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ABSTRACT.- Silva C.A.M., Rubin M.I.B., Waihrich F.L. & Pelegrini J.L.M. 1983. [Diagnose of
the adoptive passive immunity adquired through the colostrum in the newborn foal.] Diagn6sti-
co da imunidade passiva adotiva adquirida através do colostro no potro recém-nascido. Pesquisa
Veterindria Brasileira 4(1):11-15. Depto Clinica de Grandes Animais, CCR, Univ. Fed. Sta
Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul 97100, Brazil.

The sera of seventeen thoroughbred mares were examined at the time of parturition using
the biuret reaction, eletrophoresis and zinc sulphate turbidity (ZST) in order to determine
serum protein levels. The sera of their foals were sampled at zero, 1, 3,6, 12, 24,28, 72 and 96
hours after colostrum intake and submitted to the same tests as in the mare in order to deter-
mine diagnostic means to detect immunodeficiency states. A significant rise of the total serum
protein (P < 0,0005), gammaglobulins (P < 0,0001) and ZST (P < 0,0001) was observed in the
foals serum since colostrum intake up to 96 hours. It was possible to detect both by eletro-
phoresis and ZST in the foals serum similar levels of Ig as in adults as soon as six hours after
sucking. It was concluded that the huge variations encountered in total protein levels preclude
their use in the diagnosis of maternal transfer of Ig through the colostrum and confirms that
eletrophoresis and ZST are safe and accurate methods for this type of diagnosis. The ZST
test is the method of choice for the diagnosis of maternal transfer of Ig through the colostrum,
because it is simples, direct, fast, efficient and enables the diagnosis at Stud as soon as six hours

after colostrum intake.

INDEX TERMS: Foal, immunity, equine.

SINOPSE.- O soro sangiifneo e o colostro de 17 éguas da raga
PSC, no momento do parto, foram examinados pelos métodos
do biureto, eletroforese e turvagao pelo sulfato de zinco, pa-
ra verificagdo dos niveis de proteina sérica. Amostras de soro
dos seus potros, coletadas zero, 1, 3,6, 12,24,48,72 ¢ 96 ho-
ras apos a ingestdo do colostro, foram submetidas aos mesmos
testes com o objetivo de se estabelecer um meio diagnostico
para imunodeficiéncia. Verificou-se, nos potros, um aumento
significativo nos niveis séricos de proteina total (P < 0,0005),
gamaglobulina (P < 0,0001) e turvagdo pelo sulfato de zinco
(P <0,0001) desde a ingestdo do colostro até 96 horas apés.
Tanto pela eletroforese como pela turvagdo pelo sulfato de
zinco pode-se detectar, seis horas apds o potro mamar, niveis
de Ig semelhantes ao do animal adulto. Conclui-se que as enor-
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mes variagOes encontradas na proteina total impedem o uso de
seus valores para o diagnostico de transferéncia de Ig colostral
e confirma-se que a eletroforese e a turvagdo pelo sulfato de
zinco sio métodos seguros para esse diagndstico. Chegou-se a
conclusdo de que o método da turvagdo pelo sulfato de zinco,
por ser simples, direto, rdpido e eficiente, permite o diagnos-
tico a nivel de Haras a partir de seis horas ap6s a ingestao do
colostro.

TERMOS DE INDEXACAO: Potro, imunidade, eqiiino.

INTRODUCAO

O eqiiino apresenta um quadro de hipo ou agamaglobulinemia,
no momento do nascimento, devido & placentagdo epitélio-co-
rial, caracterfstica da espécie, que impede a transferéncia de
imunoproteinas. Por este motivo, o potro, como em outras
espécies, depende da ingestdo de colostro para obter um ni-
vel de imunidade compativel com a sobrevivéncia.

