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RESUMO

O presente experimento constituiu em avaliar a absor¢do de imunoglobulinas em
leitbes recém-nascidos pela técnica do imundcrito. No estudo, foram analisados soros de 135
leitbes provenientes de fémeas de diferentes ordens de parto. Os partos foram acompanhados
e os leitdes permaneceram com suas maes bioldgicas. As amostras de sangue foram coletadas
24 horas ap6s 0 parto por puncdo da veia cava cranial, sendo posteriormente centrifugadas
(1258 g) por 2 min para obtencdo do soro. As amostras foram refrigeradas para transporte até
a UFRGS e congeladas a -20 °C. Apo6s descongelamento foram homogeneizados 50 ul de
soro com 50 ul de sulfato de aménio 40%, sendo colocadas em microcapilares de hematdcrito
e centrifugadas (10.621 g) por 5 min, para a precipitacdo das imunoglobulinas. A taxa de
imundcrito foi determinada pela razdo entre a altura da coluna do precipitado e a altura da
coluna total. Nao houve diferenca estatistica na taxa de imundcrito entre sexo, peso ao
nascimento e peso apds 24 horas dos leitbes. Leitbes que ingeriram quantidade de colostro
acima de 79 g e leitbes com ganho de peso acima de 110 g nas primeiras 24 horas ap0s 0
nascimento obtiveram maiores taxas de imundcrito. Leitdes provenientes de leitegadas
numerosas e leitbes com ordem de nascimento acima de 14 obtiveram menor taxa de

imundcrito.

Palavras-chave:  Imundcrito, colostro, imunoglobulinas, ordem de nascimento.



ABSTRACT

The present experiment aimed to evaluate the immunoglobulin absorption in newborn piglets
by the immunocrit technique. In the study, sera from 135 piglets from females of different
birth orders were analyzed. The parturitions were assisted and the piglets remained with their
biological mothers. Blood samples were collected 24 hours after birth by cranial vena cava
puncture, and then centrifuged (1258 g) for 2 min to obtain serum. Samples were refrigerated
to transport to UFRGS and frozen at -20 °C. After thawing, 50 ul serum were homogenized
with 50 ul 40% (NH,4),SO, and placed in hematocrit microcapillary tubes to centrifuged
(10,621 g) for 5 min to precipitate the immunoglobulins. The immunocrit was determined by
the ratio of the column height of the precipitate to the total column height. There was no
statistical difference in immunocrit rate between sex, birth weight and weight after 24 hours
of the piglets. Piglets that ingested more than 79 g of colostrum and piglets with weight
higher than 110 g in the first 24 hours after birth had higher rates of immunocrit. Piglets from

numerous litters and piglets with order of birth above 14 had lower immunocrit values.

Keywords: Immunocrit, colostrum, immunoglobulins, birth order.
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1 INTRODUCAO

O aprimoramento da selecdo genética possibilitou no plantel suino o surgimento de
fémeas hiperprolificas resultando, nos Gltimos anos, no aumento do tamanho das leitegadas.
N&o houve, porém, mudancas relacionadas ao espaco uterino e eficiéncia placentéria
(FERRARI et al., 2014). Assim, houve um aumento do nimero de leites que nascem com
baixo peso e uma grande variabilidade no tamanho da leitegada, ficando estes sujeitos a uma
maior competicdo com os leitbes mais pesados pela disputa dos tetos e a ingestdo de
quantidade suficiente de colostro (MOREIRA et al., 2015).

A atual realidade tem aumentado o desafio dos suinocultores em relacéo as préaticas de
manejo adotadas na maternidade, pois o principal desafio é fazer sobreviver 0 maior nimero
de leitdes possivel em cada leitegada, ou seja, reduzir as perdas apds o nascimento
(CYPRIANO et al., 2008). Um dos principais fatores relacionados a sobrevivéncia neonatal é
a ingestéo suficiente de colostro (LE DIVIDICH et al., 2005a), pois como os leitdes nascem
com reservas energéticas limitadas, ndo recebem imunidade da mée pela placenta e possuem
sistema imune ainda ndo completamente competente. O colostro portanto representa a
principal fonte de nutrientes e anticorpos para os leitdes durante os trés primeiros dias de vida
(ROOKE; BLAND, 2002).

Mesmo que a fémea tenha producdo de colostro suficiente para toda a leitegada,
alguns leitdes ndo ingerem a quantidade suficiente de colostro para garantir a sobrevivéncia
ou ja nascem leves e debilitados, comprometendo ainda mais a sua sobrevivéncia no periodo
neonatal (DEVILLERS et al., 2011). Portanto, é importante estimar a quantidade de colostro
que o animal ingeriu e conseguiu absorver nas primeiras horas de vida. O imundcrito é uma
técnica de baixo custo e simples execuc¢do, que pode ser usada para mensurar a quantidade de
imunoglobulinas no soro de leitdes (VALLET et al., 2013).

O trabalho de conclus&o de curso consistiu em avaliar a absor¢do de imunoglobulinas
em leitdes recém-nascidos utilizando o efeito de algumas caracteristicas dos leitbes na taxa de
imundcrito. O projeto tem como objetivo demonstrar a viabilidade de utilizagdo desta técnica,

em condi¢des de campo, para verificar o estado imunoldgico de leitGes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia do Colostro

O colostro é a primeira secrecdo produzida pelas glandulas mamarias (MELLOR;
COCKBURN, 1986). Na matriz suina, esta producao inicia nos ultimos sete a dez dias de
gestacdo (THEIL et al., 2014; THEIL et al., 2015) e torna-se continua durante o parto
(HEMSWORTH et al., 1976; QUESNEL et al., 2013) até aproximadamente 24 horas ap0s
seu inicio (HURLEY et al., 2015). Devido a placenta de suinos ser do tipo epiteliocorial
difusa, impedindo a transferéncia de macromoléculas da mée para os fetos, os leitbes nascem
agamaglobulinémicos(WAGSTROM et al., 2000; ROOKE; BLAND, 2002; SALMON et al.,
2009). Sendo assim, o colostro torna-se muito importante para os leitdes, pois é a principal
fonte de protecdo imunoldgica (ROOKE; BLAND, 2002; SALMON et al., 2009), energética
(LE DIVIDICH et al., 2005) e termorregulatoria (HERPIN et al., 2002; LE DIVIDICH et al.,
2005; QUESNEL, 2011b), além de possuir fatores de crescimento que estimulam a maturacao
do trato gastrointestinal (XU et al., 2000).

