiras fases da criacdo, com desenvolvimento saudavel e
equilibrado dos neonatos, que comeca pela transferéncia de imunidade passiva da mae
para o filhote.

Neste contexto, objetivou-se com o trabalho avaliar a qualidade do colostro e da
transferéncia de imunidade passiva em asininos do ecétipo Nordestino, através dos
métodos de imunodifusdo radial (padrdo ouro), refratometria, bromatologia e biureto,

assim como correlacionar os métodos mais precisos com 0s mais acessiveis.

2. Materiais e métodos

2.1 Animais

Foram utilizadas 14 fémeas asininas do ecotipo Nordestino prenhes e saudaveis,
com idade entre 3 e 7 anos e peso vivo médio de 185 + 30 kg. Os neonatos dessas jumentas
também participaram do estudo.

2.2 Delineamento experimental
O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, sendo os blocos compostos
pelas 14 jumentas e seus neonatos e 0s tratamentos representados pelos tempos de

avaliacdo do colostro e soro dos potros: zero seis, 12 e 24 horas ap0s o parto.

2.3 Manejo nutricional e ambientagéo

Nos primeiros 11 meses de gestacdo as fémeas permaneceram em piquetes com
pastagem nativa e no ultimo més de gestacdo foram mantidas em piquete sem cobertura
vegetal do solo, sendo alimentadas com feno de Tifton 85 (Cynodon dactylon), de modo
a suprir as necessidades de ingestao diaria de 2,0% do peso vivo, com base na matéria
seca [8]. A racdo concentrada para equideos em lactacédo foi fracionada em duas refeices
diérias, as 7h e 15h, sendo fornecido 0,5 kg de ragdo por refei¢cdo/animal (Tabela 1), agua
e sal mineralizado foram disponibilizados ad libitum.

No 12° més de gestacdo as fémeas foram mantidas em baias maternidades no

periodo noturno, para ambienta-las ao local de parigéo.
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Composicéo (g/kg MS) Racdo Comercial Feno de Tifton 85
Matéria seca 870,00 828,79
Proteina bruta 200,00 73,38
Carboidrato total - 798,22
FDN! - 867,43
FDA? 180,00 -

Matéria fibrosa 120,00 -

Tabela 1. Composicao da dieta fornecida aos animais.
! Fibra em detergente neutro.

2 Fibra em detergente &cido.

2.4 Predicéo de parto

A predicéo de parto foi feita através da dosagem do pH do colostro, com o uso de
fita colorimétrica. Quando o pH do colostro de uma fémea estava abaixo de 7,0, ela
passou a ser monitorada durante toda a noite. Esse acompanhamento foi feito a distancia,

para ndo estressar a fémea e ndo interferir no trabalho de parto.

2.5 Coleta do colostro

As coletas de colostro foram realizadas nos tempos zero, seis, 12 e 24 horas apds
0 parto. Para isso, as fémeas foram submetidas a pré-deeping, com uso de produto a base
de iodo, e secagem com papel toalha. Foi realizada coleta manual do colostro, com
descarte dos dois primeiros jatos de ambos os tetos, seguido de coleta de 25 mL de
amostra em tubos estéreis identificados e colocadas em freezer a -20° C, para posteriores

analises.

2.6 Coleta sanguinea dos potros

As coletas de sangue dos potros também foram realizadas nos tempos zero, seis,
12 e 24 horas pos parto. Apds assepsia local com alcool iodado a 2%, foi coletado 10 mL
de sangue através de venopuncao da veia jugular, utilizando agulhas para coleta a vacuo
e tubos a vacuo sem anticoagulante. As amostras sanguineas permaneceram em
temperatura ambiente para sedimentacdo por uma hora, seguido de centrifugacdo a 1000
rpm durante 10 minutos. Na sequéncia, as amostras de soro sanguineo foram armazenadas

em tubos tipo eppendorf e colocadas em freezer a -20° C, para posteriores analises.
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2.7 Teste de imunodifuséo radial (padrdo ouro) do colostro e soro sanguineo

As concentracGes de imunoglobulina G das amostras do colostro das fémeas
asininas e do soro sanguineo dos potros foram determinadas utilizando placas de agar
incorporadas com anti-soros especificos para a classe de imunoglobulina G, através de kit
comercial de imunodifusdo radial disponivel para soro e colostro equino e asinino
IDRING® Horse IgG Test. As amostras foram diluidas nas propor¢des de 1:600 para o
colostro e de 1:150 para 0 soro sanguineo e adicionadas as cavidades das placas, seguida
de incubacéo a 37° C por 24 horas, para a formacao do halo de precipitacdo decorrente da
reacdo antigeno e anticorpo. Atraves da refracdo de luz foi mensurado o didmetro do
referido halo. Os valores obtidos foram submetidos a um programa computacional com
férmulas especificas fornecidas pela fabricante do kit, e entdo estimada a concentracao de

IgG das amostras.