A absor¢do das proteinas imunitdrias do colostro pelo po-
tro recém-nascido se processa de forma passiva através das cé-
lulas epiteliais especializadas do intestino delgado. O fecha-
mento intestinal parece ocorrer pouco tempo ap6s o nascimen-

11 Pesq. Vet. Bras. 4(1):11-15. 1984
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Quadro 1. Comparagio entre os valores médios de proteina total, gamaglobulina e unidades de turva¢do observados no soro sangiitneo dos
potros recém-nascidos e os do colostro e soro das éguas

Horas ap6s Proteina total(!) Gamaglobulina(z) Unidades de turvagﬁo(?’)
primeira
mamada N g/100 ml Erro P.M. Variagdo g/100ml Erro P.M.  Variagdo . N X Erro P.M.  Variagdo
0 10 3,90 ab* 0,228 3,15-5,75 0,002a 0,002 0,000-0,029 4 7,14 a 2,934 1,40-14,39
1 9 3,86 a 0,365 2,71-6,55 0,032a 0,023 0,000-0,216 9 8,32a 2,190 2,00-21,57
3 12 3,60 a 0,228 2,03-5,17 0,126 a 0,042 0,005-0,423 10 18,80 a 3,370 4,23-38,59
6 12 4,67 be 0,248 3,03-6,03 0,575b 0,096 0,148-1,106 12 37,38b 3,370 10,07-51,67
12 15 4,58 bc 0,251 3,22-6,74 0,855¢c 0,127 0,143-1,846 12 4543 bc 3,280 15,90-61,71
24 16 4,88 ¢ 0,226 3,22-6,50 1,009 c 0,110 0,203-2,003 16  45,52bc 3,540 13,99-66,49
48 15 5,18c¢c 0,294 3,77-8,72  1,032¢ 0,136 0,237-2,554 14 4749¢ 3,510 18,44-66,72
72 12 5,29 ¢ 0,337 3,55-7,80 1,054 c 0,137 0,427-2,293 11 4571 c 3,580 18,44-63,06
96 11 4,69 c 0,182 3,88-5,71 0,827 bc 0,090 0,373-1,261 9 43,83bc « 4,790 21,05-65,75
Egua 14 6,07 0,252 3,66-7,36 0,985 0,078 0,600-1,590 14 53,07 4,390 23,26-74,90
Colostro 9 12,57 1,194 9,00-19,6 7,922 0,780 4,860-12,40 - - - -

M Método do biureto.
@ Método da eletroforese.
3 Método da turvagio pelo sulfato de zinco.

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5%.

to devido a renovagdo dessas células por outras de aspecto mais
maduro (Jeffcott 1979).

Estima-se em aproximadamente 5% a incidéncia de mortali-
dade perinatal na raga Puro-Sangue de Corrida. Este tipo de
perda se deve, entre outras causas, a uma deficiéncia qualitati-
va e/ou quantitativa de imunoglobulinas.

Devido 4 falta de informagdo na literatura nacional a respei-
to do complexo “imunodeficiéncia”, procurou-se determinar
os niveis séricos de gamaglobulinas no colostro e no sangue de
€guas no momento do parto, assim como de seus produtos des-
de o nascimento até as primeiras 96 horas de vida.

A partir deste experimento procurar-se-4 estabelecer as ba-
ses para determinar o método mais simples e eficiente para o
diagnéstico precoce da imunodeficiéncia no potro a nivel de
campo.

MATERIAL E METODOS

Como material utilizado no presente trabalho serviram 17 potros recém-
nascidos, e suas respectivas maes, da raga Puro-Sangue de Corrida, dos
Haras Henrique Waihrich e S3o Gabriel, dos municipios de Jilio de Cas-
tilhos e Sdo Gabriel, RS.

Logo apds o nascimento, antes da ingestio do colostro, colheu-se
7 ml de sangue da vela jugular do potro e da égua utilizando-se agulhas
de coleta multlpla com tubos a vicuo. Neste mesmo horario também
foi obtida uma amostra de colostro. A seguir, foram retiradas oito
amostras de sangue de cada potro em 1, 3,6, 12, 24,48, 72 ¢ 96 horas
apds a primeira mamada. Apds a retragdo do coagulo, todas as amostras
de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm durante sete a dez minutos,

s

Minas Gerais.
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Sistema Vacutainer-Becton, Dickinson Ind. Cirdrgicas S.A.,

sendo o soro estocado a —18°C juntamente com as amostras de colos-
tro. Amostras que apresentaram hemdlise ndo foram utilizadas no tes-
te de turvacdo pelo sulfato de zinco.

