Ciéncia Rural, Santa Maria, v.31, n.2, p.251-255, 2001

251

ISSN 0103-8478

DIAGNOSTICO DE FALHA DE TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA EM

BEZERROS ATRAVES DA DETERMINACAO DE PROTEINA TOTAL E DE SUAS

FRACOES ELETROFORETICAS, IMUNOGLOBULINAS G E M E DA ATIVIDADE
DA GAMA GLUTAMIL TRANSFERASE NO SORO SANGUINEO

DIAGNOSIS OF PASSIVE IMMUNITY TRANSFER FAILURE IN CALVES BY TOTAL PROTEIN
AND ITS ELETROPHORETIC FRACTIONS, IMMUNOGLOBULINS G AND M QUANTIFICATION
AND GAMMA GLUTAMYL TRANSFERASE ACTIVITY IN SERUM

Francisco Leydson Formiga Feitosa Eduardo Harry Birgel> Regina Mieko Sakata Mirandol&
Silvia Helena Venturoli Perri*

RESUMO

Determinou-se a concentracéo de proteina total e de
suas fracdes (albumina, alfa globulina, beta globulina e gama
globulina), imunoglobulinas G e M, bem como, a atividade da
gama glutamil transferase (GGT) em amostras sanguineas de 40
bezerros com 24 horas de vida, com o objetivo de identificar a
ocorréncia de falha de transferéncia de imunidade passiva em
bezerros. A maioria dos animais que morreu nos primeiros meses
de vida apresentou, as 24 horas de vida, menores teores de
proteina total, das frag6es beta e gama globulina, de 1IgG e IgM e
de GGT do que os animais que sobreviveram.
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SUMMARY

The total protein and its fractions (albumin, alpha
globulin, beta globulin and gamma globulin), G and M
immunoglobulins and the activity of gamma glutamyl transferase
were determined in the blood samples of 40 calves, 24 hours old,
in an attempt to identify calves with failure of passive
immunoglobulin transfer. The majority of newborn calves that
died in the first months of life had lower levels of total protein,
beta globulin, gamma globulin, 19G, IgM and GGT, than those
found in newborn calves that survived.

Key words : passive immunity, bovine, immunoglobulins.

INTRODUCAO

Véarios exames laboratoriais tém sido
desenvolvidos e testados para determinar direta e/ou
indiretamente os niveis de imunoglobulinas em
animais recém-nascidos. A constatacdo de que o0s
neonatos que possuiam uma baixa imunidade
passiva apresentavam maiores indices de
mortalidade e um menor desempenho produtivo fez
com que houvesse um grande estimulo no
desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao tema.

Nos bovinos, estéo identificadas e carac-
terizadas quatro fracbes de imunoglobulinas : 19G,
IgM, IgA e IgE (BUTLER, 1983 ; COLLARELet al.
1984). As imunoglobulinas, quando separadas ele-
troforeticamente, encontram-se distribuidas, princi-
palmente, nas fragBes beta e gama globulinas do
soro sangiiineo normal (BUTLER, 1969).

PFEIFFERet al.(1977), estudando os ni-
veis de imunoglobulinas séricas através dos métodos
de imunodifuséo radial, turbidimetria pelo sulfato de
zinco, refratometria e eletroforese, constataram erros
mais significativos nos resultados obtidos através da
imunodifusdo radial, principalmente nas amostras
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que apresentavam grandes concentra¢ées de imuno- As determinagbes das imunoglobulinas
globulinas (3,0 a 5,09l Em tais amostras, os Sericas através da imunodifusdo radial foram feitas
resultados obtidos variavam, apresentando diferen- segundo a técnica de MANCINL al (1965), utili-

cas relativas entre 41,1 a 180%, quando comparadoszando-se placas de agancorporadas com anti-
esses valores com os reais, obtidos apds diluigdes SOros especificos para as classes de imunoglobulinas
corretoras. RUBICet al. (1991) encontraram resul- G e M de bovinos. A avaliacéo indireta dos teores
tados mais precisos quando da realizacdo da turbi- Séricos de imunoglobulina G, atraves de turbidime-
dimetria pelo sulfato de zinco em amostras previa- tria pelo sulfato de zinco, foi realizada segundo
mente diluidas (1:3). HUDGENE&t al (1996) pro- PFEIFFERet al. (1977). A atividade sérica da gama
puseram a utilizagdo de solucdes com maiores con- glutamil-transferase (GGT) foi determinada pelo