2.8 Dosagem de proteinas totais do colostro

No laboratério de bromatologia, as amostras de colostro foram descongeladas a
temperatura ambiente e submetidas a analise de proteina bruta através do método da
Association of Official Analytical Chemist Methods -AOAC [9].

2.9 Refratometria do colostro
As amostras de colostro foram avaliadas em refratdmetro portatil digital Soonda®,
com variacdo de grau brix de 0 a 85%. Uma aliquota de 300 pL foi depositada no prisma

do aparelho, registrando-se o valor obtido pela leitura automatica.

2.10 Dosagem de proteinas totais por refratometria do soro sanguineo

A dosagem das proteinas totais foi feita utilizando refratbmetro portatil manual
Contec®. Uma aliquota de 100 pL de soro sanguineo do potro foi depositada no prisma
do aparelho, registrando-se o valor do indice de refracdo através de escala graduada que

indicou a concentracao das proteinas totais em g/dL.

2.11 Dosagem de proteinas totais e suas fra¢Ges por biureto do soro sanguineo
A dosagem das concentracdes séricas de proteinas totais (PT) e albumina foram
feitas através de analisador biogquimico semiautoméatico modelo BIOPLUS-2000 IL e kits
reagentes Labtest®. A concentracdo sérica de globulina foi determinada através da

formula:
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[globulina] = [PT] - [albumina].

2.12 Andlises estatisticas

Os resultados das analises do colostro e soro sanguineo obtidos pelos diferentes
métodos foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05) e analises de regressdo, utilizando o programa estatistico Sisvar
(verséo 5.8).

Para correlacionar os resultados obtidos pelos diferentes métodos, os dados
também foram submetidos a correlacdo de Spearman, utilizando o programa estatistico
GraphPad Instat (versdo 3.06).

3. Resultados

Todos os partos foram classificados como eutdcicos. As 14 fémeas asininas
produziram colostro e seus neonatos apresentaram comportamento esperado nas
primeiras 24 horas de vida, com ingestdo de colostro em até 70 minutos apds o

nascimento.

- Colostro

De acordo com a literatura, o colostro equino é considerado ruim quando a
concentracdo de 1gG esté abaixo de 5,0 g/dL, de boa qualidade quando esta entre 5,0 e
8,0 g/dL e de 6tima qualidade quando esta acima de 8,0 g/dL. Nesse sentido, o colostro
das fémeas asininas do ec6tipo Nordestino pode ser considerado de étima qualidade
imediatamente apds o parto (tempo zero), pois através do teste de imunodifusdo radial
(padréo ouro) registrou-se concentracdo média de 1gG de 8,71 g/dL (Tabela 2). O mesmo
teste também demostrou que a maior concentracdo de 1gG ocorreu no tempo zero, com
reducdo gradual nas horas seguintes. Nas primeiras 24 horas ap0s o parto houve reducéo
de 93,5% na concentracdo de IgG no colostro, atingindo 0,56 g/dL 24 horas apds o

nascimento (Figura 1).
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Tempo (horas) CV(%)  ValorP

0 6 12 24

Colostro
IgG IDR (g/dL) 8,71* 590° 1,11° 0,56° 41,5 <0,001
BRIX % 22,28% 16,87° 10,81°  9,65° 16,1 <0,001
PTBR (g/mL) 12,612 8,03 2,79 2,56° 26,0 <0,001

Soro sanguineo

IgG IDR (g/dL) 0,00° 1,64> 2,84 2,67 30,0 <0,001
PTR (g/dL) 4,28° 5721 6,952 6,16% 25,7 <0,001
PTBI (g/dL) 3,849 513° 6,30 5,73 10,5 <0,001
Albumina (g/dL) 254 246 232 2,29 11,2 0,0566
Globulina (g/dL) 1,30° 2,66°  3,99° 3,442 21,3 <0,001

Tabela 2. Valores médios obtidos por diferentes métodos de avaliacdo do colostro de
fémeas asininas do ec6tipo Nordestino e do soro sanguineo de seus neonatos nos tempos
zero, seis, 12 e 24 horas ap0s o parto, com os respectivos coeficientes de variacdo (CV)
e valor P.