Apds descongelamento das amostras de soro e colostro a tempera-
tura de 24-27°C, procedeu-se a dosagem das protefnas séricas e colos-
trais pelo método do biureto® com leitura em fotocolorimetro’. Para
o fracionamento eletroforético utilizou-se fitas de acetato de celulose
gelatinizadas® com solugdo-tampdo de dietil barbiturado de sédio® a
8,4% com pH 8,6.

Os resultados da eletroforese foram obtidos em percentagem através
da leitura em densitdmetro'®. A partir dos dados conseguidos na avalia-
¢do da proteina total em gramas/100 ml, calculou-se a propor¢do de ca-
da fragdo protéica dos soros.

Para a avaliagdo da presenga de imunoglobulinas utilizou-se também
o teste da turvagdo pelo sulfato de zinco, segundo McEwan etal. (1970),
sendo feita a leitura das amostras em espectrofotémetro“

Neste teste o comprimento de onda utilizado foi de 450 nm, visto
que o mesmo corresponde ao filtro de coloragdo verde-azulada indicado
por McEwan et al. (1970), o qual coincide com o maior grau de absor-
¢do observado quando da leitura com a solugao padrdo de sulfato de
bario através de toda regido visivel do espectrofotometro

O desenho experimental foi mtelramen!te casualizado de um expe-
rimento ndo balanceado.

As anilises estatisticas inclufram a andlise de variancia, estudos de
correlagdo e regressao (Steel & Torrie 1980). Diferengas significativas
ao nivel de 5% ensejaram estudos de comparagao com grau de liberda-
de individual testados pelo teste F, a0 mesmo nivel de significincia.

RESULTADO$

No Quadro 1 estdo descritos todos os valores médios de pro-
teina total, gamaglobulina e unidades de turva¢do pelo sul-
fato de zinco, com seus respectivos erros padrdes das médias
¢ niveis mdximos e minimos, detectados nas amostras dos so-

Proteinas Totais (Biureto), Doles Reagentes e Equipamentos pa-
ra Laboratorios Ltda, Goias.
Fotocolorimetro Bausch & Lomb-Spectronic 20.

8 Cellogel, Empresa Medimex Importagdo e Comércio Ltda, Rio de
Jan(e’im.
Veronal sddico, Laboratério Queel, S3o Paulo.
Densitometro (Cosmo Densitometer), Super Click Model D-101.
Espectrofotometro Carl Zeiss.
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Fig. 1. Curva de regressao entre os niveis de concentracdo de gamaglobulina no soro dos potros e o tempo decorrido desde

a ingestdo do colostro até as 96 horas, comparada ¢ média das concentragées de Ig das éguas.

ros dos potros em cada intervalo de tempo, no colostro e no
soro das éguas. Apenas nas amostras de colostro ndo foi reali-
zado o teste de turvagdo pelo sulfato de zinco devido 4 dificul-
dade de separagdo da parte sélida.

Observa-se, no Quadro 1, que tanto os aumentos nos niveis
de proteina total, como de gamaglobulina e turvagdo pelo
sulfato de zinco, sdo estatisticamente significantes (P < 0,0001)
a partir das seis horas apés a primeira mamada. Nas 6-12 horas
jd se observam valores de gamaglobulina e turvagdo pelo sulfa-
to de zinco semelhantes aos encontrados no soro do animal
adulto.

De acordo com o Quadro 1 encontram-se, comumente, an-
tes da primeira mamada, valores de proteina total superiores a
aqueles verificados 1, 3,6, 12, 24,48, 72 e 96 horas ap6s. Isto
¢, hd uma enorme varia¢do nos valores de proteina total em ca-
da tempo, apesar de que os valores médios aumentam significa-
tivamente (P < 0,0005).

