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EXTRATO

SOARES FILHO, Paulo Martins, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
novembro, 2000. DeterminagOes de imunoglobulinas G, inibidores de
tripsina e lactoferrina em colostros de vacas mesticas holandés-zebu.
Orientador: Pacifico Anténio Diniz Belem. Conselheiros: José Ivo Ribeiro
Junior, José Mario da Silveira Mezéncio e Maria Goreti de Almeida Oliveira.

Essa pesquisa foi conduzida em seis fazendas de criacdo de bovinos
leiteiros mesticos holandés-zebu de diferentes graus de sangue, localizadas nas
microrregides de Ponte Nova e Vigosa, Minas Gerais. Os objetivos consistiram
em conhecer os niveis de IgG, inibidores de tripsina e lactoferrina encontrados
em colostros dos referidos animais. Para isso, as determinacdes de IgG e de
lactoferrina foram feitas através de imunodifusdo radial simples e, no caso dos
inibidores de tripsina, foi empregada técnica colorimétrica, utilizando-se o
substrato sintético D-L, BApNA. Os niveis médios de 1gG (154,94 mg/ml) e de
inibidores de tripsina (0,9577 mg de tripsina inibida/ml) n&o foram influenciados
pelos diferentes grupos de graus de sangue e se apresentaram muito superiores
aos relatados para ragas taurinas puras. A grande amplitude verificada para o
intervalo de confianca envolvendo niveis médios de 1gG ndo tem implicacdes
praticas, ja que seu limite inferior de 134 mg/ml é bastante elevado. Por outro
lado, em se tratando de lactoferrina, vacas com mais de 75% de grau de sangue
holandés apresentaram concentracGes médias mais altas que as pertencentes aos
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demais grupos de grau de sangue. Para essa Ultima caracteristica, os valores
médios verificados em cada grupo (1 a 4) foram, respectivamente, 0,65 mg/ml,
0,82 mg/ml, 1,58 mg/ml e 0,96 mg/ml, mas a alta variabilidade encontrada nédo
permitiu obter uma estimativa média representativa, segundo os diferentes
grupos estabelecidos. Concluiu-se, entdo, que, na maioria das vezes, nao se
justifica o emprego de métodos artificiais de fornecimento do colostro em se
tratando de animais mesticos holandés-zebu. Em tese, bastaria que se recorresse a
mamada natural assistida, nas primeiras horas de vida, para assegurar que
bezerros mesticos holandés-zebu venham a receber adequadas concentragdes de

anticorpos colostrais necessarios a transferéncia de imunidade passiva.
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ABSTRACT

SOARES FILHO, Paulo Martins., M.S., Universidade Federal de Vicosa,
november, 2000. Immunoglobulin G, trypsin inhibitor and lactoferrin
concentrations in colostrum from crossbred holstein-zebu dairy cows.
Adviser: Pacifico Anténio Diniz Belém. Commitee members: José Ivo
Ribeiro Junior, José Mario da Silveira Mezéncio and Maria Goreti de
Almeida Oliveira.

Colostrum samples from 88 crossbred holstein-zebu (HZ) dairy cows
were analyzed for immunoglobulin G (IgG), trypsin inhibitor (T1) and lactoferrin
(LF) concentrations. The first and the last were determined by single radial
immunodifusion and TI by colorimetric procedure with D,L-BApNA
chromogenic subtract of trypsin. Mean colostral levels of IgG and TI were
145,97 mg/ml and 0,9577 mg of trypsin inhibited/ml, respectively. Both were not
influenced by group of crossbred HZ. Additionally, it was observed that the large
confidence interval of IgG mean was not important because its low limit (134
mg/ml) is so high. Lactoferrin concentrations were affect by crossbred groups
and the means were 0,65 mg/ml, 0,82 mg/ml, 1,58 mg/ml and 0,96 mg/ml for
each group of cows. Crossbred cows with >75% HZ showed higher LF
concentrations, although a representative general mean could not be obtained due
its high variability. Considering these results, mainly 1gG concentrations, it was

concluded that it is not necessary an artificial method of feeding colostrum to
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crossbred holstein-zebu calves. Probably, the assisted natural sucking as soon

after birth as possible is sufficient to get passive immune transfer.



INTRODUCAO

Bezerros, normalmente, nascem hipo ou agamaglobulinémicos, porque
suas caracteristicas placentarias impedem a transferéncia de imunidade passiva
durante a gestacdo. Por conseguinte, esses animais sdo dependentes de préaticas
de manejo que objetivem protegé-los contra diversos agentes infecciosos com os
quais se deparam logo ao nascer. Nesse sentido, o fornecimento adequado de
colostro, nas primeiras horas de vida, é de fundamental importancia para que 0s
recém-nascidos possam adquirir fatores de imunidade de origem materna contra
tais patégenos (BANKS e McGUIRE, 1989; TIZARD, 1996).

As imunoglobulinas colostrais séo importantes para reducgéo das taxas de
morbidade e mortalidade de bezerros e para a melhoria dos indices de
desempenho desses animais (SELIM et al., 1995; PERINO et al., 1995;
DONOVAN et al., 1998). Dai elas serem consideradas os principais fatores de
protecdo transferidos pelo colostro (REITER, 1978). Entretanto, quando o
bezerro mama o colostro, outros constituintes como células, fatores
antimicrobianos inespecificos e inibidores de tripsina sdo também ingeridos e
desempenham importantes fung6es, na medida em que favorecem a absorgéo ou
potencializam a acdo das imunoglobulinas e modulam a resposta imune no

recém-nascido.



Deve-se chamar a atenlgcdo para o fato de que os rebanhos leiteiros
nacionais contém, predominantemente, vacas mesticas holandés-zebu, das quais
muito pouco se conhece sobre as variagdes de seus constituintes colostrais de
importancia na imunidade neonatal. Por isso mesmo esta pesquisa foi conduzida,
e seus objetivos consistiram em conhecer os niveis de imunoglobulinas G (IgG),
inibidores de tripsina e lactoferrina encontrados em colostros das referidas vacas.

Acredita-se que a inexisténcia de informacgdes neste sentido dificulte a
avaliacdo das préaticas de manejo de colostro e de criacdo de bezerras adotadas
em nosso meio, quanto a seus reflexos na profilaxia de doengas que acometem
esses animais. Por certo, os conhecimentos gerados com essas pesquisas poderao
nortear a implementacdo de recomendacfes aplicaveis a propriedades com
caracteristicas semelhantes aquelas onde foram conduzidos os estudos aqui

registrados.



REVISAO DE LITERATURA

WATTIAUX (1997) afirma que tanto as concentragbes de
imunoglobulinas quanto a diversidade delas precisam ser levadas em conta
quando se pensa em colostros de boa qualidade. Esses colostros,
necessariamente, devem ser ricos em anticorpos especificos, capazes de conferir
ao recém-nascido imunidade contra os diversos agentes do ambiente onde ele
vive.

Considerando-se que a maior parte dos anticorpos encontrados no sangue
do bezerro neonato advém da ingestdo do colostro logo apés o parto
(WATTIAUX, 1997), e fundamental que estes animais venham a ingerir um
produto de alta qualidade nas primeiras horas de vida, ocasido em que sua parede
intestinal se encontra muito permeavel aos constituintes dessa secrecdo. Na
medida em que este mesmo fendmeno pode favorecer, também, a absorcdo de
microrganismos ingeridos, a protecdo através da administracdo do colostro deve
se antecipar a ingestao de patdégenos do ambiente (CAMPOS e LIZIERE, 1998).

As concentracfes de imunoglobulinas do colostro variam de acordo com
a duracdo do periodo seco (WATERMAN, 1998), exposicdes prévias da vaca aos
diversos agentes, volume de colostro produzido, estacdo do ano e raca, dentre
outros (A GUIDE TO COLOSTRUM ..., 1998).