centragbes de sulfato de zinco, com o objetivo de Método cinético colorimétrico, recomendado pela
melhorar a especificidade do teste. International Federation of Clinical Chemistry
THOMPSON &  PAULI (1981) (IFCC) utilizando-se kit comercialsegundo técnica
reportaram que a grande atividade de gama glutamil modificada de SZAS2t al (1969), em analisador
transferase (GGT) no soro sangiiineo de bezerros bioguimico automaticpno comprimento de onda de
recém-nascidos € conseqiiente a absor¢do integral405 nm. _
das moléculas da enzima presentes no colostro.  Para a determinacéo dos valores de refe-
FAGLIARI et al (1996) verificaram a existéncia de ~ réncia dos constituintes no soro sangiineo de bezer-
correlagio positiva entre os valores de gama f0S com 24 horas de vida foi realizada estatistica

globulina e a atividade da GGT, com variacdes descritiva pela determinacéo dos valores de tendén-
acentuadas entre os valores no momento do Cia central (média e mediana) e dos valores de dis-

nascimento e aqueles verificados 24 a 30 horas ap6sP€rsao (desvio padréo, coeficiente de variacdo e
0 nascimento valores minimo e maximo) para cada variavel, avali-
Este trabalho teve como objetivo avaliar a ando-se , ainda, as correlagdes entre as variaveis
eficicia da determinacdo da concentracdo de estudadas. Para a verificacdo da existéncia de dife-
proteina total e de suas fracdes eletroforéticas, rengas entre o grupo de pezerros que morreu € o
imunoglobulinas G e M e da atividade da gama grupo que sobreviveu, realizou-se analise de varian-
glutamil transferase, na deteccdo de falha de cia para cada grupo, as 24 r)oras de_wd_q. ATOC!OS 0S
transferéncia de imunidade passiva em bezeteos testes foram aplicados em nivel de significAncia de

0,
raga Holandeseom um dia de vida. 5% (ZAR, 1984).
MATERIAL E METODOS RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados 40 animais da raga Dos 40 animais utilizados na presente
holandesa, sem distincdo de sexos, 0s quais pesquisa, nove (22,5%) morreram antes de
permaneceram com as maes por um periodo de atécompletarem 60 dias de vida, acometidos,
24 horas (16 a 24 horas), ingerindo colostro “ad principalmente, por diarréia infecciosa e/ou
libitum”. Os mesmos foram submetidos a avaliages broncopneumonia. No entanto, entre esses nove
clinicas periddicas desde o nascimento até os dois bezerros, um morreu acidentalmente, por
meses de idade. As colheitas de sangue para aénforcamento nas correntes de contengdo, e outro,

obtencédo de soro foram realizadas as 24 horas de€m consequéncia de um possivel trauma abdominal,

Vida, por pungéo da veia jugu|ar_ determinante de hemorragia interna. Os outros sete
A proteina sérica total foi determinada animais que morreram no transcurso do experimento
pelo método do biureto segundo GORNAEL al. apresentavam menores concentragbes médias de

(1949), modificado por STRUFALDI (1987), usan- prote_l’na total, dgis fracbes gama e t_)eta globulinas,
do-se para tal um analisador bioguimico automtico das imunoglobulinas G e M e da atividade da gama
em comprimento de onda de 550nm. A migraggo 9lutamil transferase (Tabela 1).

eletroforética para separacéo das fragdes protéicas .. entrlEeXE;evgmgs Zrll?{)rrnees d'S;ﬁ{gagcd"Zﬁﬂ? gglae
do soro sangiineo foi efetuada segundo as técnicas q ¢