Atualmente a ingestdo insuficiente de colostro tem sido identificada como uma das
maiores causas de mortalidade neonatal na producéo de suinos (DEVILLERS et al., 2011),
sendo discutida entre autores que a ingestdo de 200 g por leitdo durante as primeiras 24 horas
de vida é a quantidade minima para reduzir o risco de mortalidade até o desmame
(DEVILLERS et al., 2011; QUESNEL et al., 2012), e que o consumo acima de 250 g confere
maior crescimento corporal na lactacdo (QUESNEL et al., 2012). Devillers et al. (2011)
observaram que a mortalidade pré-desmame foi de 7,1% e 43,4%, para leitdes que
consumiram mais de 200 g e menos de 200 g de colostro, respectivamente. A capacidade de
ingestdo, porém, depende da habilidade da fémea de produzir colostro e dos leitdes
alcancarem e extrairem o colostro do complexo mamario (LE DIVIDICH et al., 2005;
QUESNEL et al., 2012).

2.1.1 Composicédo do Colostro

O colostro é composto basicamente por agua, proteinas, gordura e lactose
(DARRAGH; MOUGHAN, 1998). Quando comparado com o leite, o colostro possui
concentragfes maiores de matéria seca e proteina bruta e menor concentracdo de gordura e
lactose (LE DIVIDICH et al., 2005). A fragdo energética é constituida principalmente por
lipideos e lactose (LE DIVIDICH et al., 2005), sendo que o primeiro representa cerca de 40-
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60% do total fornecido pelo colostro para o leitdo no controle da termorregulagédo (LE
DIVIDICH et al., 2005), devido ao lento catabolismo proteico durante a fase neonatal (LE
DIVIDICH et al., 1994).

O colostro contém menos sais minerais do que o leite, sendo alguns elementos
presentes em menor quantidade, como célcio e fosforo, e outros em maior quantidade, como
zinco e ferro (XU et al., 2002; LE DIVIDICH et al., 2005). Fatores de crescimento e alguns
horménios também fazem parte da composicdo do colostro, acelerando o crescimento e
promovendo a maturacdo intestinal (ESTIENNE et al., 2000; XU et al.,, 2002). As
concentragdes destes componentes diminuem durante o primeiro dia de vida e, por
conseguinte, quaisquer efeitos positivos dos fatores de crescimento podem ser diminuidos em
leitbes depois do nascimento (ROOKE; BLAND, 2002), comprometendo seu desempenho
subsequente.

A fragdo proteica do colostro é essencialmente constituida por imunoglobulinas (IgG,
IgM e IgA), sendo que estas representam 63,6% do total de proteinas presentes no colostro
(PORTER, 1969) e albumina, que terd um papel facilitador no transporte intestinal de acidos
graxos e aminoacidos (HARTMANN et al., 1989). Dentre as imunoglobulinas presentes no
colostro, a 1gG representa a maior concentracdo, cerca de 75% do total de imunoglobulinas
(KLOBASA; BUTLER, 1987), permanecendo alta nas primeiras 6 horas ap6s o parto, sendo
essencial para promover a imunidade passiva (LE DIVIDICH et al., 2005).

A medida que a lactacdo progride ha mudancas nas concentracdes de imunoglobulinas.
Enquanto que no colostro a 1gG se encontra em maior concentracdo, diminuindo cerca de
50% a partir de 12 apds o parto (HURLEY, 2015), no leite a imunoglobulina predominante é
a IgA, representando cerca de 40% do total de proteinas (KLOBASA et al., 1987), sendo
responsavel pela protecdo da mucosa intestinal durante a lactacdo (LE DIVIDICH et al.,
2005).

O colostro é caracterizado por ter alta concentracdo de IgG e baixas de IgA e IgM
(CURTIS; BOURNE, 1971; KLOBASA et al., 1987), além de neutrofilos e linfocitos (XU et
al., 2002). O ajuste da resposta imune depende de antioxidantes, como selénio e vitamina E,
que podem ser encontrados no colostro (ARTHUR et al., 2003; PINELLI-SAAVEDRA,
2003).

Inibidores de proteases também fazem parte da composicdo do colostro. Eles evitam a
hidrolise de imunoglobulinas e fatores de crescimento, possibilitando que estes sejam

transmitidos aos leitGes sem alteragéo estrutural e, consequentemente, funcional (ZHOU et
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al., 2003). Além disso, a atividade proteolitica do trato digestivo no nascimento é muito
baixa, facilitando a absor¢do de imunoglobulinas intactas (EKSTROM; WESTROM, 1991).

2.1.2 Consumo de Colostro pelo Leitdo Neonato

A quantidade de colostro consumida por leitdo depende da habilidade materna de
produzir colostro e da habilidade do leitdo em alcancar o teto e promover succéo eficiente (LE
DIVIDICH et al., 2005; QUESNEL et al., 2012). Por isto, o consumo de colostro varia
consideravelmente entre leitbes, sendo que o coeficiente de variacdo pode atingir taxas de
15% até 110% em leitdes da mesma leitegada e 30% entre leitegadas (LE DIVIDICH et al.,
2005).

O consumo individual de colostro nas primeiras 24 horas de vida é em torno de 250 a
300 g (DEVILLERS et al., 2007; QUESNEL, 2011), sendo que aumenta 26-37 g, cada 100 g
a mais de peso ao nascimento (LE DIVIDICH et al., 2005). Na primeira hora de
amamentacao, o leitdo apresenta um rapido consumo de colostro— aproximadamente 5-7% do
seu peso corporal -, com diminuicdo gradual apos este periodo (FRASER; RUSHEN, 1992).