Letras distintas nas linhas indicam diferente entre os tempos de avaliacdo pelo teste de Tukey (p<0,05)
Legenda: imunoglobulina tipo G por imunodifusdo radial (IgG IDR), refratbmetro de Brix (BRIX),
proteinas totais por bromatologia (PTBR), proteinas totais por biureto (PTBI), proteinas totais por
refratometria (PTR), globulina e albumina por biureto.

A avaliacdo de graus Brix feita através do refratdbmetro demostrou comportamento
semelhante a dosagem de IgG por imunodifusdo radial, com maior concentracdo
imediatamente apos o parto (22,28%) seguido de reducdo gradual, chegando a 9,65% as
24 horas ap06s 0 nascimento dos potros. O mesmo comportamento foi observado na
dosagem de proteinas totais através da bromatologia, com concentragdo de 12,61 g/mL
no pés parto imediato e de 2,56 g/mL as 24 horas (Tabela 2).

Houve forte correlacdo entre os resultados das andlises de colostro realizadas
pelos métodos de imunodifusdo radial e refratometria de Brix (Tabela 3). Partindo dos
valores de referéncia de 5,0 e 8,0 g/dL de IgG, que norteiam a classificacdo do colostro
como ruim, bom e 6timo, e utilizando a equacédo de regressao que resultou da correlagcéo
entre os métodos de imunodifusdo radial e refratometria, foi possivel definir que o
colostro de fémeas asininas do ecétipo Nordestino com graus Brix igual ou superior a
20,75% pode ser classificado como 6timo, entre 20,75% e 16,2% de boa qualidade e
abaixo de 16,2% como ruim (Figura 2).

42



25 (A)

20 6
[ 5
15
- 4
e
10 C 3
& 2
5 *
i 1
0 ¢ 0
0 6 12 18 24 1 0 5 10 15 20 25
TEMPO (HORAS) TEMPO (HORAS)
¢I¢GIDR (g/dL) ®WBRIX (%) APTB (g/mL) +[gGIDR ®WPTE xGlobulina XxPTR

Figura 1. (A) ConcentracGes de 1gG por imunodifusdo radial (IgG IDR), graus Brix por
refratometria (BRIX) e concentracdo de proteinas totais por bromatologia (PTBR) do
colostro de fémeas asininas do ec6tipo Nordestino nas primeiras 24 horas apds o parto.
Regressoes: 1gG IDR (y = 0,0198x2 - 0,8364x + 9,1183; R2=0,9557), BRIX (y =
0,0317x2 - 1,3072x + 22,632; R2=0,9852) e PTB (y = 0,0294x2 - 1,1438x + 12,944,
R2=0,9803). (B) Concentracdo de 1gG por imunodifusdo radial (IgG IDR), concentracéo
de proteinas totais por refratometria (PTR), concentracao sérica de globulina por biureto
e concentracdo de proteinas totais por biureto (PTBI) do soro sanguineo de neonatos
asininos do ec6tipo Nordestino nas primeiras 24 horas apés o parto. Regressdes: IgG IDR
(y=-0,0101x? + 0,3545x - 0,0341; R*=0,9972), PTE (y=-0,0097x2 + 0,3158x + 3,7705;
R?=0,9823), Globulina (y= -0,0103x2 + 0,3403x + 1,2149; R?=0,9783) e PTR (y= -
0,0099x2 + 0,3261x + 4,0973; R?>=0,8985).

- Soro sanguineo

A auséncia de IgG no soro sanguineo dos neonatos asininos do ecétipo Nordestino
imediatamente apds o parto, constatada através do teste de imunodifusdo radial,
demostrou que esses potros nascem agamaglobulinémicos, comprovando que geralmente
na espécie ndo ha transferéncia de imunidade via placenta. O mesmo teste mostrou que
seis horas ap6s 0 nascimento e ja com a ingestdo do colostro 0s neonatos apresentaram
quantidades circulantes de 1gG de 1,64 g/dL (Tabela 2).

