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Resumo

BRASIL, Carolina Litchina. Avaliacdo do colostro de éguas e utilizacdo da
silagem (fermentacdo anaerdbica) como método substituto do colostro in
natura. 2017. 58f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de P0os-
Graduacgdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

Foram realizados dois estudos, com o objetivo de avaliar a qualidade e constituicao
do colostro de éguas e utilizar um método substituto do colostro in natura quando
este é indisponivel ao potro neonato. O primeiro estudo descreve os dados literarios
em relacdo aos constituintes colostrais bem como sua qualidade. Os dados descritos
sdo validos para reunir e comparar com os dados colhidos. No segundo estudo
avaliou-se a qualidade do colostro in natura e a comparacédo a partir da fermentacéo
anaerobica do colostro. Foram utilizados o colostro de 35 éguas, todas as éguas
demonstraram gestacdo saudavel. O colostro era coletado e avaliado em até seis
horas ap0s o parto. Para elaboragcdo da silagem, o colostro foi coletado e
acondicionado em frascos estéreis e encaminhados ao laboratério de microbiologia
da Universidade Federal de Pelotas. A fermentacdo anaerdbica foi elaborada em
distintos periodos e procedeu-se com avaliacdo fisico-quimica, imunolbégica e
microbiolégica. Foi evidenciado que a fermentacdo anaerdbica do colostro equino
manteve 0s constituintes colostrais avaliados, demonstrando a eficacia da técnica
para espécie equina.

Palavras-Chave: silagem; imunidade; imunoglobulinas



Abstract

BRASIL, Carolina Litchina. Evaluation of colostrum of mares and use of silage
(anaerobic fermentation) as a substitute method of colostrum in natura. 2017.
58f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacdo em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

Two studies were carried out to evaluate the quality and constitution of colostrum
from mares and to use a substitute method of colostrum in natura when it is
unavailable to the neonatal foal. The first study describes the literary data regarding
the constituents of colostrum, as well as it quality. The literary data are valid for
gathering and comparing with the collected data of the subsequent study. In the
second study it was perfume the evaluation of the quality of colostrum in natura and
in the anaerobic fermentation of colostrum. The colostrum of 35 mares was used, all
the mares demonstrated healthy gestation. Colostrum was collected and evaluated
within six hours of delivery. To prepare the silage, the colostrum was collected and
placed in sterile bottles and sent to the microbiology laboratory of the Federal
University of Pelotas. The anaerobic fermentation was elaborated in different periods
and proceeded with physical-chemical, immunological and microbiological
evaluation. It was evidenced that the anaerobic fermentation of the equine colostrum
maintained the constituents, demonstrating that the silage can be used as an
alternative method to storage the equine colostrum.

Keywords: silage; immunity; immunoglobulins
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1 Introducéo

Os eutérios ou placentarios correspondem a 95% dos mamiferos, estes sao
caracterizados por depender totalmente da secrecdo lactea produzida e liberada
pela mde ao nascimento, pois deixam de nutrir-se pela via placentaria. A espécie
equina é caracterizada por sua placenta corioalantdica, a qual possibilita somente
passagem de pequenas moléculas, como aminoacidos e eletrélitos. Porém, as
imunoglobulinas sdo moléculas grandes que ndo conseguem ultrapassar a barreira
placentaria. Dessa forma, 0s potros nascem agamaglobulinémicos ou
hipogamaglobulinémicos, assim dependem totalmente do colostro materno para
adquirirem imunidade ap6s o nascimento (JEFFCOTT, 1974; MCGUIRE et al.,1975;
KOTERBA et al.,1990; ANDRE LANG et al., 2007).

O colostro equino é produzido na glandula mamaria durante as Ultimas
semanas de gestacdo (NOGUEIRA E LINS, 2009; RADOSTITS, 2002). E a primeira
secrecdo lactea por ocasido do parto, de viscosidade e coloracdo mais amarelada
que o leite (KOTERBA et al., 1990). E constituido de eletrolitos, carboidratos,
gorduras, quantidades de proteina total, enzimas e imunoglobulinas (Ig)
(NOGUEIRA E LINS, 2009). Esta secrecao € indispensavel para o neonato recém-
nascido, pois além da grande importancia nutricional e auxilio na maturacéo do trato
gastrointestinal, ela ainda confere a este animal imunidade passiva pela ingestao de
imunoglobulinas (IgG, IgA e IgM) (TIZARD, 2002).