Em estudo realizado por Le Dividich et al. (1997), observou-se que, quando fornecido
em quantidade ilimitada, o consumo de colostro pelos leitdes equivaleu a 450 g/kg de peso
corporal nas primeiras 24 horas. Isso demonstra a alta capacidade de ingestdo do leitdo ap6s o
nascimento, quando o colostro é disponibilizado a vontade. Esse alto consumo poderia
compensar as poucas reservas energéticas corporais do leitdo logo apds o nascimento (LE
DIVIDICH et al., 2005).

A sobrevivéncia e ganho de peso dos leitGes no periodo pré-desmame esté diretamente
relacionado com o consumo de colostro no primeiro dia de vida. Para estimar o consumo de
colostro, Bland et al. (2003) utilizaram a técnica denominada pesagem-mamada-pesagem,
utilizando como fatores de correcdo as perdas urinarias e metabdlicas. A limitacdo desta
técnica é a aplicacdo em um grande nimero de animais. Devido a isso, Devillers et al. (2004)
criaram uma equacgdo com o objetivo de estimar a quantidade de colostro consumida baseada

no ganho de peso do leitdo nas primeiras 24 horas de vida:

Cl=-217,4 + 0,217 X t+ 1861019 X BW/t + BWB X (54,80 — 1861019/t) X (0,9985 — 3,7
X 10-4 X tFS + 6,1 X 10-7 X tFS2)
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Onde, Cl= quantidade de colostro consumida (g); t= tempo entre 0 nascimento e a pesagem
(mim); tFS= tempo entre 0 nascimento e a primeira mamada (min); BW = peso atual (kg);
BWB= peso ao nascer (kg). Contudo, Devillers et al. (2007) incluiu na formula para o
calculo, que pode-se considerar como intervalo entre o nascimento e a primeira mamada o
tempo de 30 minutos.

Além da habilidade da fémea em produzir colostro e da capacidade do leitdo em
alcancar o complexo mamario e mamar, ou seja, sua vitalidade ao nascer (LE DIVIDICH et
al., 2005; QUESNEL et al., 2012), diversos outros fatores influenciam na ingestéo do colostro
pelo leitdo neonato. O peso do leitdo ao nascer é um ponto importante, apresentando
correlagdo positiva com a ingestdo de colostro (LE DIVIDICH et al., 2005a; DEVILLERS et
al., 2007), pois um leitdo que é mais pesado ao nascer, terd maior vitalidade para buscar o
complexo mamario da sua mde (FRASER; RUSHEN, 1992). Em estudo realizado por Spicer
et al. (1986), leitdes mais leves ingeriram o colostro pela primeira vez 133 minutos apds o
nascimento, enquanto que os mais pesados em 55 minutos ja estavam mamando.

Sendo assim, o consumo de colostro pode ser menor em leitGes de baixo peso ao
nascimento, resultando no comprometimento de sua salde e elevando a mortalidade
(CABRERA et al., 2012). A insuficiente ingestdo de colostro pode influenciar diretamente na
mortalidade por desnutricdo e hipotermia, além de resultar em uma inadequada transferéncia
de imunoglobulinas maternas para os leitbes neonatos, aumentando assim a susceptibilidade a
infeccdes durante todo o periodo de lactacéo.

Em trabalho realizado por Ferrari et al. (2014), avaliando a taxa de mortalidade em
relagdo ao consumo de colostro, estratificado por classe de consumo, quanto maior foi 0
consumo de colostro, menor foi a taxa de mortalidade (Figura 1). Outro estudo encontrou
dados semelhantes, mostrando que a mortalidade foi mais alta em leitdes com menos de 1 kg
de peso corporal ao nascimento ou que consumiram menos de 160g de colostro por kg de
peso corporal (DECALUWE et al., 2014).
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Figura 1: Taxa de mortalidade de acordo com a classe de consumo de colostro
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Fonte: Adaptado de Ferrari et al. (2014).

Devillers et al. (2011), ao avaliarem a mortalidade dos leitdes em relagdo ao consumo
de colostro, observaram que o0 grupo de animais que morreram até os primeiros trés dias de
idade foram os animais que ingeriram menos colostro (147+21g), quando comparados aos
leitdes que sobreviveram até o desmame (333t14g). Neste mesmo estudo, leitbes que
ingeriram mais que 200g de colostro em 24 horas de vida representavam uma taxa de
mortalidade pré-desmame de 7,1%. Porém, quando a ingestdo de colostro foi menor que 200g
a mortalidade ao final do periodo de lactacdo chegou a 43,4%. J& Declerck et al. (2016)
observaram que o ndo consumo de colostro pelos leitdes com médio e baixo peso ao
nascimento (1,27 kg e 0,950 kg, respectivamente), apresentam uma taxa de mortalidade pré-
desmame de 69 e 80% (Figura 2).
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Figura 2: Probabilidade de mortalidade pré-desmame pelo consumo de colostro.
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Fonte: Adaptado de Declerck et al. (2016).

A ordem de nascimento no parto parece ndo influenciar a ingestdo de colostro
(DEVILLERS et al., 2007). De fato, os leitdes nascidos mais tarde no parto conseguem
compensar o0 seu atraso, relativo ao consumo de colostro, em relacédo aos seus irmédos nascidos
mais cedo (DEVILLERS et al., 2007). Esta auséncia de influéncia da ordem de nascimento
pode ser explicada pelo fato da ingestdo de colostro ser muito elevada logo nas primeiras
horas apds o nascimento (LE DIVIDICH et al., 1997) e, assim, os leitGes nascidos primeiro
estardo ‘‘satisfeitos” e menos ativos no momento em que nascem os ultimos leitdes,
permitindo que estes mamem sem grande competicdo (LE DIVIDICH et al.,, 2005;
DEVILLERS et al., 2007). Porém, se o parto for muito longo (acima de 5 horas), os Gltimos
leitdes podem ingerir colostro com menos imunoglobulinas (DEVILLERS et al., 2011).