No teste de imunodifusdo radial a concentracdo de 1gG no soro dos potros
apresentou aumento progressivo do nascimento até 17,9 horas iniciais de vida, momento
em que se registrou o pico de 3,07 g/dL na concentracdo de 1gG no sangue do neonato,

seguido de lenta reducdo até as 24 horas (Figura 1).
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Comportamento semelhante ao do teste de imunodifuséo radial foi observado para
os resultados de proteinas totais obtidas pelos métodos de refratometria e biureto, com
menor concentragdo imediatamente apds o parto, aumento progressivo nas horas
seguintes e pico por volta das 18 horas, seguido de reducdo até 24 horas apds o
nascimento.

As globulinas apresentaram resultados semelhantes ao de 1gG por imunodifusao
radial. Por outro lado, a concentracdo sérica de albumina ndo variou entre zero e 24 horas

apos o parto (Tabela 2).

Valor P Spearmanr Regressao R?

IgG IDR colostro

Brix <0,0001 0,7903 y = 1,4879x + 8,8469 0,9913

PTBR <0,0001 0,9065 y =0,0746x? + 0,5502x + 2,1642 00,9998
IgG IDR soro sanguineo

PTR <0,0001 0,5519 y =0,2789x? + 0,0628x + 4,2908  0,9651

PTBI <0,0001 0,8582 y = 0,0407x? + 0,6822x + 3,8487  0,9729

Albumina 0,0002 -0,4753 y =-0,0274x%- 0,009x + 2,5412  0,9590

Globulina <0,0001 0,8780 y =0,0757x? + 0,672x + 1,3076  0,9830

Tabela 3. Resultados das correlagdes de Spearman e andlises de regressdo entre as
concentracdes de 1gG por imunodifusdo radial (IgG IDR) e graus Brix por refratbmetro
do colostro, entre IgG IDR e concentracdo de proteinas totais por bromatologia (PTBR)
do colostro, entre IgG IDR e proteinas totais por refratdmetro (PTR) do soro, entre IgG
IDR e proteinas totais por biureto (PTBI) do soro, entre IgG IDR e concentracdo sérica
de albumina e entre 1gG IDR e concentracdo sérica de globulina.

Também houve correlacdo entre os resultados das anélises de soro dos potros
realizadas pelos metodos de imunodifusdo radial e refratometria (Tabela 3). De acordo
com a literatura, na espécie equina quando a concentracdo sérica de IgG do potro esta
abaixo de 0,4 g/dL a transferéncia de imunidade passiva é classificada como ruim, entre
0,4 e 0,8 g/dL a transferéncia € parcial, igual a 0,8 g/dL boa e acima de 0,8 g/dL excelente.

Assim, considerando os valores de referéncia de 0,4 e 0,8 g/dL e utilizando a
equacao de regressao que resultou da correlagdo entre os metodos de imunodifusao radial
e refratometria, foi possivel definir que nos asininos do ecétipo Nordestino a transferéncia

de imunidade passiva via colostro € ruim quando a concentra¢do sérica das proteinas
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totais por refratometria esta abaixo de 4,36 g/dL, parcial entre 4,36 e 4,52 g/dL, boa

quando o valor for de 4,52 g/dL e excelente para valores acima de 4,52 g/dL (Figura 2).
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Figura 2. (A) Relagéo entre as concentracdes de IgG por imunodifuséo radial (1gG IDR)
e graus Brix (BRIX) por refratbmetro do colostro de fémeas asininas do ecétipo
Nordestino. (B) Relacdo entre as concentragfes de 1gG por imunodifusdo radial (1I9G
IDR) e as concentracdes de proteinas totais por refratometria (PTR) do soro sanguineo de
neonatos asininos do eco6tipo Nordestino.

As concentracOes de proteinas totais por refratometria e por biureto foram

numericamente semelhantes e também apresentaram forte correlagdo (Tabela 3).

4. Discussao

- Colostro

Para que ocorra eficiente transferéncia de imunidade para os neonatos asininos €
importante que os potros estejam de pé e mamando até as duas primeiras horas de vida e
que facam a ingestdo de um colostro de qualidade [10]. No presente estudo, o fato de
todos os neonatos terem ingerido o primeiro colostro até 70 minutos apds o nascimento
aproxima-se do tempo médio de 61,2 minutos observado em potros asininos da raca
Martina Franca [11]. J& na espécie equina foi relatado tempo médio de 94,7 minutos [12].