. . um valor ideal de proteina total, da concentracao de
descritas por FRIEMAN (1961). A leitura € 0 jmynoglobulinas e da atividade da GGT no soro
calculo do fracionamento eletroforético foram reali- sangiiineo de bezerromcém-nascidos, que Ihes

zados em densitomefrccom separacéo manual das  confira uma adequada imunidade passiva. Por
varias fragOes protéicas (albumina, alfa, beta e gama exemplo, a avaliacdo dos resultados individuais,
globulinas). para a concentracdo de proteina total no soro san-
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Tabela 1 - Valores médios e respectivos desvios-paddes §) das concentracdes de EXPErimental, indicando_ que as dife'.
proteina total (PT), albumina (ALB), alfa globulina (ALFA), beta globulinarencas nos valores totais estdo associ-

(BETA), gama globulina (GAMA), imunoglobulina G / turbidimetria (I9G- gdos a Variagﬁes nas fragﬁes beta e
Turb.), imunoglobulinas G e M / imunodifuséo radial ({Ge IgM-IR) e %ma gIobuIinas

gama glutamil transferase (GGT), do soro sanguineo de bezerros da raga

landesa com 24 horas de vida, dos grupos experimentais formados por ani- . Com relagdo as concentra-
mais que sobreviveram ou morreram de enfermidades infecciosas durang0€s séricas de 1gG, denotou-se que as
periodo experimental. Aragatuba - SP, 1998. mesmas foram menores do que
BBITO SOBREVIVENTE 0,§g/df apds a ingestao de colostro em
VARIAVEIS (°7*/18,4%)  (°31/81,6%) TOTAL trés animais que morreram (7,5%) no
X +s X +s (P 40 / 100%) transcurso da fase experimental, com-
X +s provando relatos semelhantes feitos
——— 471 ¢+ o84 T 02: 096 655: 131 - por SELIM et al. (1995). Entretanto,
ALB (g/dl) 252 + 035 264+ 335 261+ 035 um dos sete animais que morreram
ALFA (g/dI) 097 + 020 094+ 028 095+ 0,26 apresentava niveis séricos de I9G
BETA (g/dl) 057 + 019 093+ 0,28 0,86+ 0,30 * iguais a 0,689/ valor situado acima
GAMA (g/dI) 065 + 0,50 2,51+ 0,82 2,14+ 1,07 * do limiar estabelecido por ODDE
- * .
:gg IT;r(b-/é%’d') i'g‘l‘ * 8';8 gg;f 8'82 g'égf 1122 " (1988), mas localizado dentro da
g Do oo o0t 3% faixa de maior risco descrita por
IgM-IR (g/dl) 009 + 006 028+ 0,12 022+ 0,13
GGT (Ulll) 10513 +131,37 840,55+ 480,72 702,45+ 524,93 *  MICUNOVICK et al (1996), que

variou entre 0,63 e 1,26g/dem be-
*Demonstraram-se diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre 0s gi$ros apresentando problemas gas-

grupos. . L Ry
** Os dois animais que morreram por enforcamento e trauma abdominal néo forta(rlrmesnnals e resplr_atorlos. .
incluidos nesse grupo. A determinacdo da ativida-