Segundo WATTIAUX (1997), em vacas holandesas, as concentragdes de
imunoglobulinas colostrais variam entre 2 e 23%, com média de 6%.
PRITCHETT et al. (1991) encontraram uma concentracdo média de
imunoglobulinas G no colostro de vacas holandesas equivalente a 48,2 g/l, e
amplitude variando de 20 g/l até valores superiores a 100 g/l. QUIGLEY et al.
(1994), por outro lado, verificaram que o colostro de vacas jersey possui, em
média, 66 g/l de IgG, com amplitude de 28 a 115 g/l. Essa grande variacdo nas
concentragdes de imunoglobulinas dificulta um manejo mais acurado do colostro,
e a diferenca entre 20 e 100 g/l de IgG pode significar falha ou sucesso na
transferéncia de imunidade passiva (A GUIDE TO COLOSTRUM ... 1998).

GAY e BESSER (1991) comprovaram que cerca de 55% dos colostros
de vacas nos EUA contém menos de 100 g de 1gG; em dois litros e que 10%
deles ndo atingem esta concentracdo nem em quatro litros.

Para QUIGLEY (1997), a concentracdo de imunoglobulinas do colostro
é o principal fator a ser considerado na definicdo do volume que o animal deve
mamar, pois 0 que se estd procurando é administrar imunoglobulinas e ndo o
colostro.

RADOSTITS et al. (1994) preconizam que o0 bezerro deve ingerir de 80 a
100g de imunoglobulinas, para que ele consiga alcangar niveis séricos adequados
para enfrentar desafios de patdgenos do ambiente. Dai, BESSER et al. (1991)
recomendarem que as concentracfes de imunoglobulinas do colostro devam
exceder 30 mg/ml ou até mesmo 50 mg/ml, para assegurar que as 100 g
requeridas por bezerras da raca holandesa sejam disponibilizadas nos dois litros
de colostro que normalmente lhes sdo fornecidos durante as primeiras doze horas
de vida.

STOTT et al. (1979) salientam que a alta concentragdo de
imunoglobulinas do colostro é importante na transferéncia de imunidade passiva,
pois ela é capaz de estimular a atividade pinocitica de um ndmero maior de
células intestinais. Nesse sentido, torna-se interessante fornecer colostros ricos
em imunoglobulinas aos bezerros imediatamente apds o nascimento, pois a

capacidade de absorcdo das células intestinais é finita e esta pratica também



reduz o risco de ocupacao dos sitios receptores por outras macromoléculas, o que
comprometeria a transferéncia de imunidade passiva ao neonato (STALEY e
BUSH, 1985; HOPKINS e QUIGLEY, 1997).

No colostro de vacas, encontram-se, ainda, niveis elevados de inibidores
de tripsina, que sdo capazes de preservar as imunoglobulinas G e outros
constituintes proteicos da digestdo, embora eles praticamente ndo tenham
qualquer acdo sobre outras enzimas proteoliticas (LASKOWSKI e
LASKOWSKI, 1951; BROCK et al., 1978; PINEIRO et al., 1978; JENSEN,
1978; QUIGLEY et al., 1995b e 1995¢; BAINTNER e CSAPO, 1996). Dentre os
inibidores colostrais de tripsina, uma familia constituida de quatro isoformas é
resistente ao congelamento, descongelamento e aquecimento as mesmas
temperaturas capazes de preservar a integridade das imunoglobulinas colostrais.
Além disso, esses inibidores ndo sdo inativados pela acidez do abomaso e
respondem por 60 a 70% da atividade antitripsina (LASKOWSKI e
LASKOWSKI, 1951; PINEIRO et al., 1975; CHECOVA, 1976; SANDHOLM e
HONKANEN-BUZALSKI, 1979).

Considerando-se o colostro obtido na primeira ordenha pds-parto,
PINEIRO et al. (1978) verificaram que os niveis de inibidores de tripsina em
soros de colostros de vacas sdo da ordem de 0,798 mg de tripsina inibida/ml. No
colostro total, por sua vez, HONKANEN-BUZALSKI e SANDHOLM (1981) e
QUIGLEY et al. (1995b) relataram, respectivamente, 0,5 mg/ml e 0,56 mg/ml.

A adicdo de um inibidor de tripsina extraido do colostro de porcas a dieta
de leitbes promoveu aumento da absorcdo de 1gG e IgA (JENSEN e
PEDERSEN, 1982). No entanto, a literatura ndo registra estudos similares em
bezerros.

QUIGLEY et al. (1995c¢) conseguiram, também, aumentar a absorgéo de
imunoglobulinas, inclusive IgM, quando adicionaram inibidor de tripsina
extraido da soja ao colostro de vacas. Esse efeito na absorcdo de IgM foi
atribuido ao fato de que a referida substancia é capaz de inibir, também, a
quimotripsina. A despeito dos resultados alcancados, os autores sdo da opinido de
que essa pratica é economicamente invidvel em funcdo dos altos custos do

inibidor de tripsina da soja.



Além de imunoglobulinas, o colostro de vacas contem lactoferrina e
outros fatores antimicrobianos inespecificos, que desempenham importante papel
na imunidade neonatal. A lactoferrina se acha presente no colostro total de vacas
em concentragdes de 2 a 5 mg/ml (REITER, 1978), e, no soro dessa secrecéo,
alcanga 1,82 mg/ml (NONNECKE e SMITH, 1984).

TSUJI et al. (1990) encontraram, respectivamente, as seguintes
concentracGes de lactoferrina no colostro total de vacas holandesas, jersey,
“japanese black” e “japanese brown”: 1,96 mg/ml; 2,11 mg/ml; 0,56 mg/ml e
0,40 mg/ml. Estes resultados sugerem interferéncia de raca na variavel estudada.

Sabe-se que a lactoferrina possui comprovada fungdo protetora na
glandula maméria durante o periodo seco (NONNECKE e SMITH, 1984) e,
possivelmente, no trato gastrintestinal do recém-nascido. NONNECKE e SMITH
(1984) e CARLSSON et al. (1989), respectivamente, constataram que a
lactoferrina é capaz de inibir o crescimento de E. coli e Bacillus

stearothermophillus.



CAPITULO 1

CONCENTRACOES DE IgG EM COLOSTROS DE VACAS MESTICAS
HOLANDES-ZEBU

1. INTRODUCAO

Os niveis séricos de imunoglobulinas necessarios para conferir protecao
a bezerros recém-nascidos sdo influenciados por determinados fatores ambientais
e pela carga de patdgenos a qual os animais sdo expostos (HOPKINS et al., 1984;
GARRY et al., 1993). No entanto, ha um consenso de que, em bezerros com 24
horas de idade, concentracbes minimas de imunoglobulinas G (IgG) sericas
equivalentes a 10 mg/ml sdo suficientes para minimizar riscos de doencas
infecciosas na maioria dos ambientes onde esses animais sdo criados (A GUIDE
TO COLOSTRUM AND MANAGEMENT ..., 1998). TYLER et al. (1996), por
outro lado, admitem que concentracBes sericas mais elevadas talvez sejam
requeridas por animais criados em mas condicbes de higiene e que, em situacbes
radicalmente opostas, concentracBes inferiores as referidas acima também
poderiam ser suficientes.

Para que esses neonatos possam alcancar niveis sericos de anticorpos
considerados adequados, cerca de 80 a 100 g de imunoglobulinas deverdo ser

ingeridas através do colostro logo apds o parto (RADOSTITS et al., 1994). Sob
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esse aspecto, tem sido recomendado que bezerros recém-nascidos devem receber,
no seu primeiro dia de vida, um volume de colostro correspondente a 10 % do
seu peso, sendo metade fornecida dentro das primeiras seis horas pos-parto e o
restante até doze horas (PARISH, 1996). Aqueles pertencentes a racas leiteiras de
maior porte devem ingerir, no minimo, quatro litros de colostro (GAY e
BESSER, 1991; MORIN et al., 1997).