A diferenca de tempo a primeira mamada entre algumas racas e especies pode
estar associada ao comprimento dos membros dos potros, pois quanto menor a distancia
entre o esterno e o solo ha probabilidade de maior agilidade e coordenagdo motora do
animal [13]. Em adicdo, asininos adultos do ec6tipo Nordestino apresentam altura na

cernelha entre 1,00 e 1,20 m, independente do sexo [7].
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A concentracdo total de 1gG no colostro das fémeas pode sofrer influéncia da
idade, raca, sanidade, estagio de lactacdo, alimentagédo e condi¢cGes ambientais [14]. Em
estudo com fémeas asininas da raca Martina Franca observou-se concentracéo de 1gG de
2,95 g/dL imediatamente ap0s o parto [15] e na raca asinina Amiata concentragcdo media
de 1,9 g/dL de IgG apds o nascimento dos potros [16]. Ambos os valores registrados nos
trabalhos supracitados foram muito inferiores a concentracdo media de 8,71 g/dL de 1gG
observada no colostro das fémeas asininas do ec6tipo Nordestino imediatamente apds o
parto.

Reforgcando a diferenca na qualidade do colostro constatada acima entre racas
asininas, a concentracdo de proteinas totais de 12,61 g/mL observada no colostro das
fémeas do ecdtipo Nordestino, pelo método bromatoldgico, também foi superior ao valor
de 10,24 g/mL registrado na raga Amiata [17] e de 8,67 g/mL observado nas racas
Merzifon, Anatolia e Arcadia [18].

Os asininos do ecotipo Nordestino foram desenvolvidos em um bioma
caracterizado pela restricdo de agua e, portanto, de alimentos, fato que pode ter
intensificado ainda mais a rusticidade inerente a espécie [2]. Nesse sentido, melhor
alimentacdo fornecida as fémeas utilizadas no estudo, principalmente no ultimo més de
gestacdo, quando consumiram pastagem de boa qualidade e foram suplementadas com
alimento concentrado especifico para fémeas gestantes, aliado a fatores genéticos
naturalmente selecionados, podem ter influenciado na qualidade do colostro produzido
por elas, inclusive quando comparado aos outros estudos.

Maior concentracdo de 1gG no colostro imediatamente apds o parto, seguido de
reducdo acentuada até as primeiras 24 horas, tambem foi observado na raga asinina
Amiata [16] e na espécie equina [19]. No final da gestacdo, mudancas hormonais
influenciam a composicdo das secre¢des produzidas pelas glandulas mamarias e na
quantidade de proteinas ativamente transferidas a partir da corrente sanguinea que juntos
constituirdo o colostro. Portanto, o primeiro colostro é composto pelas secrecdes e
proteinas acumuladas nas ultimas semanas de gestacdo, justificando as maiores
concentrac@es de IgG no pos parto imediato [20].

O refratdmetro de Brix foi desenvolvido para medir, através do indice de refragéo,
a quantidade de sacarose em vinhos, sucos de frutas e melaco, além de medir em outros
liquidos a densidade de sélidos totais. No colostro, essa densidade tem correlacdo direta

com a quantidade de imunoglobulinas. Esse método se mostrou satisfatorio para a
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avaliacdo do colostro de vacas e éguas a campo, devido a facilidade de execucdo, rapidez
e baixo custo [21].

No presente estudo, a forte correlagdo entre a concentracdo de IgG no teste de
imunodifusdo radial e os resultados da avaliagdo por refratometria sugerem que o
refratbmetro de Brix pode ser uma alternativa segura para avaliacdo do colostro a campo,
assim como ja € usado para outras espécies, evitando que os potros de fémeas asininas
facam a ingestdo de colostro de mé qualidade e tenham falha na transferéncia de

imunidade passiva.

- Soro sanguineo

Assim como na espécie equina, a placenta da fémea asinina apresenta seis
camadas de tecidos entre o capilar materno e o capilar fetal, que ndo permitem a passagem
de macromoléculas entre a mée e o feto [22], sendo esse 0 motivo para que 0s neonatos
asininos do ecotipo Nordestino nascam agamaglobulinémicos.

A absorcdo das imunoglobulinas presentes no colostro é responsabilidade dos
enterdcitos, células epiteliais especializadas que estdo presentes no intestino delgado,
através do processo de pinocitose. Essa absor¢do diminui em torno de 80% até as 12 horas
apos o nascimento, chegando as 24 horas com apenas 1% de absorc¢éo. 1sso ocorre devido
ao amadurecimento dos enterdcitos e, consequentemente, diminuicdo da absorcdo de
macromoléculas. Sabe-se que nos potros equinos leva-se em torno de seis horas para que
as imunoglobulinas absorvidas no intestino cheguem até a corrente sanguinea [20]. O
mesmo também foi observado no presente estudo com 0s neonatos asininos, pois seis
horas ap0s o0 nascimento e com a ingestdo do colostro eles ja apresentaram quantidade
consideravel de imunoglobulinas circulante.