de da GGT permitiu observar que oito

dos 40 animais (20%) avaliados apre-
gtiineo as 24 horas, demonstrou que 14 dos 40 ani-sentavam uma atividade da GGT menor do que
mais (35%) possuiriam uma falha de imunidade 500y, valor esse utilizado por PERINEt al
passiva, se fosse adotada a classificacdo de (1993) para diagnosticar a ocorréncia de falha na
NAYLOR et al (1977), que observaram a OCOITéN-  gangferancia de imunidade passiva sendo que, des-
cia de 6bitos em bezerros que tinham concentracao tes, sete morreram (87,5%).
de proteina sérica total, menor ou igual a 6g/d Todos os testes avaliados apresentaram
Nove dos animais utilizados nesta tese (22,5%) vantagens e desvantagens quando de sua utilizagéo.
apresentariam o mesmo problema, caso fosse consi-|ngmeros pesquisadores tém usado o valor da pro-
derado o conceito de estratificacdo apresentado por teina sérica total como um método indireto para
HEATH (1992), que postulou um valor sérico mi-  estimar a concentracdo de imunoglobulinas no soro
nimo de 5,5g/d de proteina total, para que houves- de bezerros. O método é baseado no simples fato de
se uma protecdo satisfatoria dos animasem- que valores baixos de proteina total refletem uma
nascidos contra agentes agressores. Mas, apenagalha na transferéncia de anticorpos maternos. Como
quatro dos quarenta animais avaliados (10%) seriam no recém-nascido o nivel de albumina é pouco vari-
hipogamaglobulinémicos, se fossem seguidos 0s zyel, as diferencas nas concentracdes protéicas de-
critérios sugeridos por REAt al (1996), para 0S  yem-se, quase que exclusivamente, & absorcdo de
guais haveria falha de transferéncia de imunidade imunoglobulinas apés a ingestdo de colostro. Res-
passiva nos bezerros com valores minimos de pro- ggjta-se, porém, a dificuldade de se avaliar a ocor-
teina total de 5,0, 4,8 e 4,5¢/@s resultados apre-  réncia de falha de transferéncia de imunidade passi-
sentados demonstraram uma taxa de mortalidade deva em animais neonatos gue se encontrem desidrata-
100% nos bezerros que apresentavam niveis sericosqos. A técnica de eletroforese, apesar de ndo detectar
de proteina total compreendidos entre 3,4 e 4,5g/d classes especificas de imunoglobulinas e ser de exe-
enquanto o teor sérico de proteina total dos 23 ani- cucio complexa e mais demorada, possui tecnologia
mais que sobreviveram (57,5%) foram iguais ou nacional e custo operacional relativamente pequeno.
maiores que 6,6g/d as 24 horas de vida. Sete, dos Outro ponto positivo a favor do uso rotineiro da
40 bezerros estudados, possuiam concentragéo sericaleterminacéo eletroforética da fracdo gama globuli-
media da fracdo gama globulina menor do que na foi o de apresentar resultados consistentes num
1,0g/dr, dos quais se constataram seis (85,7%) casos tempo maximo de duas horas ap6s o inicio do seu
de 6bito. Por outro lado, as fracGes albumina e alfa processamento, permitindo, ao clinico, maiores
globulina ndo apresentaram diferencas estatistica- chances de intervencao nos casos de deficiente trans-
mente significativas entre os resultados do grupo de feréncia de imunidade passiva aos bezerros recém-
animais que sobreviveu ou morreu durante a fase nascidos .
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Apesar da simplicidade na execucdo da pelo sulfato de zinco apresentou, nas amostras con-
técnica de imunodifus&o radial, constatou-se a ocor- tendo maiores concentracdes de imunoglobulinas,
réncia de indmeros erros, observados, particular- valores considerados andémalos, mesmo utilizando-se
mente, em amostras que possuiam grandes concen-o comprimento de onda mais adequado, ou seja,
tracdes de imunoglobulina G (3,5 a 5,@y/ccomo 660nm. Para que os resultados fossem consistentes e
reportou PFEIFFER:t al (1977). Em uma dessas confiaveis, foi necessaria a diluicdo das amostras
amostras, por exemplo, verificou-se uma concentra- (1:5), toda vez que a leitura preliminar de uma
cdo de 7,5g/lde IgG, valor esse incompativel com amostra fosse maior do que 0.600 de absorvancia.

o da proteina total do respectivo soro que era de A determinacdo da atividade enzimatica

aproximadamente 8,0g/d ApGs a realizacio de d@ gama glutamil transferase do soro sangtineo
inimeras repeticdes, ndo se demonstrando uma pos-MoStrou ser mais um meio alternativo para a
sivel falha de execucdo da técnica, concluiu-se que, |de_nt_|f|cagao indireta de b_ezerros |munolog|can1ent_e
para resolucdo do problema, era necessario o uso dedéficientes por uma inadequada transferéncia

diluicBes apropriadas para o adequado exame de taisP@ssiva de imunoglobulinas. A avaliacdo de
amostras. atividade sérica de GGT apresentou algumas

Uma das desvantagens da imunodifusdo qualidades fundamentais em patologia clinica:
radial é, sem davida, o seu alto custo, pois como as rapidez na_execugdo, ser menos onerosa do que o

lacas de gel-agar sensibilizadas com anticorpos teste de imunodifusdo radial e produzir bons
P i€ gel-agar, . ~ POS rasultados para o diagnéstico de falha na
contra imunoglobulinas de bovinos ndo sao

duzid Brasil o d ; transferéncia passiva de imunidade.
produzidas no Brasil, 0 processamento das amostras Observou-se, no soro sangiiineo de bezer-