Para estabelecimento das praticas referidas acima, pesquisadores
procuraram conhecer as concentragcdes de imunoglobulinas do colostro, mas a
grande maioria dos estudos foi feita em rebanhos constituidos por animais da
raca holandesa. A partir do momento em que foram encontradas diferengas nas
concentracfes de imunoglobulinas colostrais em outros rebanhos (QUIGLEY et
al., 1994; PERINO, 1997; TYLER et al., 1999), surgiram questionamentos sobre
essas recomendacdes (TYLER et al., 1999), ou até mesmo foram introduzidas
modificacdes envolvendo praticas de fornecimento de colostro (BRENNER et
al., 1992; QUIGLEY et al., 1995a). De fato, a concentracdo de imunoglobulinas
no colostro é o mais importante fator a se considerar, quando se decide qual
volume o animal deve mamar, pois 0 que se estd procurando com as praticas
usuais referidas é a administracdo de imunoglobulinas e ndo de colostro per se.
Obviamente, se a concentracdo de imunoglobulinas for baixa, maior volume de
colostro seré necessario (QUIGLEY, 1997).

No Brasil, as recomendacdes envolvendo fornecimento de colostro a
bezerros, objetivando transferéncia de imunidade passiva, tém seguido as
mesmas preconizadas para rebanhos norte-americanos que, em sua maioria, séo
constituidos por animais da raga holandesa. Entretanto, ndo ha um conhecimento
satisfatério envolvendo concentracdes de imunoglobulinas colostrais em vacas
mesticas holandés-zebu de diferentes graus de sangue, que sdo predominantes
nos nossos rebanhos leiteiros. Acredita-se que informagbes dessa natureza,
geradas por essa pesquisa, permitirdo ajustar a implementacdo de préticas
relacionadas ao fornecimento de colostro a bezerros neonatos criados na maioria

das nossas condigdes.



2. MATERIAL E METODOS

Na presente pesquisa, foram utilizadas seis fazendas de criacdo de
bovinos leiteiros mesticos holandés-zebu das microrregides de Ponte Nova e
Vicosa, Minas Gerais, selecionadas entre aquelas onde foram mantidas
producdes superiores a 500 litros diarios ao longo do ano ou, pelo menos, durante
a maioria dos meses. A producdo média diaria de leite por vaca, nos diversos
rebanhos considerados, situava-se entre 12 e 15 litros e, em termos de volume de
colostro obtido na primeira ordenha, valores entre 0,5 a 5 litros foram
observados.

As propriedades eram assistidas por tecnicos ligados a bovinocultura
leiteira e adotavam praticas de manejo e de gerenciamento condizentes com
niveis satisfatorios de tecnificacdo para a atividade, tais como: inseminacéao
artificial em 100% dos animais em reproducdo, ordenha mecanica, tanques
resfriadores para leite, alimentacdo volumosa a base de pastagens de gramineas e
silagem de milho, capim verde picado e/ou cana com uréia, fornecimento de
concentrados conforme recomendac0es técnicas, e emprego de praticas sanitarias
minimas necessarias para garantir a higidez dos rebanhos. Todas elas foram
consideradas homogéneas e ndo apresentavam quaisquer caracteristicas capazes

de influenciar as variaveis estudadas.



Entre junho e setembro de 1999, foram colhidas 88 amostras de colostros
obtidas na primeira ordenha pds-parto de vacas higidas e sem histérico de
mastites ou qualquer afeccdo que pudesse interferir na composicdo da referida
secrecdo. Para isto, foram utilizados frascos plasticos individuais que, em
seguida, foram congelados a —20°C nas proprias fazendas ou no Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa. Posteriormente, esse material foi
descongelado, aliquotado em criotubos de 3 ml e novamente congelado até o
momento de ser processado em laboratérios da Instituicéo.

Além do material ja referido, foram colhidas também informacGes a
respeito do grau de sangue holandés-zebu (HZ) dos animais utilizados na
pesquisa, 0 que permitiu distribui-los em quatro grupos de graus de sangue:
Grupo 1 = menos de 70% de grau de sangue holandés (19 vacas); Grupo 2 =
animais ¥ HZ (46 vacas); Grupo 3 = mesticos entre 80 e 90 % de grau de sangue
holandés, que corresponderam a 13/16 HZ e 7/8 HZ (11 vacas); Grupo 4 = vacas

com mais de 90% de grau de sangue holandés (12 animais).

2.1. Concentracéo de I1gG

A producdo de anticorpos anti-lIgG foi feita em coelhos de acordo com o

seguinte protocolo:

I. os animais foram inoculados por via subcutanea a intervalos quinzenais,
sendo que na primeira inoculacdo cada um recebeu 1 mg de IgG bovina'
em 800 ul de solucdo constituida de volumes iguais de salina (0,9%
NaCl v/v em &gua destilada) e adjuvante completo de Freund?.

ii. na segunda inoculagdo, administraram-se 2 mg de IgG por animal em um
volume de 400 pl da mesma solucéo.

iii. a terceira inoculagéo consistiu na administracao de doses individuais de 1
mg de 1gG por animal em 800 ul de solucdo preparada com salina e

adjuvante incompleto de Freund®, em partes equivalentes.

! IgG bovina - Sigma Chemical Co.
? Adjuvante Completo de Freund — Sigma Chemical Co.
* Adjuvante Incompleto de Freund — Sigma Chemical Co.
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Iv. quinze dias ap0s a terceira inoculacdo, realizou-se a primeira sangria de
prova. Para a titulacdo do soro foi empregada a técnica de imunodifusdo
dupla conforme JOHNSON (1986).

V. em seqliéncia foi feita uma inoculacgéo de reforgo, repetindo-se 0 mesmo
procedimento do item iii acima.

Vi. nova sangria de prova e titulagdo foram realizadas quinze dias apos a
inoculacdo de reforco e, como os titulos de anticorpos anti-lgG
permaneceram inalterados, os coelhos foram sacrificados para obtencéo
do soro hiperimune.

vii. a purificacdo dos anticorpos anti-IgG bovina foi feita conforme
McKENNEY e PARKINSON (1987) e a determinacdo de proteinas na
solucdo estoque de anticorpos foi feita pelo método de LOWRY et al.
(1951).

A concentracéo de IgG no colostro foi determinada através da técnica de
imunodifusdo radial simples segundo JOHNSON (1986), com modificag6es. No
caso, 0 agar de trabalho era preparado imediatamente antes do uso, diluindo-se a
1:100 a solucéo estoque de anticorpos anti-lIgG bovina (28 mg de proteina/ ml)
com outra de agarose a 1% em tampdo PBS pH 7. A seguir, placas de
poliestireno® eram previamente aquecidas a 52°C e, entdo, volumes de 354 pl de
agar eram transferidos para 23 das 24 escavacdes de cada placa, 0 que permitia a
formacéo de camadas com espessura uniforme em todas elas. Apos solidificacédo
a temperatura ambiente, orificios de 2,5 mm de didmetro eram feitos no centro
das camadas de gel contidas nas escavacOes, e cada um deles preenchido com
volumes de 5 pl durante as provas de imunodifusdo radial simples (Figura 1).
Assim, cada placa recebia cinco soluges de concentraces conhecidas de 1gG,
destinadas a se construir uma curva padrdo, além de duplicatas de seis amostras
de colostro diluidas a 1:200 em tampédo PBS pH 7. As amostras cujas repeticdes
apresentavam leituras com variacdo superior a 10% em torno da média eram

novamente submetidas a imunodifuséo.

* Placas para cultivo celular — Corning Glass Workers, EUA.
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Figura 1- Fotografias representativas do uso de placas de cultivo celular de 24
escavacOes para imunodifusdo radial simples. A - Esquema de
distribuicdo de padrbes e amostras utilizado na imunodifuséo radial
simples. NUmeros indicam escavagfes destinadas aos padrdes, letras
indicam escavacgdes destinadas as amostras, letras iguais com apéstrofo
indicam duplicatas. B - Placa de cultivo celular com gel de trabalho

pronta para receber padrdes e amostras.
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2.2.Analises dos Dados

Para estudar o efeito do grau de sangue sobre a concentracdo de IgG foi
proposto o modelo estatistico:

Yij =M+ g+ e emque
Y; = valor observado no grau de sangue i; e no animal j (i=1, 2, 3 e 4);

M = constante inerente a todas as observacoes;
g; = efeito do grau de sangue i; e
ejj = erro experimental associado a observacéo Yj;.