O tamanho da leitegada influencia na quantidade de colostro disponivel por leitdo, ja
que a producéo de colostro independe do tamanho da leitegada (LE DIVIDICH et al., 2004).
Isso significa que quanto maior o nimero de leitGes paridos, menor sera a quantidade de
colostro disponivel por leitdo. Cada leitdo extra diminui em 22 a 42g a quantidade de colostro
disponivel por leitdo (LE DIVIDICH et al., 2004; DEVILLERS et al., 2004). Portanto,
guando o leitdo estd em uma leitegada grande, sua chance de ingerir a quantidade ideal de
colostro é reduzida, principalmente se o peso corporal ao nascimento for baixo (QUESNEL et
al., 2012). A intensa competicdo entre leitdes pelos tetos, principalmente se ha uma alta
variabilidade de peso na leitegada (LE DIVIDICH et al., 2005), impossibilitaria 0 consumo

regular e suficiente de colostro pelos mesmos. Quanto mais rapido o leitdo efetuar a primeira
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mamada, maior serd a chance de ingerir colostro de melhor qualidade e em maior quantidade
(LE DIVIDICH et al., 2005).

Ha outros fatores que podem reduzir o consumo de colostro pelos leitbes, tais como a
baixa temperatura ambiental (LE DIVIDICH; NOBLET, 1981), possivelmente por afetar o
vigor, leitdes com sindrome dos membros abertos ou splayleg (DEVILLERS et al., 2004) e
leitdes que nascem em estado de hipoxia, que demonstram maior intervalo entre o nascimento
e a primeira mamada (HERPIN et al., 1996).

Esses fatores demonstram que os leitGes dependem diretamente do colostro para a sua
sobrevivéncia. Por isso, aumentar ou simplesmente garantir a ingestdo de colostro dos leitdes
recém-nascidos, principalmente os de baixa vitalidade e baixo peso ao nascimento, é de
extrema importancia para a reducdo da mortalidade neonatal (DEVILLERS et al., 2011). O
consumo adequado de colostro também € fundamental para suprir as necessidades
imunolégicas e energéticas dos leitdes, acarretando um melhor desempenho ao longo de sua

vida.

2.2 Imunidade Passiva

A placenta na espécie suina € classificada como sendo epiteliocorial, e as suas
caracteristicas estruturais ndo permitem a passagem de imunoglobulinas para os fetos. Desta
forma os leitdes nascem agamaglobulinémicos (WAGSTROM et al., 2000), havendo absoluta
necessidade de adquirir anticorpos maternos através da ingestdo de colostro (ROOKE;
BLAND, 2002).

A transferéncia de macromoléculas através do trato gastrointestinal ocorre por um
curto periodo ap6s o nascimento. Contudo este € um momento importante e essencial para
garantir a imunidade dos leitdes (HURLEY; THEIL, 2011). A permeabilidade intestinal as
macromoléculas comeca a diminuir a partir de 6-12 horas, podendo chegar a ser nulo entre 24
e 36 horas (WESTROM et al., 1984). O momento em que cessa O transporte de
macromoléculas e ndo ha mais transferéncia de imunoglobulinas do trato intestinal para a
circulacdo do leitdo é denominado “fechamento intestinal” (LE DIVIDICH et al., 2005).

O tempo necessario para que o leitdo consiga gerar uma resposta imune ativa é de
aproximadamente sete a dez dias ap6s a exposicdo a um agente (WAGSTROM et al., 2000;
ROTH; THAKER, 2006; SALMON et al.,, 2009). O leitdo recém-nascido é, portanto,
dependente das imunoglobulinas absorvidas do colostro para a protegdo imunologica até que

0 seu sistema imunoldgico tenha maturidade suficiente para responder aos antigenos
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estranhos. Segundo Hendrix et al (1978), a concentragéo de 1gG no plasma de leitdes ttm uma

relagdo positiva com a sobrevivéncia.

2.3 Imunoglobulina G

A 1gG é a principal imunoglobulina presente no colostro, cerca de 60 a 75% do total
de imunoglobulinas. A 1gG possui duas cadeias leves e duas cadeias pesadas, € seu peso
molecular é de 180 kDa (TIZARD, 2008). Por ser a menor das moléculas de imunoglobulinas,
ela pode sair dos vasos sanguineos com maior facilidade para participar das defesas do
organismo. Toda IgG presente no colostro € oriunda do soro materno (BOURNE; CURTIS,
1973), e a transferéncia de IgG para a glandula mamaria ocorre durante o processo de
formacéo do colostro.

A lgG se encontra em concentracdes elevadas até 6 horas apds o parto. A partir das 12
horas, as concentracdes de IgG caem para quase 50%, quando comparado com o inicio do
parto, continuando a decair para niveis de aproximadamente 16% nas 24 horas ap6s o parto
(HURLEY, 2015). Isso demonstra a importancia do consumo de colostro logo ap6s o
nascimento pelos leitdes, pois quanto maior for o periodo entre 0 nascimento e a primeira
mamada, eles estardo mais expostos a microbiota local sem a devida protecdo. A partir do
terceiro dia de lactacdo e no decorrer desta, a quantidade de IgA torna-se a imunoglobulina
em maior concentracdo no leite, fornecendo protecdo local ja que inibe a fixacdo de bactérias
aos enterocitos (BLECHA, 1998; HURLEY, 2015).

A quantidade de IgG presente no colostro, porém, varia muito na espécie suina. Bland
et al. (2003), avaliaram a concentracdo de IgG no colostro de multiparas e encontraram uma
média de 61 mg/ml no inicio do parto e 9 mg/ml de 1gG 24 horas apds o inicio do parto.
Foisnet et al. (2010) encontraram no colostro de primiparas, uma média de 74,2 mg/ml na
hora do parto e 13,9 mg/ml 24 horas ap0s o inicio do parto, sendo que em até 6 horas ap0s o
inicio do parto houve uma diminuicdo de 23% na concentracdo de 1gG. Quesnel (2011a)
avaliou a quantidade de 1gG em fémeas de diferentes ordens de partos sendo que a média de
IgG no inicio do parto foi 62,3 mg/ml e 24 horas apds o parto foi 16,8 mg/ml.