Em estudo com potros equinos de diferentes ragas observou-se que entre 5 e 8
horas apds 0 nascimento e ingestdo do colostro os potros apresentaram concentracdes de
IgG em torno de 0,96 g/dL [23]. Em potros asininos da raca Amiata foi registrada
concentracdo média de 1,1 g/dL seis horas apds o parto [16]. Ambos os estudos
apresentaram valores inferiores aos observados nos potros asininos do ecotipo
Nordestino, que seis horas ap06s 0 parto ja apresentaram concentracdes médias de 1,74
g/dL. Maior concentracdo de 1gG apresentada pelos potros do presente estudo pode estar
associado a qualidade do colostro e a agilidade para sua ingestao, aproveitando o melhor

momento do intestino para absor¢do de macromoléculas.
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Nos potros equinos as concentraces maximas de 1gG circulante ocorrem em
torno das 18 horas apds o nascimento e ingestdo do colostro [24]. Essa informacao
corrobora os dados do presente estudo, pois através da curva de regressao estimou-se que
a concentracgao serica maxima de 1gG nos potros ocorreu as 17,9 horas ap0s nascimento.
Acredita-se que esse dado esteja diretamente associado ao fechamento e maturacdo dos
enterdcitos. Assim, por volta das 12 horas ap0s 0 nascimento ndo ocorre mais a absor¢ao
de macromoléculas, e o pico da concentragdo sérica de IgG nos potros ocorre apos mais
seis horas, correspondendo justamente ao periodo necessario para metabolizacdo das
imunoglobulinas.

O diagnéstico para falha de transferéncia de imunidade deve ser preciso e rapido,
pois falhas nesses diagnosticos acarretam prejuizos para o potro, podendo 0 mesmo ser
alvo de infecgBes clinicas graves, aumentando assim o risco de morte. Por isso, é
necessario usar testes com boa sensibilidade e especificidade [25]. Devido aos altos custos
de técnicas diretas que diagnosticam falhas na transferéncia de imunidade, a quantificacdo
de proteinas totais vem sendo utilizado como método indireto, de facil acesso e baixo
custo para a espécie equina. Em estudo com potros da raca Quarto de Milha observou-se
100% de sensibilidade e 73,3% de especificidade para diagnostico de falha na
transferéncia de imunidade passiva através da dosagem de proteinas totais com o uso do
refratbmetro [26].

O indice de refragdo das proteinas totais pode ser alterado pelo aumento de alguns
solidos ndo proteicos dissolvidos na amostra, podendo causar medidas superficialmente
altas, ndo condizendo com a quantificacdo de proteinas totais propriamente dita [27]. Esse
fato ndo foi observado para as amostras de soro sanguineo de neonatos asininos do ecétipo
Nordestino, pois a quantificacdo de proteinas totais por refratometria e biureto demostrou
resultados numéricos muito semelhantes e forte correlacdo, indicando que o refratbmetro
é um método seguro para utilizacéo.

Em estudo onde foram comparados diferentes métodos para avaliacdo de
transferéncia de imunidade em potros asininos da raca Amiata, observou-se maior
quantidade de proteinas totais circulantes as 12 horas apds o0 nascimento,
independentemente do método utilizado [28]. Resultados semelhantes também foram
encontrados em potros equinos [29]. Esses dados corroboram com os encontrados para
potros asininos do eco6tipo Nordestino através dos métodos de refratometria e biureto.
Acredita-se que esse aumento esteja totalmente ligado ao aumento nas concentragdes

séricas de IgG, pois as imunoglobulinas sdo parte das proteinas totais.
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Em estudo realizado com neonatos equinos da raca Quarto de Milha observou-se
falha parcial na transferéncia de imunidade quando as concentragdes séricas de proteinas
totais dos potros foram iguais ou inferiores a 5,7 g/dL, pois esse valor esta relacionado a
uma concentragdo sérica de IgG abaixo de 0,8 g/dL [26]. No presente estudo, além de
nenhum dos potros terem apresentado falha na transferéncia de imunidade, com
concentracdo sérica de proteinas totais de apenas 4,5 g/dL os neonatos asininos ja
possuiam concentracdo de 1gG de 0,8 g/dL, considerada uma Otima transferéncia de
imunidade para potros equinos [19, 24].