Os resultados das concentracdes de 1gG foram submetidos a analise de
variancia, com a aplicacdo do teste F, a 5% de probabilidade, para comparagéo
das médias dos diferentes grupos de graus de sangue, utilizando-se o programa
estatistico SAEG 8.0. Também, dentro do contexto da analise de variancia, foi
construido um intervalo de confianca para a média com nivel de confianca de
95%, dado por:

IC (Wogs = M * toos *y/QMRes/n , em que:

1 = média geral do experimento;

toos2 = valor tabelado de t, a 5% de probabilidade, com n’ graus de liberdade do
residuo;

QMRes = quadrado médio do residuo da analise de variancia; e

n = nimero total de vacas analisadas
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que os diversos agrupamentos de graus de sangue néo
apresentaram diferencas (P > 0,05) com relacdo as médias de 1gG (Tabela 1 e
Tabela 2), apesar de varios autores (KRUSE, 1970; MULLER e ELLINGER,
1981; NORMAN et al., 1981; PRITCHETT et al., 1991; BESSER e GAY, 1994;
QUIGLEY et al.,, 1994; VANN et al., 1995; LEVIEUX e OLLIER, 1999;
TYLER et al., 1999) terem relatado diferencas envolvendo concentracdes de

imunoglobulinas colostrais entre ragas taurinas puras.

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia do modelo estatistico proposto para
estudar o efeito de grau de sangue sobre a concentracdo de IgG no
colostro de vacas mesticas holandés-zebu

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F  Significancia
Variacao Liberdade Quadrados Médio

Grau de Sangue 3 7073,036  2357,679 0,737 **
Residuo 84 268609,800 3197,735

** N&o-significativo
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Tabela 2 — Concentracbes de IgG no colostro de vacas mesticas holandés-zebu,
das microrregides de Ponte Nova e Vicosa, de acordo com o
agrupamento de graus de sangue holandés

Graus de sangue IgG (mg/ml)*
< 70% holandés 139,90
75% holandés 150,86
80 a 90 % holandés 126,12
> 90 % holandés 154,83
Média 145,94
CV(%) 38,75

*As médias dos diferentes grupos de graus de sangue ndo diferem entre si (P >
0,05) pelo teste F.

De acordo com BESSER e GAY (1994); A GUIDE TO COLOSTRUM
AND MANAGEMENT ... (1998) e TYLER et al. (1999), vacas puras da raca
holandesa apresentam menores concentragcdes de 1gG em seus colostros, quando
comparadas a outras das ragas guernsey, jersey e pardo sui¢o. Portanto, esperava-
se gque vacas mesti¢cas, com maior grau de sangue holandés, tais como aquelas
dos grupos 3 e 4, apresentassem menores concentracdes de 1gG no colostro do
que as demais. No entanto, os resultados aqui expostos sugerem que, em vacas
mesticas HZ, o grau de sangue holandés ndo afeta os niveis de IgG colostrais.
Talvez isso possa ser atribuido ao cruzamento com ragas zebuinas que,
supostamente, devem exibir niveis de imunoglobulinas colostrais similares a
racas taurinas de corte. De fato, sabe-se que essas se caracterizam, de um modo
geral, por apresentarem niveis mais elevados de 1gG em seus colostros do que
racas leiteiras (BESSER e GAY, 1994; GUY et al., 1994). Essas diferencas séo
impostas, principalmente, pelo volume de colostro produzido e pela capacidade
seletiva das células do epitélio secretor no transporte de IgG do sangue para o
colostro (PRITCHETT etal., 1991; GUY et al., 1994).
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Segundo BESSER e GAY (1993), QUIGLEY (1997) e RADOSTITS et
al. (2000), producGes acima de 8 a 9 kg de colostro correlacionam-se com baixos
niveis de anticorpos naquela secrecdo. Muito embora ndo tenham sido medidos,
precisamente, os volumes de colostro obtidos dos diversos animais utilizados
nessa pesquisa, pode-se assegurar que eles ndo atingiram valores considerados de
risco para promover uma maior diluicdo das imunoglobulinas. Ademais, 0s
niveis medios de producdo diaria de leite por vaca, observados nos diversos
rebanhos considerados, corroboram essa afirmativa.

Reconhecidamente, a carga e a diversidade de agentes infecciosos
presentes nos diversos ambientes onde os animais séo criados contribuem para
estimular a producdo de imunoglobulinas colostrais (A GUIDE TO
COLOSTRUM ..., 1998). Na maioria das propriedades leiteiras nacionais, sao
encontradas caracteristicas que permitem supor essa condi¢do, porguanto 0s
ambientes ndo foram projetados e tampouco recebem cuidados adequados para se
reduzirem desafios impostos pela carga de patdgenos do meio. Obviamente, as
propriedades onde essa pesquisa foi conduzida ndo séo exce¢do ao que acaba de
ser considerado.

O resultado de ndo significancia do teste F para as médias encontradas
em todos os grupos de graus de sangue permite que se considere o valor de
145,94 mg de IgG/ml de colostro como estimativa da média para vacas mesticas
HZ. Considerando-se que a caracteristica mostrou-se bastante instavel (CV > 30
%), e, portanto, sua média pouco representativa, foi estabelecido um intervalo de
confianga para a media, com 95% de nivel de confianca, cujos limites variaram
entre 134,00 a 157,88 mg/ml.

No colostro de vacas holandesas, MULLER e ELLINGER (1981)
encontraram concentragcdes medias de 1gG de 41,20 mg/ml, PRITCHETT et al.
(1991) de 48,20 mg/ml e LEVIEUX e OLLIER (1999) de 59,80 mg/ml. Em
vacas jersey, MULLER e ELLINGER (1981) e QUIGLEY et al. (1994)
relataram valores da ordem de 66 mg/ml, enquanto na raga guernsey foram
descritos 50,02 mg/ml (MULLER e ELLINGER, 1981) e 115,67 mg/ml (TYLER

et al., 1999). Comparando-se esses valores com aqueles obtidos nesta pesquisa,
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constata-se que o valor inferior do intervalo de confianca corrobora a afirmagao
de valores de 1gG colostrais altos para vacas mesticas HZ.

Ha de ser considerado que, muito embora ndo tenha sido demonstrado
para racas leiteiras, vacas de corte mesticas apresentaram niveis de anticorpos
colostrais superiores aqueles encontrados nas puras que deram origem ao
cruzamento (McGray, 1979 apud BESSER e GAY, 1994; NORMAN et al.,
1981). Deve-se ressaltar que no caso de zebuinos e mesticos holandés-zebu,
entretanto, a literatura ndo registra informacgdes a respeito, mas 0 mesmo
fendbmeno poderia ocorrer.

Por fim, cabe aqui salientar que essa grande amplitude do intervalo de
confianca se torna menos importante, ja que médias acima de 50 mg/ml sdo
preconizadas para atendimento as exigéncias de transferéncia de imunidade
passiva (GAY e BESSER, 1991). Além disso, os niveis de 1gG colostrais
encontrados, comparativamente maiores que os descritos por autores europeus e
norte-americanos em racas leiteiras taurinas puras (PENHALE e CHRISTIE,
1969; KRUSE, 1970; OYENIYI e HUNTER, 1978; MULLER e ELLINGER,
1981; PRITCHETT et al., 1991; QUIGLEY et al., 1994; TYLER et al., 1999;
LEVIEUX e OLLIER, 1999), imp6em uma reflexdo sobre o conceito de que 4
litros de colostro deveriam ser oferecidos para bezerros neonatos mesticos
holandés-zebu, nas primeiras 24 horas de vida, com fins de transferéncia de
imunidade passiva. Sabendo-se que um animal desses deve ingerir de 80 a 100 g
de imunoglobulinas colostrais (RADOSTITS et al., 1994), bastaria a ingestéo de
um volume inferior a 1 litro para atendimento a essa recomendacdo. Com efeito,
BRENNER et al. (1992) adotaram como pratica o fornecimento de apenas 1,5
litro de colostro para fins de transferéncia de imunidade passiva em rebanhos que
apresentaram niveis de 1gG colostrais proximos aqueles aqui encontrados.
ConsideracOes semelhantes a respeito de redug6es de volumes de colostro a ser
administrado a neonatos pertencentes a ragas gque apresentaram concentragdes de
imunoglobulinas mais altas foram feitas também por TYLER et al. (1999).