A variabilidade individual entre as fémeas parece ser um dos principais fatores que
influenciam os niveis de 1gG do colostro (QUESNEL, 2011). Outros fatores, ligados a fémea
ou ao ambiente poderdo também influenciar significativamente as concentragcdes de 1gG no
colostro (FARMER et al., 2009). Entre estes, podem ser destacados o genotipo (INOUE et al.,
1980) e os planos de vacinacdo das matrizes (BOURNE et al., 1978; INOUE et al., 1980).
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Foram também encontradas diferencas nos teores de IgG do colostro de acordo com a ordem
de parto (menores nos primeiros partos) (INOUE et al., 1980; KLOBASA et al., 2004;
QUESNEL, 2011a) e regido do complexo mamario (BLAND; ROOKE, 1998).

Isso demonstra que a IgG transferida através do colostro da mée estd associada ao seu
historico de exposicdo a antigenos, respostas de células B e mutagdo somatica. Logo, essa IgG
materna representa experiéncias imunologicas da mée (TIZARD, 2009). Devido a isso, a
sobrevivéncia dos suinos neonatos esta positivamente relacionada com a concentracédo de 1gG
no plasma dos leitbes (HENDRIX et al., 1978), que esta positivamente relacionada a ingestdo
de colostro e a quantidade de IgG presente no colostro (DEVILLERS et al., 2011).

Quando o leitdo ingere entre 200 e 250 g de colostro nas 24 horas de vida, a
concentracdo de 1gG no plasma sanguineo atinge um platé (Figura 3). Devillers et al. (2011)
sugerem que a quantidade de IgG absorvida nas primeiras 24 horas apds o parto €

independente do tempo que os leitdes tiveram para ingerir colostro.

Figura 3: Relacdo entre ingestéo de colostro e
concentracdo de IgG no plasma dos

leitdes 24 horas ap0s o inicio do parto

50 -
Ll
% 40 4 g . o« °
-
s -
s Bee ® o, eeq e
$ 30 - *ceny "WtV %
“ < ) L e? . e e
g . 2 l’;-.'rr‘ﬁb:. b «*
.: & ...'.9' $o D
N 204 ° RS, o
P e o E... 2" o
pad 0. . o Cl. .. o
g 35, o2 ‘- ., +8'e e o
£ 10 i *
2 |
g . ?  y=-7E-05x? + 0.073x + 8.6224
o) <r:: = ® R2=0.2418
= 0+ - : r
0 200 400 600

Ingestdo de colostro entre o nascimento e 24 horas de vida (g)

Circulos pretos indicam leitdes que estavam vivos ao
desmame e quadrados brancos representam leitées que
morreram entre 24 horas de vida e 0 desmame.

Fonte: Adaptado de Devillers et al. (2011).

Baseados nesta informacéo, os autores sugerem que o fechamento intestinal acontece,
na maioria dos leitGes, apos a ingestdo de uma quantidade suficiente de 1gG (15 g). Porém,

fica dificil determinar qual a quantidade de colostro que deve ser ingerida para que o leitdo
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adquira 15 g de IgG, pois a concentragdo de 1gG no colostro varia muito entre individuos
(ROOKE; BLAND, 2002).

Devido a isso, apesar de ndo afetar o consumo de colostro, 0 ordem do nascimento
afeta a quantidade de IgG ingerida pelo leitdo, devido a rapida troca da composicdo do
colostro entre o inicio do parto e o nascimento do Ultimo leitdo (KLOPFENSTEIN et al.,
2006). Outro ponto a ser levado em consideragdo é que a absorcdo de imunoglobulinas
intactas da-se entre a janela de tempo entre o nascimento e o “fechamento intestinal”
(ROOKE; BLAND, 2002), de aproximadamente 24 horas apds o nascimento (LE DIVIDICH
et al., 2005).

2.4 Imunacrito

O consumo de colostro pelos leitGes neonatos é essencial, sendo que sua insuficiente
ingestdo esta estritamente relacionada a sobrevivéncia e desempenho desses leitbes (LE
DIVIDICH et al.,, 2005; FERRARI et al., 2014). Devido aos leitdes nascerem sem
imunoglobulinas (KLOBASA et al., 1987), a imunidade passiva é transferida através da
ingestdo do colostro, pela barreira intestinal, diretamente para a circulacdo sanguinea
(SALMON et al., 2009). Com isso, a mensuracdo de imunoglobulinas do soro dos leitbes
pode ser utilizada como um indicador da quantidade de colostro consumida pelos leitdes,
sendo uma estratégia interessante para a identificacdo e posterior auxilio daqueles leitdes que
ndo ingeriram colostro (VALLET et al., 2013).

Existem diversos métodos utilizados para quantificar as imunoglobulinas ingeridas
(SDS-PAGE, Western blot, dentre outros), sendo que os métodos mais utilizados sdo a
imunodifusdo radial (FRENYO et al., 1980; KLOBASA et al., 1987) ou ELISA (ensaio
imunossorvente ligado a enzima) (FOISNET et al.,, 2010ab; FOISNET et al., 2011,
QUESNEL et al., 2008; FERRARI et al., 2014). A imunodifusdo radial ¢ um método preciso,
pois € tanto quantitativo, como especifico para IgG. No teste de ELISA a intensidade de cor
da reacdo no filtro do teste € comparada com as preparacdes da imunoglobulina padréo, sendo
também considerado um método de grande precisdo (TIZARD, 2009). Esses métodos, porém,
sdo relativamente complexos, necessitam de tempo para sua realizagdo, sdo caros e
normalmente requerem de equipamentos especificos, tornando-os impraticaveis na rotina de
um sistema produtivo de suinos (VALLET et al., 2013).