A dosagem de proteinas totais por refratometria em soro sanguineo de potros
asininos da raca Amiata foi correlacionada com a dosagem de 1gG por imunodifusao
radial e demostrou alta correlacdo [28], dado que corrobora com os encontrados para 0s
potros asininos do eco6tipo Nordestino, reforcando que a dosagem de proteinas totais por
refratometria pode ser utilizada para o diagnostico de falha na transferéncia de imunidade
para espécie e que, devido a facilidade de uso a campo e o baixo custo, traria vantagens
na producéo da especie asinina.

Os resultados do presente estudo evidenciaram diferengas na transferéncia de
imunidade passiva entre as espécies equina e asinina, reforcando a importancia de se
estabelecer parametros especificos para os jumentos, sendo essa umas das razdes do deste
trabalho.

5. Conclusao

O colostro das fémeas asininas do ecétipo Nordestino é de 6tima qualidade,
garantindo titulacdo de imunoglobulinas capaz de imunizar eficientemente o neonato.
Além disso, a forte correlacdo entre a refratometria e o teste de imunodifusdo radial, tanto
para analise de colostro como de soro, atesta que a andlise por refratometria € eficiente

para ser utilizada a campo no monitoramento de asininos deste ecotipo.

49



6. Referéncias

1. FAO. FAOSTAT - Live Animals Disponivel em:
<htpp://www.fao.org/faostat/em/#data/QA> Acesso em 11.ago.2019.

2. Carneiro GF, Lucena JEC, Oliveira Barros L. The current situation and trend of
the donkey industry in South America.J of Equine Vet Sci 2018; 65, 106-110.
https://doi.org/10.1016/j.jevs.2018.03.007

3. Camillo F, Rota A, Biagini L, Tesi M, Fanelli D, Panzani D. The current situation
and trend of donkey industry in Europe.J of Equine Vet Sci 2018; 65, 44-49.
https://doi.org/10.1016/].jevs.2017.11.008

4. Piovesana S, Capriotti AL, Cavaliere C, La Barbera G, Samperi R, Chiozzi R et
al. Peptidome characterization and bioactivity analysis of donkey milk, 2015;J of
proteomics, 119, 21-29. https://doi.org/10.1016/j.jprot.2015.01.020

5. Polidori P, Beghelli D, Mariani P, Vincenzetti S. Donkey milk production: state
of the art. Italian J of Animal Sci 2009; 8, 677-683.
https://doi.org/10.4081/ijas.2009.s2.677

6. Martini M, Altomonte I, Licitra R, Salari F. Nutritional and nutraceutical quality
of donkey milk. J of Equine Vet Sci 2018; 65, 33-37.
https://doi.org/10.1016/j.jevs.2017.10.020

7. Messias TBON, Araujo, EDOM, Sant’Ana AMDS, Lucena JEC, Pacheco MTB,
Queiroga RDCRDE et al. Challenges and perspectives for exploiting donkey milk in the
Brazilian  Northeast. Cienc  Rural 2021; 52. https://doi.org/10.1590/0103-
8478cr20210058

8. NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC. Nutrient requeriments of small
ruminants. 12 edi¢cdo. Washington: DC; 2007, pag 362.

9. AOAC. Official methods of analysis. 19 @ edi¢do. Gaithersburg, MD: AOAC Intl;
2012.

10.  Aronoff N. The donkey neonate. Veterinary Care of burros. Int Vet Inf Serv 2010.
8-9.

11.  Mazzatenta A, Veronesi MC, Vignola G, Ponzio P, Carluccio A, Amicis I.
Behavior of Martina Franca donkey breed jenny-and-foal dyad in the neonatal period. J
of Vet 2019; 33, 81-89. https://doi.org/10.1016/].jveb.2019.07.005

12. Panzani S, Comin A, Galeati G, Romano G, Villani M, Faustini M. et al,. How
type of parturition and health status influence hormonal and metabolic profiles in
newborn foals. Theriogenology 2012; 77(6), 1167-1177.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2011.10.023

50



13.  Lucena JEC, Vianna SAB, Berbari F, Sales RLM, Diniz WJS. Caracterizacao
morfométrica de fémeas, garanhdes e castrados da raca Campolina baseada em
indices. Arq Bras Med Vet e  Zoot  2016; 68, pag  431-438.
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4162-8016