Em decorréncia dos altos niveis de imunoglobulinas encontrados nas

amostras de colostro analisadas, € provavel que, se bezerros mesticos holandés-
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zebu conseguirem ingerir um pouco de colostro, antes que cesse 0 mecanismo de
pinocitose através da mucosa intestinal, na maioria das vezes ndo terdo
problemas com relacéo a transferéncia de imunidade passiva. Seria, pois, remota,
a probabilidade de que um volume de colostro procedente de animais higidos e
que tivessem um periodo seco ndo muito reduzido viesse a fornecer uma massa
de imunoglobulinas aquém do recomendavel para fins de imunidade neonatal.

Segundo PARISH (1996), em rebanhos leiteiros, a percentagem de
bezerros com falha de transferéncia de imunidade passiva situa-se entre 15 e
68%, sendo as principais causas a demora na primeira ingestdo de colostro, as
pequenas quantidades de colostro ingeridas e as baixas concentragGes de
imunoglobulinas  colostrais. Em funcdo das altas concentracdes de
imunoglobulinas colostrais encontradas, acredita-se que, na maioria das vezes,
apenas o primeiro fator relacionado acima poderia ser responsabilizado por esse
tipo de problema em bezerros mesti¢os holandés-zebu.

A maioria das propriedades leiteiras nacionais recorre a mamada natural
nédo assistida para fornecimento do colostro. Sabidamente, no caso de rebanhos
holandeses, essa pratica € a que mais estd associada a hipogamaglobulinemia em
bezerros (BESSER et al., 1991), mas nas ragas de corte a transferéncia de
imunoglobulinas é conseguida de maneira bastante satisfatoria exatamente com a
mamada natural. 1sso pode ser explicado pelo fato de que bezerros recém-
nascidos sdo mais vigorosos, e as concentracdes de imunoglobulinas colostrais
bem mais altas, possibilitando, assim, que a ingestdo de volumes menores de
colostros fornecam massas adequadas de imunoglobulinas requeridas para a
transferéncia de imunidade passiva (RADOSTITS et al., 2000). A rigor, 0 mesmo
deve ocorrer com animais mesticos holandés-zebu criados em nosso pais.
Portanto, é provavel que na maioria das vezes ndo se justifique o emprego de
métodos artificiais de fornecimento do colostro, em se tratando de mesticos
holandés-zebu. No méaximo, bastaria recorrer a mamada natural assistida, para
que esses bezerros alcancassem niveis adequados de gamaglobulinemia no

periodo neonatal.
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Diante das altas concentracbes de imunoglobulinas encontradas em
praticamente todas as amostras analisadas, também néo se justifica a avaliacdo da
densidade do colostro através de colostrometros, em se tratando de vacas
mesticas holandés-zebu. Afinal, esse recurso se presta muito mais para evitar que
se utilize um colostro de ma qualidade do que para selecionar outros pelos teores
de imunoglobulinas (GAY e BESSER, 1991).
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Oitenta e oito vacas mesticas holandés-zebu, higidas e com previsdo de
parto dentro do periodo compreendido entre junho e setembro de 1999, foram
distribuidas de acordo com o grau de sangue holandés, em quatro grupos: Grupo
1 = menos de 70% de grau de sangue holandés (19 vacas); Grupo 2 = animais %
HZ (46 vacas); Grupo 3 = mesticos entre 80 e 90 % de grau de sangue holandés,
que corresponderam a 13/16 HZ e 7/8 HZ (11 vacas); Grupo 4 = vacas com mais
de 90% de grau de sangue holandés (12 animais). ApGs 0 parto, amostras
representativas de colostro da primeira ordenha foram obtidas de todas elas e,
posteriormente, submetidas a determinacGes dos niveis de IgG empregando-se a
técnica de imunodifusdo radial simples. Os resultados obtidos, nas condicdes
desta pesquisa, permitiram as seguintes conclusoes:

1. As concentracOes de IgG colostrais ndo sao influenciadas pelo grau de sangue.

2. Os valores médios de 1gG colostrais, em vacas HZ, sdo bastante superiores aos
relatados para animais de racas taurinas puras.

3. A grande amplitude do intervalo de confianca para a média de 1gG ndo
desqualifica o colostro de animais mesticos HZ, ja que o seu limite inferior €
bastante elevado.

4. Nao se justifica 0 emprego de métodos artificiais de fornecimento do colostro
e tampouco uma avaliacdo prévia de densidade da referida secrecdo, no caso

de mestigos holandés-zebu.
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5. O nivel elevado de 1gG observado no colostro sugere que a adocdo da pratica
da mamada natural assistida seja adequada para assegurar que ndo haja falha

de transferéncia de imunidade passiva.
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CAPITULO 2

NIVEIS DE INIBIDORES DE TRIPSINA E LACTOFERRINA EM
COLOSTROS DE VACAS MESTICAS HOLANDES-ZEBU

1. INTRODUCAO

As imunoglobulinas colostrais séo importantes para reducédo das taxas de
morbidade e mortalidade de bezerros e para a melhoria dos indices de
desempenho desses animais (SELIM et al., 1995; PERINO et al., 1995;
DONOVAN et al., 1998). Dai elas serem consideradas os principais fatores de
protecdo transferidos pelo colostro (REITER, 1978). Entretanto, quando o
bezerro mama o colostro, outros constituintes como células, fatores
antimicrobianos inespecificos e inibidores de tripsina sdo também ingeridos e
desempenham importantes funcdes, na medida em que favorecem a absor¢édo ou
potencializam a acgdo das imunoglobulinas e modulam a resposta imune no
recém-nascido.

Colostros de vacas, porcas e outras espécies nas quais ndo ocorre
passagem de macromoléculas através da placenta encerram elevadas
concentracOes de substancias de natureza proteica, sem funcdes imunologicas,
que sdo capazes de inibir a tripsina e, indiretamente, favorecer a absorcdo de
algumas proteinas pelo neonato (LASKOWSKI e LASKOWSKI, 1951;
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PEDERSEN et al., 1971; PINEIRO et al., 1978; JENSEN, 1978; BAINTNER e
CSAPO, 1996). Desse modo, constituintes colostrais como I1gG, lactoferrina e
complemento, que sofrem maior ataque proteolitico por parte da tripsina, seriam
favorecidos, em relacdo a sua integridade no intestino do neonato. A IgM, por
outro lado, ndo teria esse favorecimento, porque ela sofre maior digestdo por
parte da quimotripsina, enzima que praticamente ndo é inibida pela referida
substancia (BROCK et al.,1977a, 1977b e 1978). De acordo com Hardy (1969)
apud QUIGLEY et al. (1995c¢), na auséncia dessa inibicdo, podera haver digestdo
de imunoglobulinas colostrais e, desse modo, ocorrer elevacdo de casos de falha
de transferéncia de imunidade passiva, principalmente quando se retarda a
administracéo do colostro.

Em relacdo aos fatores antimicrobianos inespecificos presentes no
colostro, a lactoferrina é o principal deles e, inclusive, seus niveis sdo muito
superiores aqueles encontrados no leite. Ela é produzida pelo epitélio secretor da
glandula mamaria e suas concentragdes maximas sao atingidas na metade do
periodo seco (SANCHEZ et al., 1992; HURLEY et al., 1993), época em que ela
tem importante funcéo protetora (NONNECKE e SMITH, 1984).