Devido a essa realidade, Vallet et al. (2013) desenvolveram um método simples,

rdpido e de baixo custo para mensurar imunoglobulinas do soro de leitdes, denominado
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immunocrit (“imundcrito”, traducdo livre em portugués). A técnica consiste nos seguintes
passos: 0 sangue de leitdes 24 horas apds o nascimento é coletado por pungdo da veia jugular.
O sangue é deixado coagular overnight a 4°C e ap6s é coletado o soro. Uma subamostra (50
puL) é misturada com 50 uL de solucdo de (NH4)2S04 a 40%, para precipitar as
imunoglobulinas. Essa mistura resultante é centrifugada em um tubo microcapilar de
hematdcrito por 5 minutos (12.700 g). E realizada a leitura deste microcapilar, utilizando uma
régua milimetrada, e a relacdo entre o comprimento do precipitado no fundo do microcapilar e
0 comprimento do soro diluido no microcapilar equivale a taxa de imundcrito (Figura 4).

Para a validacdo da técnica, 0s autores compararam 0 imundcrito com duas outras
técnicas extremamente precisas quanto a mensuragdo de Ig - SDS-PAGE e espectrofotometria
— além de comparar com a quantidade de imunoglobulina G presente no soro dos leitdes, no
qual obteve alto coeficiente de determinacédo (r2=0,98). Segundo os autores, um valor de 0,10
na taxa de imundcrito corresponde a uma concentracdo de 1gG de 34 mg/ml.

Isso foi confirmado ao compararem o valor de imundcrito com o peso 24 horas ap6s o
nascimento e a mortalidade pré-desmame desses leitdes, sendo que baixos valores nas taxadas
de imundcrito foram encontrados em leitdes pesando menos de 1,5 kg, e leitBes que

apresentaram uma taxa de imundcrito > 0,125 obtiveram maiores chances de sobrevivéncia.

Figura 4: Desenho esquematico demonstrando

um microcapilar de hematdcrito.
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O imundcrito, portanto, pode ser Gtil em monitorar a ingestdo de colostro, para
maximizar o desempenho subsequente (VALLET et al., 2015). Além disso, 0 uso dessa
técnica associado as estratégias, para melhorar a quantidade de colostro ingerida por leitdes
recém-nascidos, resultaria em alteracdes benéficas em termos de eficiéncia de producéo
(HUSER et al., 2015).
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3 ARTIGO: AVALIACAO DA ABSORCAO DE IMUNOGLOBULINAS EM LEITOES
RECEM-NASCIDOS PELA TECNICA DO IMUNOCRITO

3.1 Introducéo

A realidade atual da suinocultura tecnificada desenvolveu fémeas que tém produzido
leitegadas numerosas com alta variabilidade de peso, acarretando em maior disputa entre 0s
leitbes para mamar o colostro (BEAULIEU et al., 2010; DE VOS, 2014). Os leitdes nascem
com reservas energéticas limitadas, ndo recebem imunidade da mée pela placenta e possuem
sistema imune ainda ndo completamente competente, tendo o colostro como principal fonte de
nutrientes e anticorpos para sua sobrevivéncia (ROOKE; BLAND, 2002). Alguns leitbes nao
ingerem quantidade suficiente de colostro para garantir a sobrevivéncia ou ja nascem leves e
debilitados, comprometendo ainda mais a sua sobrevivéncia no periodo neonatal
(DEVILLERS et al., 2011). Portanto, é importante estimar a quantidade de colostro que o
animal ingeriu e conseguiu absorver nas primeiras horas de vida.

Existem diversos métodos utilizados para quantificar as imunoglobulinas, como SDS-
PAGE, Western blot, imunodifuséo radial e ELISA (FRENYO et al., 1980; KLOBASA et al.,
1987; FOISNET et al., 2010ab; FOISNET et al., 2011; QUESNEL et al., 2008; FERRARI et
al., 2014). Esses métodos, porém, sdo relativamente sdo caros e complexos, pois necessitam
de tempo para sua realizacdo e normalmente requerem de equipamentos especificos,
tornando-os impraticaveis na rotina do campo (VALLET et al., 2013).

O imundcrito é uma técnica desenvolvida por Vallet et al. (2013), e consiste na
homogeneizacdo de uma amostra de soro sanguineo, com uma solucgdo de 40% (NH4)2S0O4,
para que ocorra a precipitacdo das imunoglobulinas. Posteriormente, apds centrifugacdo em
tubos microcapilares de hematdcrito, se realiza a leitura destes com auxilio de uma régua
milimetrada. A relagdo entre o comprimento do precipitado no fundo do microcapilar e o
comprimento do soro diluido no microcapilar equivale a taxa de imundcrito.

Esta técnica € de baixo custo e simples execucdo, que pode ser usada para mensurar a
guantidade de imunoglobulinas no soro de leitdes, podendo ser utilizada a campo (VALLET
et al., 2013). O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de caracteristicas dos leitdes na

ingestdo de imunoglobulinas, utilizando a técnica do imunadcrito.