14.  Coverdale JA., Hammer CJ, Walter KW. Horse species symposium: Nutritional
programming and the impact on mare and foal performance. J of Anim Sci 2015; 93,
3261-3267. doi:10.2527/jas2015-9057

15.  Veronesi MC, Gloria A, Panzani S, Sfirro MP, Carluccio A, Contri A. Blood
analysis in newborn donkeys: hematology, biochemistry, and blood gases
analysis. Theriogenology 2014, 82, 294-303.
http://dx.doi.org/10.1016/].theriogenology.2014.04.004

16.  Turini L, Bonelli F, Nocera I, Battaglia F, Meucci V, Panzani et al. Evaluation of
jennies' colostrum: 1gG concentrations and absorption in the donkey foals. A preliminary
study. Heliyon 2020; 6, 0459. b. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2020.e04598

17.  Turini L, Nocera I, Bonelli F, Mele M, Sgorbini M. Evaluation of Brix
refractometry to estimate colostrum quality in Jennies. J Equine Vet Sci 2020; 92,
103172.a. https://doi.org/10.1016/].jevs.2020.103172.

18.  Ozturkoglu-Budak S. Effect of different treatments on the stability of lysozyme,
lactoferrin and B-lactoglobulin in donkey milk. Inter J of Dairy Techno 2018, 71 (1), 36-
45. doi: 10.1111/1471-0307.12380

19.  Kbnottenbelt DC, Holdstock N, Madigan JE. Equine Neonatal Medicine and
Surgery E-book: Med and Surgery. Elsevier Heal Sci, 2004.

20. Tizard IR. Imunologia veterinaria. 10? edi¢do. Brasil: Elsevier; 2018.

21.  Elsohaby I, McClure JT, Keefe GP. Evaluation of digital and optical
refractometers for assessing failure of transfer of passive immunity in dairy calves. J of
Vet Intern Med 2015; 29, 721-726. doi: 10.1111/jvim.12560

22.  Prestes NC, Landim-Alvarenga FC. Obstetricia veterinaria. 2 edi¢do. Brasil:
Grupo Gen-Guanabara; 2017.

23.  Erhard MH, Luft C, Remler HP, Stangassinger M. Assessment of colostral
transfer and systemic availability of immunoglobulin G in new-born foals using a newly
developed enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) system. J of Animal physiol
and Animal Nutr 2001; 85(5-6), 164-173. d0i:10.1046/j.1439-0396.2001.00313.x

24. Sievert M, Krohn J, Wehrend A. Immunglobulinkonzentration im equinen
Kolostrum und im Blut neugeborener Fohlen sowie klinisch relevante 1gG. Vet Prat Edit
G: Larg animals/ farm animals 2019. 47, 298-307. https://doi.org/10.1055/a-1005-0004

25.  Ayala MSF, Oliver-Espinosa OJ. Risk factors associated with failure of passive

transfer of colostral immunoglobulins in neonatal Paso Fino foals. J Equine Vet Sci
2014; 44, 100-104. DOI: 10.1016/j.jevs.2016.05.006.

51



26.  Sobral GG, Neto OCG, Silva AM, Carneiro, GF. Evaluation of Optical
Refractometer for Assessing Failure of Transfer of Passive Immunity in Foals. J Equine
Vet Sc 2021. https://doi.org/10.1016/j.jevs.2021.103758

27.  George JW. The usefulness and limitations of hand-held refractometers in
veterinary laboratory medicine: an historical and technical review. Vet Cli Pathol
2001, 30(4), 201-210. https://doi.org/10.1111/].1939-165X.2001.tb00432.x

28.  Turini L, Bonelli F, Nocera I, Meucci V, Conte G, Sgorbini M. Evaluation of
different methods to estimate the transfer of immunity in donkey foals fed with good
quality 1gG colostrum: A preliminary study. Animals, 2021; 11 (2),

507. https://doi.org/10.3390/ani11020507

29. Neto CA, Oliveira-Filho JP, Delfiol DJ, Badial PR, Aratjo JP, Cruz TF et al.
Proteinograma e concentracdo sérica de 1gG em potros, do nascimento aos trinta dias de
vida, tratados com plasma. Pesqui Vet Bras 2018; 38, 795-805. Doi: 10.1590/1678-5150-
PVB-5388.

52