E possivel que a lactoferrina seja capaz de agir como sinergista das
imunoglobulinas e conferir alguma protecdo ao neonato, durante o periodo
compreendido entre a ingestdo do colostro e 0 momento a partir do qual os
anticorpos colostrais passam a atuar efetivamente no organismo (REITER, 1978).
Na medida em que ela é capaz de inibir o crescimento de bactérias
enteropatogénicas (REITER et al., 1975; NONNECK e SMITH, 1984) e Bacillus
stearothermophilus (CARLSSON et al., 1989) “in vitro”, acredita-se também que
ela possa exercer um papel semelhante a nivel do trato gastrintestinal do recém-
nascido. Ademais, LEE et al. (1998) demonstraram que ela tem efeito protetor
contra endotoxinas de bactérias Gram-negativas.

Deve-se chamar a atencdo para o fato de que os rebanhos leiteiros
nacionais contém, predominantemente, vacas mesticas holandés-zebu, das quais
muito pouco se conhece sobre as variagdes de seus constituintes colostrais de

importancia na imunidade neonatal. Em funcdo disso, foi conduzida esta
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pesquisa , cujos objetivos consistiram em conhecer 0s niveis de inibidores de
tripsina e lactoferrina encontrados em colostros de vacas mesti¢as holandés-zebu

criadas em nosso meio.
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2. MATERIAL E METODOS

Na presente pesquisa, foram utilizadas seis fazendas de criacdo de
bovinos leiteiros mesticos holandés-zebu das microrregides de Ponte Nova e
Vicosa, Minas Gerais, selecionadas entre aquelas onde foram mantidas
producdes superiores a 500 litros diarios ao longo do ano ou, pelo menos, durante
a maioria dos meses. A producdo média diaria de leite por vaca, nos diversos
rebanhos considerados, situava-se entre 12 e 15 litros e, em termos de volume de
colostro obtido na primeira ordenha, valores entre 0,5 a 5 litros foram
observados.

As propriedades eram assistidas por tecnicos ligados a bovinocultura
leiteira e adotavam praticas de manejo e de gerenciamento condizentes com
niveis satisfatorios de tecnificacdo para a atividade, tais como: inseminacéao
artificial em 100% dos animais em reproducdo, ordenha mecanica, tanques
resfriadores para leite, alimentacdo volumosa a base de pastagens de gramineas e
silagem de milho, capim verde picado e, ou, cana com uréia, fornecimento de
concentrados conforme recomendac0es técnicas, e emprego de praticas sanitarias
minimas necessarias para garantir a higidez dos rebanhos. Todas elas foram
consideradas homogéneas e ndo apresentavam quaisquer caracteristicas capazes

de influenciar as variaveis estudadas.
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Entre junho e setembro de 1999, foram colhidas 88 amostras de colostros
obtidas na primeira ordenha pds-parto de vacas higidas e sem histérico de
mastites ou qualquer afeccdo que pudesse interferir na composicdo da referida
secrecdo. Para isto, foram utilizados frascos plasticos individuais que, em
seguida, foram congelados a —20°C nas proprias fazendas ou no Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa. Posteriormente, esse material foi
descongelado, aliquotado em criotubos de 3 ml e novamente congelado até o
momento de ser processado em laboratérios da Instituicéo.

Além do material ja referido, foram colhidas também informacGes a
respeito do grau de sangue holandés-zebu (HZ) dos animais utilizados na
pesquisa, 0 que permitiu distribui-los em quatro grupos de graus de sangue:
Grupo 1 = menos de 70% de grau de sangue holandés (19 vacas); Grupo 2 =
animais ¥ HZ (46 vacas); Grupo 3 = mesticos entre 80 e 90 % de grau de sangue
holandés, que corresponderam a 13/16 HZ e 7/8 HZ (11 vacas); Grupo 4 = vacas

com mais de 90% de grau de sangue holandés (12 animais).

2.1. Inibidores de tripsina

Inicialmente, uma aliquota de colostro foi descongelada a temperatura
ambiente e dela retirado 0,5 ml que, entdo, foi diluido em 4,5 ml de agua
deionizada. A solucédo formada foi homogeneizada e, em seguida, centrifugada a
temperatura de 4°C por 30 minutos, a 9.500 g, para extracdo dos inibidores
presentes. Ao final desse processo, 200 pl do sobrenadante foram utilizados para
as determinacdes dos niveis de inibidores de tripsina empregando-se N-benzoil-
D,L-arginina-p-nitroanilina (D,L-BApNA) como substrato (ERLANGER et al.,
1961), segundo detalhamento apresentado na Figura 1. Utilizou-se 0,019 como
fator de tripsina, que representa a absorvancia do produto da atuagdo de 1 pg de
tripsina ativa sobre o substrato D,L-BApNA, a um comprimento de onda de 410
nm (KAKADE et al., 1969). Os resultados foram expressos em mg de tripsina

inibida por ml de colostro.
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200 pl de extrato

+
350 pl de tampéo Tris-HCI 0,1 M (pH 8,2 - contendo CaCl, 20 mM)
+
50 pl de solucgéo de tripsina bovina (1,0 mg/ml HCI 0,001 M)

U
Agitacédo e incubacéo por cinco minutos a temperatura ambiente
U
500ul da solucdo final preparada anteriormente
+
500ul tampéo Tris-HCI 0,1 M (pH 8,2, contendo CaCl, 20 mM)

+
500ul da solucdo de D,L-BApNA (1,2 x 10 M)

U
Agitacdo e incubacdo por cinco minutos a temperatura ambiente
U

Leituras de absorvancias, durante trés minutos com intervalos de 15 segundos

entre cada uma delas, empregando-se comprimento de onda de 410nm.

Figura 1 — Fluxograma de determinacdo da atividade de tripsina na presencga ou
na auséncia de inibidores.
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2.2. Lactoferrina

A producdo de anticorpos anti-lactoferrina foi feita em coelhos de acordo

com o seguinte protocolo:

Vi.

Vil.

os animais foram inoculados por via subcutanea a intervalos quinzenais,
sendo que na primeira inoculagdo cada um recebeu 0,5 mg de
lactoferrina’ em 800 pl de solucdo constituida de volumes iguais de
salina (0,9% NaCl v/v em agua destilada) e adjuvante completo de
Freund?.

na segunda inoculacdo, administrou-se 1 mg de lactoferrina por animal
em um volume de 500 pl da mesma solucéo.

a terceira inoculacdo consistiu da administracdo de doses individuais de
0,5 mg de lactoferrina em 800 pl de solugdo preparada com salina e
adjuvante incompleto de Freund®, em partes equivalentes.

quinze dias apos a terceira inoculacdo, realizou-se uma primeira sangria
de prova. Para a titulacdo, foi empregada a técnica de imunodifusdo
dupla conforme JOHNSON (1986).

em sequiéncia, foram feitas duas inoculag6es de reforco procedendo-se da
mesma maneira descrita no item iii acima.

novas sangrias de prova e titulagdes foram realizadas quinze dias ap6s
cada uma das doses de reforco e, como os titulos de anticorpos anti-
lactoferrina permaneceram inalterados, os coelhos foram sacrificados
para obtencdo do soro hiperimune.

a purificagdo dos anticorpos anti-lactoferrina foi feita segundo
McKENNEY e PARKINSON (1987), e a determinacdo das proteinas na
solucdo estoque de anticorpos foi feita pelo método de LOWRY et al.
(1951).