Observa-se na Figura 1 a curva de regressdo para as variagdes
dos teores de gamaglobulina no decorrer do tempo a partir de
imediatamente antes da ingestdo colostral até 96 horas apés,
comparando-se esses valores com o nivel médio de imunoglo-
bulina das éguas. Esta curva indica que os aumentos no decor-
rer do tempo, principalmente a partir das seis horas da primei-
ra mamada, s3o altamente significativos (G = 0,23 +0,03.t —
0,0003.t%; r = 0,64; P < 0,0001), prevendo-se um pique nos
niveis séricos de gamaglobulina em tomo das 56 horas apés a
ingestdo do colostro. Antes da primeira mamada e uma hora
ap6s nenhum ponto no gréfico estd localizado acima da curva,
ocorrendo apenas um caso nas 3 horas. Depois de seis horas
sdo indmeros os valores superiores, o que indica grande absor-
¢do de imunoglobulinas. Nota-se, ainda, que, em torno de 6-24

horas depois do potro mamar, encontram-se niveis de imuno-
globulina sérica semelhantes a aqueles do adulto.

Baseando-se. nos resultados da turvagdo pelo suifato de
zinco, pode ser montada uma curva para as variagdes dos valo-
res de absorbancia (em unidades de TSZ) do soro dos potros
no decorrer do tempo, comparando-se esses dados ao nivel mé-
dio de turvagdo do animal adulto (Fig. 2). Esta curva confir-
mou que as taxas de aumento na turva¢do, principalmente a
partir de seis horas apds a primeira mamada, sdo extremamente
significativas (Y = 20,83 + 1,13.t — 0,0099.t; r =0,61; P<
0,0001), prevendo-se um pique na turvagio pelo sulfato de
zinco em torno das 57 horas e 30 minutos. Os indicadores de
TSZ ndo sofreram, como foi o caso da gamaglobulina, uma va-
riagdo tdo grande como aquela da protefna total. Observa-se
também para a TSZ que, jd de 6-24 horas depois de mamar,
alguns potros apresentam turvagdes semelhantes dquelas das
éguas (Fig. 2).

Comparando-se os resultados da eletroforese com a turva-
¢d0 pelo sulfato de zinco (G =0,09 + 0,022.Y; 1 =0,75; P<
0,0001) verificou-se uma correlagdo altamente significativa
entre os valores obtidos pelos dois métodos (Fig. 3). Observan-
do-se a reta determinada pode-se estimar que, sob uma turva-
¢d0 de 25 unidades de TSZ, encontra-se uma concentragdo de
imunoglobulina sérica de aproximadamente 450 mg por 100 ml
de soro.

DISCUSSAO

Deficiéncias ou falhas na transferéncia passiva de imunoblobu-
linas em potrinhos podem ser detectadas por avalia¢do da IgG
sérica (McGuire et al. 1975 e 1977), o que foi corroborado nas
determinag®es realizadas no decorrer deste trabalho.

Pesq. Vet. Bras. 4(1):11-15. 1984
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Os potrinhos, no momento do nascimento, sio hipo ou aga-
maglobulinémicos, verificando-se auséncia ou, no mdximo, va-
lores muito baixos de imunoglobulinas (Quadro 1), o que estd
de acordo com os resultados obtidos por Rejnek et al. (1973).

Através da dosagem da proteina total pelo método do biu-
reto (Quadro 1) no soro, verificou-se valores maiores de pro-
teina total antes do que depois da ingestdo do colostro em al-
guns potros, porém a média de proteina total em cada tempo
demonstra um aumento progressivo. Isto significa que o au-
mento dos niveis de proteina é um indicativo de que houve
transferéncia de imunoglobulina colostral nesses potros.

O valor da proteina total serve para estimar a imunoglobu-
lina no soro de potros e bezerros (Rumbaugh et al. 1978,
McBeath et al. 1971, Reid & Martinez 1975); no entanto, ¢

Pesq. Vet. Bras. 4(1):11-15. 1984

apenas um meio indireto de estimar o nivel sérico de imuno-
globulina, onde supde-se que houve falha na transferéncia dos
anticorpos quando a protefna total apresenta-se baixa ap6s o
recém-nascido -ter mamado (Jeffcott 1972). Na verdade, as
concentra¢oes de proteina sérica nos potros, antes de mamar,
variaram de 3,15 a 5,75 g/100 ml (Quadro 1) e observou-se que
alguns potros, mesmo antes de mamar, apresentavam concen-
tragOes de proteina total maiores do que potros que ji haviam
mamado o colostro. Mesmo levando-se em consideragao que os
potros que mamaram apresentam valores maiores de proteina,
essas variagOes nas concentra¢Ges entre os pontos privados e
os alimentados com o colostro tornam a determinagdo da pro-
teina total pelo método do biureto de pouco valor para o diag-
néstico da imunodeficiéncia.