3.2 Materiais e Métodos
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O trabalho foi realizado em uma granja multiplicadora de suinos com aproximadamente
2000 matrizes, localizada em Bom Retiro do Sul, RS. Para a realizagdo do experimento foram
utilizados 135 leitdes oriundos de fémeas (DB90®, DB) de diferentes ordens de parto.
Durante o parto, foi registrada ordem de nascimento dos leitbes, sexo, numero de leitdes
nascidos totais, nimero de leitdes nascidos vivos, natimortos e mumificados, além de
realizadas anota¢fes quanto a hora de inicio do parto, ordem de parto das fémeas e realizacdo
de toque. Apds o nascimento, foram feitos os manejos adotados pela granja de secagem, corte
e assepsia com alcool iodado do corddo umbilical. Os leitdes foram pesados logo ao
nascimento e 24 h ap06s, utilizando uma balanca de precisdo de 1g (Toledo), e permaneceram
com as maes bioldgicas neste periodo. O ganho de peso das primeiras 24 h de vida foi
utilizado para estimar o consumo de colostro de acordo com a formula de Devillers et al.
(2004):

Cl=-217,4+0,217 X t + 1861019 X BW/t + BWB X (54,80 — 1861019/t) X (0,9985 — 3,7
X 10-4 X tFS + 6,1 X 10-7 X tFS2)

Onde, Cl= quantidade de colostro consumida (g); t= tempo entre 0 nascimento e a pesagem
(mim); tFS= tempo entre o nascimento e a primeira mamada (min); BW = peso atual (kg);
BWB= peso ao nascer (kg). Devillers et al. (2007) considerou, na formula para o célculo, o

intervalo entre 0 nascimento e a primeira mamada de 30 minutos.

Foi coletado 1 ml de sangue na veia cava cranial as 24 h de vida e as amostras foram
centrifugadas (Spintech, 1258 g) por 2 min para obtencdo do 2 mL de soro. As amostras
refrigeradas foram transportadas até o Setor de Suinos, localizado na Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, e armazenados em temperatura de -20 °C. Apds o descongelamento a
temperatura ambiente, 50 ul de soro foram homogeneizados com 50 ul de sulfato de amonio
40% (Dinamica). Em seguida, as amostras foram colocadas em tubos microcapilares de
hematdcrito (Glasscito, 7,5 mm), onde eram preenchidos cerca de % da altura do capilar,
fechando-se uma das extremidades na chama de uma lamparina, sendo centrifugadas (Daiki,
10.621 g) por 5 min, para a precipitagdo das imunoglobulinas. Foi realizada a leitura dos
microcapilares utilizando uma régua milimetrada. A taxa de imundcrito foi determinada pela

razdo entre a altura da coluna do precipitado e a altura da coluna total.
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Os dados foram analisados com o uso do software SAS 9.3 (SAS 9.3). Foi verificada a
correlacdo de Pearson entre a taxa de imundcrito e as caracteristicas dos leitdes — nimero de
leitbes nascidos vivos, ordem de nascimento, peso ao nascimento, peso as 24 horas de vida,
diferenca de peso no primeiro dia e consumo de colostro - pelo procedimento CORR. Foram
criadas classes para: numero de leitdes nascidos vivos (classe 1: 8-11; classe 2: 12-14; classe
3:15-16 e classe 4: 17-18), ordem de nascimento (classe 1: 1-4; classe 2: 5-8; classe 3: 9-13 e
classe 4: 14-24), peso ao nascimento (classe 1: 490-995 g; classe 2:1000-1250 g; classe 3:
1255-1430 g e classe 4:>1430 g), peso as 24 horas de vida (classe 1: 475-1050 g; classe 2:
1055-1330 g; classe 3: 1335-1515 g e classe 4: 1520-1905 g), diferenca de peso ao 1° dia
(classe 1: <0 g; classe 2: 0-55 g; classe 3: 56-110 g e classe 4: >110 g) e consumo de colostro
(classe 1: 0-79 g; classe 2: 80-159 g; classe 3: 160-239 g e classe 4: >240 g), de modo que
cada classe tivesse aproximadamente 25% dos leitdes. O efeito das classes na taxa de
imundcrito foi analisado com o0 PROC GLIMMIX e a comparacdo entre essas classes foi

efetuada pelo teste de Tukey-Kramer, ao nivel de significancia de 5%.

3.3 Resultados

As dez fémeas utilizadas apresentaram média de 3,8 + 0,55 partos (média + erro padréo
da média), 15,9 = 1,52 leitdes nascidos e 14,1 + 0,96 leitGes nascidos vivos. O peso ao
nascimento dos leitdes e as 24 horas de vida foram de 1234 + 25,49 e 1280 + 28,8 g,
respectivamente. O consumo de colostro foi, em média, de 153,4 + 9,3 g. A taxa média de
imundcrito foi de 0,098 + 0,037.

Tabelal- Coeficientes de correlagdo da taxa de imundcrito com caracteristicas dos
leitdes.
Taxa de Imundcrito Valor de P

NUmero de leitdes nascidos

_ -0,315 0,0002
vivos
Ordem de Nascimento -0,199 0,020
Peso ao nascimento 0,056 0,517
Peso as 24 horas de vida 0,124 0,150
Ganho de peso no 1° dia 0,286 0,0008
Consumo de Colostro 0,299 0,0004

Fonte: proprio autor.
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A taxa de imundcrito foi correlacionada negativamente com o nimero de nascidos Vivos
e a ordem de nascimento dos leitdes, e positivamente com o ganho de peso em 24 h e
consumo de colostro (Tabela 1; P < 0,05). N&o foi observada correlacdo da taxa de imundcrito
com 0s pesos dos leitbes ao nascimento e as 24 h de vida (P > 0,05). Leitdes do sexo feminino
e masculino ndo diferiram (P = 0,474) na taxa de imundcrito (0,096 + 0,005 vs 0,101 + 0,005,
respectivamente).

As taxas de imunocrito de acordo com as classes de nascidos vivos, ordem de
nascimento, peso ao nascimento, peso as 24 horas, ganho de peso ao primeiro dia € consumo
de colostro estdo apresentadas na Tabela 2. As classes de peso ao nascimento e as 24 h de
vida ndo diferiram na taxa de imundcrito. Porém, quanto maior a classe de ganho de peso e de
consumo de colostro maior a taxa de imundcrito. Leitdes que ndo ganharam peso
apresentaram taxa de imunaocrito menor (P < 0,05) do que leitbes que ganharam acima de 110
g. Leitdes que consumiram quantidades superiores a 160 g de colostro obtiveram maior taxa

de imundcrito que leitdes que consumiram até 79 g.