A concentracdo de lactoferrina no colostro foi determinada através da

técnica de imunodifusdo radial simples segundo JOHNSON (1986), com

! Lactoferrina do colostro bovino - Sigma Chemical Co.
? Adjuvante Completo de Freund — Sigma Chemical Co.
* Adjuvante Incompleto de Freund — Sigma Chemical Co.
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modificacdes. No caso, o agar de trabalho era preparado imediatamente antes do
uso, diluindo-se a 1:200 a solucgéo estoque de anticorpos anti-lactoferrina (12 mg
de proteina por ml) com outra de agarose a 1% em tampdo PBS pH 7. A sequir,
placas de poliestireno® eram previamente aquecidas a 52°C e, entdo, volumes de
354 ul de &gar eram transferidos para 23 das 24 escavacgdes de cada placa, o que
permitia a formacdo de camadas com espessura uniforme em todas elas. Ap6s
solidificacdo a temperatura ambiente, orificios de 2,5 mm de diametro eram
feitos no centro das camadas de gel contidas nas escavacgdes e cada um deles
preenchido com volumes de 5 pl durante as provas de imunodifusdo radial
simples (Figura 2). Assim, cada placa recebia cinco solugdes contendo
concentracGes conhecidas de lactoferrina, destinadas a se construir uma curva
padrdo, além de triplicatas de seis amostras de colostro diluidas a 1:2 em tampéao
PBS pH 7. As amostras, cujas repeticOes apresentavam leituras com variacdo

superior a 10% em torno da média, eram novamente submetidas a imunodifuséo.

* Placas para cultivo celular — Corning Glass Workers, EUA
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Figura 2 - Fotografias representativas do uso de placas de cultivo celular de 24
escavacOes para imunodifusdo radial simples. A - Esquema de
distribuicdo de padrdes e amostras utilizado na imunodifusdo radial
simples. NUmeros indicam escavac@es destinadas aos padrdes, letras
indicam escavacGes destinadas as amostras, letras iguais com
apostrofo indicam triplicatas. B - Placa de cultivo celular com gel de
trabalho pronta para receber padrdes e amostras.
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2.3. Analises dos Dados

Para estudar o efeito do grau de sangue sobre o nivel de inibidores de
tripsina e sobre a concentragdo de lactoferrina, foi proposto o seguinte modelo
estatistico:

Yij = W+ gi + &, em que
Y; = valor observado no grau de sangue i; e no animal j (i=1, 2, 3 e 4);

M = constante inerente a todas as observagoes;
g; = efeito do grau de sangue i; e
gj; = erro experimental associado a observagao Yi;.

Os resultados dos niveis de inibidores de tripsina foram submetidos a
analise de variancia, com a aplicacdo do teste F, a 5% de probabilidade, para
comparacdo das médias dos diferentes grupos de graus de sangue, utilizando-se
do programa estatistico SAEG 8.0. Também, dentro do contexto da andlise de
variancia, foi construido um intervalo de confianca para a média com nivel de

confianca de 95%, dado por:

IC (W)o.95 = U * to0s2 */QMRES/n , em que:

1 = média geral do experimento;
to0s2 = valor tabelado de t, a 5% de probabilidade, com n’ graus de liberdade do
residuo;
QMRes = quadrado médio do residuo da analise de variancia;
n = ndmero total de vacas analisadas
Os resultados das concentracbes de lactoferrina foram também
submetidos a analise de variancia com a aplicacdo do teste F, e as médias dos
diferentes graus de sangue comparadas duas a duas , pelo teste de Duncan, a 5%
de probabilidade, utilizando-se do programa estatistico SAEG 8.0. Também
dentro do contexto da analise de variancia, foi construido um intervalo de
confianca para a média de cada grupo de grau de sangue com nivel de confianca
de 95%, dado por:

IC (Mi)o,95 = Wi £ toosz */QM Res/ri, em que:
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1 = média observada no grau de sangue i;

to0s2 = valor tabelado de t, a 5% de probabilidade, com n’ graus de liberdade do
residuo;

QMRes = quadrado médio do residuo da andlise de variancia; e

r; = numero de vacas analisadas no grau de sangue i.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram encontradas influéncias (P > 0,05) dos grupos de graus de
sangue sobre os niveis de inibidores de tripsina do colostro de vacas mesticas
holandés-zebu (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia do modelo estatistico proposto para
estudar o efeito de grau de sangue sobre os niveis de inibidores de
tripsina no colostro de vacas mesticas holandés-zebu

Fontes de Graus de Soma de Quadrado  F  Significancia
Variacao Liberdade Quadrados Médio

Grau de Sangue 3 0,6485956 0,2161985 1,375  0,25613
Residuo 84 13,21044  0,1572671
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Tabela 2 — Niveis de inibidores de tripsina no colostro de vacas mesticas
holandés-zebu das microrregides de Ponte Nova e Vicosa

Graus de Sangue Inibidor de Tripsina *

(mg de tripsina inibida/ml de colostro)

< 70% holandés 0,8055
70 a 80% holandés 1,0050
80 a 90 % holandés 0,9264

> 90 % holandés 1,0468

Média 0,9577
CV (%) 41,41

* As médias dos diferentes grupos de graus de sangue ndo diferem entre si (P >
0,05) pelo teste F.

A origem dos inibidores de tripsina no colostro, e, até mesmo quais
fatores fisiologicos poderiam estar relacionados as variacdes nos seus niveis, sdo
desconhecidos. Ndo é registrado na literatura nenhum estudo comparando niveis
de inibidores de tripsina entre vacas de diferentes racas ou mesmo entre animais
mesticos. Mesmo assim, sabendo-se da funcao que tais inibidores desempenham
e que as menores concentragdes de imunoglobulinas colostrais sdo encontradas
em vacas holandesas (GUY et al., 1994; BESSER e GAY, 1994), esperava-se
que animais com maior grau de sangue holandés, tais como aqueles do Grupo 4,
apresentassem niveis de inibidores de tripsina mais altos que os demais. O nivel
médio de inibidores de tripsina do colostro de vacas mesticas holandés-zebu,
independentemente do grau de sangue, foi de 0,9577 mg de tripsina inibida/ ml
de colostro, com um intervalo de confianca para a média, com 95% de nivel de
confianca variando de 0,8736 a 1,0418 mg de tripsina inibida/ ml de colostro.

Os niveis de inibidores de tripsina do colostro de vacas mesticas
holandés-zebu foram bastante elevados, se comparados aos dados disponiveis na
literatura. Assim, no soro de colostro, PINEIRO et al. (1978) referiram-se a 0,798

mg de tripsina inibida/ ml para animais da raca holandesa. No que diz respeito ao
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colostro total, HONKANEN-BUZALSKI e SANDHOLM (1981) relataram
valores da ordem de 0,5 mg/ml em vacas cujas ragas ndo foram mencionadas, e
QUIGLEY et al. (1995b) encontraram valores médios de 0,56 mg/ml para vacas
da raca jersey. Todavia, essas informacdes permitem apenas comparagdes com 0s
niveis encontrados, uma vez que nao ha valores de referéncia estabelecidos para
este componente do colostro.

Em termos de transferéncia de imunidade passiva, 0 aparente nivel mais
elevado de inibidores de tripsina no colostro dessas vacas, como observado neste
trabalho, ndo garante, necessariamente, maior protecdo das imunoglobulinas
colostrais contra a inativacdo proteolitica no trato gastrintestinal do neonato.
Cabe ressaltar que ndo sdo conhecidos exatamente os niveis de atividade triptica
em bezerros mesticos HZ e muito menos a capacidade de esses animais
inativarem, em nivel de trato gastrintestinal, componentes colostrais envolvidos
na transferéncia de imunidade passiva.

E possivel que fatores fisiolégicos ou mesmo o efeito de raca possam
explicar, ainda que parcialmente, a magnitude dos niveis encontrados. Porém, é
importante salientar que HONKANEN-BUZALSKI e SANDHOLM (1981) e
QUIGLEY et al. (1995b), ao invés da técnica aqui empregada, utilizaram a
inibicdo da difusdo enzimatica para quantificar os niveis de inibidores. E possivel
que essa diferenca de metodologia possa tambem ter tido alguma interferéncia,
mas nao ha estudos comparando ambas as técnicas.