SO € possivel mediante a importagao desse material, ;o5 com 24 horas de vida, uma correlagdo positiva
fazendo ser o seu uso, na rotina, impraticavel € gnire a proteina total e em relagdo as fracdes beta e
economicamente inviavel. O tempo gasto para gama globulinas e imunoglobulina G, obtida através
realizacdo da imunodifusdo radial e apresentacéo da turbidez pelo sulfato de zinco, e de IgG e IgM,

dos resultados € outro fator limitante para seu uso optidas pela imunodifuséo radial, e a atividade sérica
rotineiro no diagnostico e/ou para a deteccdo da GGT (Tabela 2).

precoce de falha na transferéncia de imunidade

passiva em bezerros, pois as leituras das placas decONCLUSAO

IgG e IgM, por exemplo, sO podiam ser feitas, as 72

e as 96 horas, respectivamente, apés a aplicacao das As determinacdes das concentragbes
amostras de soro nas placas, o que poderia impedir séricas de proteina total, das fracdes beta globulina e
uma assisténcia clinica imediata aos animais com gama globulina e das imunoglobulina G e M, bem
hipogamaglobulinemia. como da atividade enzimatica da gama glutamil

_ A prova da turbidimetria pelo sulfato de  tansferase no soro sangiineo de bezerros com
zinco mostrou ser de facil
execucdo e de baixissimo o . _ .
custo, podendo ser ut”izadaTabela 2 - Coeficiente de correlagdo entre os resultados determinados para a concentracdo d
p't do d ih proteina total (PT), albumina (ALB), alfaglobulina (ALFA), betaglobulina (BETA)
como metodo ae escolha para gamaglobulina (GAMA), gamaglutamil transferase (GGT), imunoglobulinas G e M

se detectar, precocemente, 0s imunodifusdo radial (IgG-IR e IgM-IR) e imunoglobulina G / turbidimetria (IgG
animais com falhas de transfe- Turb.) de bezerros neonatos da raca holandesa, 24 horas ap6s a ingestéo de colostro.
réncia de imunidade materna, Significancia das correlag6es. Aragatuba - SP, 1998.
pois seus resultados puderam
ser conhecidos em cerca de ALB ALFA BETA GAMA GGT IgG-IR IgM-IR IgG - Turb.
uma hora. Apesar das diferen
cas de sensibilidade existentesT 0,201 0,169 0,640* 0,942* 0,682* 0,950* 0,803* 0,925*
entre as duas provas, os valoALB 1 -0,024 -0,099 -0,049 -0,004 -0,026 0,190 0,224
res de imunog|obu|inas do ALFA 0O 1 -0,207 0,032 0,117 0,244 0,381 * 0,106
soro sangiiineo de bezerrosBETA 0 0 1 0,587 * 0,499* 0,626* 0,423* 0,542 *
determinados por turbidime- GAMA 0 O O 1 0,670* 0,954* 0,722* 0,885*
tria  foram, praticamente, gcGT O O O O 1 0,626* 0575* 0,583*
iguais aos de IgG quantifica- g - IR 0 0 0 0 0 1 0,755* 0,927 *
dos pela imunodifuséo radial. IgM — IR 0 0 0 0 0 0 1 0,814 *
Da mesma forma G - Tutb. [0 . a . . . a 1

que o teste da imunodifuséo
radial, a prova turbidimétrica  correlagso significativa ao nivel de 5%.

Ciéncia Rural, v. 31, n. 2, 2001.



Diagndstico de falha de transferéncia de imunidade passiva em bezerros através da determinacéo de proteina total @ede.s25%ac

24 horas de vida, mostraram-se eficientes para o
reconhecimento daqueles que apresentaram falha na
transferéncia de imunidade passiva. O teste de yanciNl, G, CARBONARA, AO.
turbidez pelo sulfato de zinco por sua precisao,
rapidez e baixo custo, € uma excelente alternativa
neonatos

para a determinacdo de bezerros

hipogamaglobulinémicos.
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