Verificou-se que, a partir de uma hora apds os potros te-
rem ingerido o colostro, aumentava rapidamente a concen-
tracdo da gamaglobulina sérica. Os valores encontrados entre as
6 e 24 horas indicam uma intensa absor¢do de imunoglobuli-
nas o que corrobora os resultados de Jeffcott (1974b), que ve-
rificou uma absor¢do médxima de imunoglobulinas entre as 12
e 18 horas de vida p6s-parto.

A determinagdo de valores até 200 mg/100 ml de imunoglo-
bulina no soro de potros que ja mamaram o colostro indica
uma falha na transferéncia passiva de imunoglobulinas (Rum-
baugh et al. 1978 e 1979). Niveis de imunoglobulina sérica en-
tre 200 e 400 mg por 100 ml sugeririam uma falha parcial e,
observando-se niveis maiores que 400 mg/100 ml, haveria in-
dicagdo de transferéncia de imunoglobulina colostral (McGuire
et al. 1977). Potros sadios, 4s 18-24 horas de vida, teriam uma
concentragdo sérica de imunoglobulina em torno de 800 mg/
100 ml (Jeffcott 1974b, Morgan 1972, Morgan & Mock 1975).
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De acordo com os resultados obtidos neste trabalho encon-
tra-se na maioria dos potros sadios, apds seis horas da ingestao
do colostro, niveis Ig superiores a 400 mg/100 ml de soro
(Quadro 1).

A determinagdo dos valores de imunoglobulina por eletro-
forese do soro é um método eficiente, que ndo requer testes ou
curva padrio; por isso os resultados podem ser avaliados direta
e individualmente. No entanto, a eletroforese é um método
dispendioso e a grande maioria dos veterindrios ndo possui o
equipamento necessdrio nos seus laboratérios, tendo que se va-
ler de outras fontes para obter os resultados; isso pode retardar
de forma fatal a terapia em casos de imunodeficiéncia.

O teste da turvaga@o pelo sulfato de zinco é um método réipi-
do e eficiente para a determinag¢do de falhas na transferéncia
de imunoglobulina colostral. Os resultados da TSZ sdo mais
palpdveis quando comparados com uma curva padrao como foi
apresentado neste trabalho (Fig. 3). Nas medi¢Ges das amostras

_testadas por este método utilizou-se o comprimento de onda
de 450 nm porque produz leituras de turvagdo que estdo abai-
xo da unidade em altas concentra¢Ses de imunoglobulina e
permite uma boa distribuicdo dos valores de Ig entre 200 e
1500 mg/100 ml. Usando-se um filtro de 450 nm, uma densi-
dade 6tica (DO) de 0,300 é indicativa de falha na transferéncia
passiva de imunoglobulinas. Numa DO de 0,600 o precipitado
de sulfato de zinco torna-se visivel no tubo e indicaria ter ocor-
rido a transferéncia de Ig.

Na falta de um espectrofotometro, quando o soro de um
potro recém-nascido deve ser examinado, o que deve ocorrer
na maioria das situagdes na prdtica, a simples constata¢do de
opacidade ou turva¢do no tubo, semelhante dquela da solugdo
de sulfato de bidrio, ¢ indicagdo suficiente de que o potro ingeriu
e absorveu Ig colostral, estando a concentragdo de gamaglobu-
lina, provavelmente, acima de 400 mg/100ml de soro (Fig. 3).

Entre os trés métodos testados, indubitavelmente o da tur-
vagdo pelo sulfato de zinco é o que melhor preenche esses re-
quisitos, pois, além de ndo requerer grande experiéncia labora-
torial do veterindrio, oferece um resultado rdpido e pode ser
interpretado, inclusive, 4 simples inspe¢do.
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