Com relacdo a lactoferrina, observou-se que colostros das vacas
pertencentes aos grupos 3 e 4 apresentaram 0s maiores valores (Tabela 3 e
Tabela 4). H& de se registrar que em vacas das racas holandesa, jersey e duas
outras de corte taurinas, referidas como “japanese black” e “japanese brown”,
TSUJI et al. (1990) encontraram, respectivamente, niveis correspondentes a 1,96
+ 0,27 mg/ml; 2,11 + 0,36 mg/ml; 0,56 = 0,31 mg/ml e 0,40 + 0,30 mg/ml. A
partir desses dados, eles postularam a interferéncia do componente racial nos
niveis de lactoferrina do colostro, mas ndo estudaram o efeito de cruzamentos
entre racas. A literatura, por sua vez, ndo registra informag6es envolvendo niveis

de lactoferrina em ragas zebuinas e tampouco em cruzamentos holandés-zebu,
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fato esse que impossibilita uma melhor discussdo dos resultados obtidos.

Tabela 3 — Resumo da andlise de variancia do modelo estatistico proposto para
estudar o efeito de grau de sangue sobre a concentragcdo de
lactoferrina no colostro de vacas mesticas holandés-zebu

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F  Significancia
Variacao Liberdade Quadrados Médio

Grau de Sangue 3 6,640267 2,213422 2,822 0,4375
Residuo 84 65,89106  0,7844174

Tabela 4 — Concentracdes de lactoferrina no colostro de vacas mesticas holandés-
zebu das microrregides de Ponte Nova e Vigosa, e seus respectivos
intervalos de confianca

Graus de Sangue  Lactoferrina IC(Mi)o,05*
(mg/m) Limite inferior Limite superior Amplitude
< 70% holandés 0,65 ° 0,25 1,06 0,81
70 a 80% 082° 0,56 1,08 0,52
holandés
80 a 90% 1,58 @ 1,05 2,12 1,07
holandés
> 90 % holandés 0,96 0,45 1,47 1,02
Meédia 0,90
CV (%) 98,44

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (P > 0,05) pelo teste de
Duncan.

* Intervalo de confianca para a média de cada grupo de grau de sangue com nivel
de confianga de 95%.
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Reforcando a tese de que raca seja uma fonte de variagdo capaz de
interferir nas concentracdes de lactoferrina do colostro, pode-se também citar
REITER (1978) que reportou concentraces que variaram entre 2 e 5 mg/ml. Ja
NONNECKE e SMITH (1984) relataram o valor de 1,82 mg/ml em vacas da raga
holandesa, embora os dados sejam referentes a soro de colostro, e SANCHEZ et
al. (1988) relataram um valor médio de 0,83 mg/ml. No primeiro e no segundo
trabalhos os autores ndo informaram a raca dos animais.

Chama atenc&o a instabilidade dos niveis colostrais de lactoferrina (CV =
98,44%), fato também evidenciado por TSUJI et al. (1990). Esta instabilidade
acarretou grandes amplitudes para os intervalos de confianca considerados, o que
significou uma estimativa menos precisa da verdadeira média de cada grupo de
grau de sangue. Fato interessante aconteceu com o grupo 4, que pode apresentar
média em mg/ml de lactoferrina igual a de todos os outros grupos. Portanto, para
racas mesticas holandés-zebu, apesar da tendéncia observada dos niveis de
lactoferrina serem maiores nos grupos com maior grau de sangue holandés, é
necessario sempre que desejado, medir os seus niveis nos colostros das vacas a

serem estudadas.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Oitenta e oito vacas mesticas holandés-zebu, higidas e com previsdo de
parto dentro do periodo compreendido entre junho e setembro de 1999, foram
distribuidas de acordo com o grau de sangue holandés em quatro grupos
conforme segue: Grupo 1 = menos de 70% de grau de sangue holandés (19
vacas); Grupo 2 = animais ¥ HZ (46 vacas); Grupo 3 = mesticos entre 80 e 90 %
de grau de sangue holandés, que corresponderam a 13/16 HZ e 7/8 HZ (11
vacas); Grupo 4 = vacas com mais de 90% de grau de sangue holandés (12
animais). Apos o parto, amostras representativas de colostro da primeira ordenha
foram obtidas de todas elas e, posteriormente, submetidas a determinagGes dos
niveis de inibidores de tripsina e das concentracdes de lactoferrina. No primeiro
caso, foi empregada técnica colorimétrica tendo-se como substrato D,L-BApNA
e, no segundo, imunodifusdo radial simples. Os niveis médios de inibidores de
tripsina encontrados no colostro foram de 0,9577 mg de tripsina inibida/ml. Os
demais resultados obtidos permitiram as seguintes conclusoes:

1. O grau de sangue n&o influencia os niveis de inibidores de tripsina do colostro,
mas influencia as concentracGes de lactoferrina.

2. Os niveis médios de inibidores de tripsina, em colostros de vacas mesticas
holandés-zebu, equiparam-se ou até mesmo superam os valores descritos para

racas taurinas leiteiras.
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3. A alta variabilidade dos niveis de lactoferrina dos grupos estudados
impossibilita a obtencdo de uma estimativa da média representativa desta

variavel.
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RESUMO E CONCLUSOES

Essa pesquisa foi conduzida em seis fazendas de criacdo de bovinos
leiteiros mesticos holandés-zebu, de diferentes graus de sangue, localizadas nas
microrregides de Ponte Nova e Vicosa, Minas Gerais. As propriedades foram
selecionadas entre aquelas onde foram mantidas produgOes superiores a 500
litros diarios ao longo do ano, ou, pelo menos, durante a maioria dos meses. A
producdo média diaria de leite por vaca, nos diversos rebanhos considerados,
situava-se entre 12 e 15 litros e, em termos de volume de colostro obtido na
primeira ordenha, valores entre 0,5 a 5 litros foram observados.

Inicialmente, os animais com previsdo de parto dentro do periodo
compreendido entre junho e setembro de 1999 foram distribuidos em quatro
grupos de acordo com o grau de sangue holandés, conforme se segue: Grupo 1 =
menos de 70% de grau de sangue holandés (19 vacas); Grupo 2 = animais % HZ
(46 vacas); Grupo 3 = mesticos entre 80 e 90 % de grau de sangue holandés, que
corresponderam a 13/16 HZ e 7/8 HZ (11 vacas); Grupo 4 = vacas com mais de
90% de grau de sangue holandés (12 animais). Ap0s o0 parto, amostras
representativas de colostro da primeira ordenha foram obtidas de 88 vacas
higidas e, posteriormente, submetidas a determinacdes dos niveis de IgG,
inibidores de tripsina e lactoferrina. Para a primeira e a Gltima variéveis referidas,

utilizou-se como metodologia a imunodifusdo radial simples e, no caso dos
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inibidores de tripsina, foi empregada técnica colorimétrica tendo-se como

substrato D,L-BApNA.

Nas condig¢des do presente experimento, pode-se concluir que:

1. Os niveis colostrais de IgG e inibidores de tripsina nao sdo influenciados pelo
grau de sangue, mas 0 mesmo n&o ocorre com as concentragOes de
lactoferrina.

2. Em comparacdo com animais de racas taurinas leiteiras, 0s niveis médios de
inibidores de tripsina do colostro de vacas mesticas holandés-zebu
equiparam-se ou até mesmo superam o0s Vvalores descritos, mas as
concentragBes médias de 1gG sdo bastante superiores.

3. A alta variabilidade dos niveis de lactoferrina dos grupos estudados
impossibilita a obtencdo de uma estimativa da media representativa desta
variavel.

4. A grande amplitude do intervalo de confianca para a média de IgG néo
desqualifica o colostro de animais mesticos holandés-zebu, ja que o seu limite
inferior é bastante elevado.

5. Né&o se justifica o emprego de métodos artificiais de fornecimento do colostro
e tampouco uma avaliacdo prévia de densidade da referida secrecdo, no caso
de mestigos holandés-zebu.

6. O nivel elevado de 1gG observado no colostro sugere que a adogdo da pratica
da mamada natural assistida seja adequada para assegurar que ndo haja falha

de transferéncia de imunidade passiva.
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