Quadro 1 - Média da taxa de imundcrito de acordo com classes referentes a
caracteristicas dos leites
Leitdes nascidos vivos
8-11 12-14 15-16 17-18
0,130 + 0,009a 0,105+0,006ab 0,079 +0,007b 0,093 + 0,005b
Ordem de nascimento
1°-4° 5°-8° 9°-13° 14° - 24°
0,104 + 0,006a 0,104 £ 0,007a 0,102 £0,006a 0,071 £ 0,009b
Peso ao nascimento, g
490 - 995 1000 - 1250 1255- 1430 > 1430
0,089 + 0,008 0,109 £ 0,007 0,093 £ 0,007 0,102 + 0,007
Peso as 24 h de vida, g
475 - 1050 1055 - 1330 1335 - 1515 1520 - 1905
0,093 + 0,008 0,101 £+ 0,007 0,093 £ 0,007 0,106 £ 0,008
Ganho de peso no 1° dia, g
<0 0-55 56 - 110 > 110
0,083 +0,007a 0,097 £0,007ab 0,104 +0,007ab 0,113 +0,007b
Consumo de colostro, g
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0-79 80 - 159 160 - 239 > 240
0,082 + 0,007a 0,096 £ 0,007ab 0,108 +0,007b 0,111 + 0,008b

a e b na linha indicam diferenca entre as classes (P < 0,05).

Fonte: préprio autor.

3.4 Discussao

Leitbes contém reservas energéticas limitadas e ndo apresentam imunidade ao
nascimento, necessitando colostro nas primeiras 24 horas subsequente ao nascimento
(ROOKE; BLAND, 2002, LE DIVIDICH et al., 2005). Devido a isso, a maior taxa de
imundcrito encontrada nos leitbes que consumiram mais colostro é um aspecto positivo, pois
demonstra a correta passagem das imunoglobulinas da fémea através do colostro para o leitdo,
além de proporcionar aqueles leitbes que consomem quantidades adequadas de colostro
menores indices de mortalidade neonatal e melhor desempenho subsequente (DEVILLERS et
al., 2011; QUESNEL et al., 2012; VALLET et al., 2013; FERRARI et al., 2014). Vale
salientar que a média geral de consumo de colostro encontrada é inferior ao relatado
anteriormente (DEVILLERS et al., 2005; QUESNEL et al., 2012; FERRARI et al., 2013).

Por outro lado, menores taxas de imundcrito encontradas em leitegadas podem ser
utilizadas para detectar possiveis falhas na producéo inicial de colostro pela fémea, pois todos
os leitdes da leitegada teriam valores abaixo do esperado (VALLET et al., 2013), resultando
em uma avaliacdo individual do desempenho produtivo dessa fémea e possivel descarte do
plantel, com objetivo de aumentar a produtividade. Ja leitbes que apresentem menores taxas
de imundcrito podem ser utilizadas para identificar, quais leitdes necessitam de um manejo de
suplementacéo alimentar, aumentando as chances de sobrevivéncia neonatal.

Leitdes provenientes de leitegadas com maior numero de nascidos vivos e que nascem
por ultimo (a partir do 14° leitdo) obtiveram menor taxa de imundcrito, quando comparado
com leitegadas menores Isso pode ser explicado devido a producdo de colostro ser
independente do tamanho da leitegada (LE DIVIDICH et al., 2004), sendo que quanto maior a
leitegada, mais intensa € a competicdo dos leitdes pelos tetos da fémea, e a chance do leitdo
ingerir a quantidade ideal de colostro é reduzida.

As classes de peso dos leitGes ao nascimento e as 24 h de vida ndo diferiram quanto a
taxa de imundcrito. Apesar de leitdes com baixo peso ao nascimento apresentarem maior
dificuldade em ingerir o colostro (FRASER; RUSHEN, 1992), esse resultado pode ser
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explicado devido ao correto manejo de assisténcia ao parto e cuidados com os leitdes
realizados na granja. Em contrapartida, leitbes que obtiveram maior ganho de peso no
primeiro dia de vida obtiveram maior taxa de imundcrito em relacdo aqueles que néo
ganharam peso, provavelmente devido a suficiente ingestdo de colostro.

A taxa de imundcrito encontrada foi semelhante a relatada por Peters et al. (2015).
Ambos os valores séo considerados abaixo do relatado por Vallet et al. (2013) relacionado
com alta chance de sobrevivéncia, em rebanho experimental. Além disso, ndo houve diferenca
entre leitdes do sexo feminino e masculino, resultado igualmente observado por Vallet et al.

(2015), demonstrando igual capacidade de leitdes machos e fémeas em mamarem o colostro.
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4 CONCLUSAO

A absor¢do de imunoglobulinas, pela taxa de imundcrito, diminui nos leitbes que
nascem em leitegadas numerosas, sendo menor a partir do nascimento do décimo quarto
leitdo. Além disso, maior taxa de imundcrito foi observada em leitbes que apresentaram maior

ganho de peso no primeiro dia de vida, indicando maior ingestéo de colostro.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A técnica do imundcrito € um método relativamente novo na suinocultura tecnificada
atual, sendo utilizada apenas experimentalmente e tendo poucos trabalhos publicados no meio
académico. A alta correlacdo da taxa de imundcrito com a quantidade de imunoglobulinas no
soro dos leitdes faz com que a técnica possa ser utilizada como uma ferramenta de auxilio na
tomada de decisdo quanto ao manejo a ser adotado na maternidade.

Além disso, os resultados obtidos no presente experimento reforcam a realidade da
hiperprolificidade das fémeas suinas das atuais genéticas em gerar um alto numero de leitdes
por parto, visto que menores taxas de imunocrito diminuem com o aumento do ndmero de
nascidos vivos. Isto influencia na capacidade de ingestdo de colostro pelos leitdes e na
transferéncia de imunoglobulinas da mée para a leitegada igualitariamente, o que n&o
acontece, sendo justificado pelas baixas taxas de imundcrito de leitbes que ingeriram menor

quantidade de colostro ou que foram os Gltimos ao nascer.
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