O periodo de secrec¢do do colostro nas éguas € mais curto que o das vacas, e
apresenta diferenca a partir do leite normal, j& no primeiro dia pés-parto (SALIMEI E
FANTUZ, 2012; SALOMON et al., 2009, PIKUL E WOJTOWSKI, 2008; CSAPO et
al., 1995). O colostro é citado como breve, pois 0s niveis de anticorpos tornam-se
insignificantes em 24horas pds parto, assim como também se torna leite de 12 a 24
horas (JEFFCOTT, 1974; KOTERBA et al.,, 1990; BLOOD E RADOSTITIS,1991).
Entretanto, concentra¢des insignificativas de IgG no colostro de éguas podem ser
encontradas mesmo 48 horas apoés o parto.

A capacidade de absorcdo adequada das Igs pelo neonato ocorre nas

primeiras 6horas de vida, sendo a permeabilidade absortiva maior imediatamente
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apos o nascimento. Tal fato ocorre devido ao fechamento das criptas das células
intestinais e pela maturagdo do sistema gastrointestinal nas primeiras 24 horas de
vida do neonato (TIZARD, 2002). Além da absorcéao de imunoglobulinas, o colostro é
um componente vital para o neonato, sendo responsavel por ativar o sistema
complemento e fornecer nutrientes e hormoénios de crescimento.

O colostro também possui propriedades laxativas, que contribuem para a
eliminacdo dos residuos acumulados no intestino do feto durante a fase final da
gestacao, sob a forma de massa escura e viscosa conhecida como mecénio (SILVA
et al., 2013).Devido a todas essas funcdes relacionadas ao bem estar neonatal, a
qualidade do colostro fornecido € de extrema importancia. Dessa forma, a avaliacdo
do mesmo através das suas caracteristicas fisico-quimicas pode ser um indicativo
de qualidade refletida ao neonato.

Inicialmente para avaliar a qualidade do colostro, toma-se em conta a questao
fisica que o mesmo se encontra, sendo que colostro apresentando maior
viscosidade e coloragcdo amarelada esta relacionado a maiores concentracdes de
imunoglobulinas, indicando melhor qualidade do colostro. A coloracdo deve ser
amarelo ouro e a viscosidade semelhante a parafina liquida (KOTERBA et al., 1990;
PRESTES E LADIM-ALVARENGA, 2006).

A coloracdo e viscosidade estdo relacionadas a gravidade especifica, e
consequentemente a quantificacdo de imunoglobulinas presentes no colostro. Em
estudo de LUZ, et al. (1992), com 60 éguas da raca Puro Sangue Inglés, foi
observada uma relacao diretamente proporcional entre estas caracteristicas.

Em éguas a concentragdo de imunoglobulinas no colostro é correlacionada
com a densidade, que pode estar relacionado aos niveis séricos das
imunoglobulinas alcancados em neonatos (MASSEY, et al. 1991; LEBLANC, et al
1986; RADOSTISTS,2002). Na avaliacdo de densidade convencional, um colostro
de boa gqualidade possui densidade ou gravidade igual ou superior a 1,060, o que
sugere concentracbes IgG minimas de 3000 mg/dl (LEBLANC, et al 1986;
NOGUEIRA E LINS, 2009).

Os eletrélitos de maior concentracdo no colostro sao calcio (747.7 mg/kg),
potassio (928.6 mg/kg), magnésio (139.7 mg/kg) e zinco (2.95 mg/kg). Ja é descrito
o aumento nos valores de eletrdlitos, Ca** e K*, e reducdo de Na" e CI nas

secrecOes da glandula mamaria com 24 horas prévias ao parto.
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Com a proximidade do parto, ocorre aumento significativo do CaCO3 neste
periodo de formag&o do colostro. Dessa forma, o teor de CaCO3 no colostro pode
ser utilizado para predizer o parto, atraves do teste de dureza. O teste de CaCO3 € o
mesmo empregado para avaliacdo do teor de dureza da agua, este avalia o teor de
metais alcalino-terrosos (Ca2 +, Mg2 + e outros metais raros). Sendo assim, 0
resultado do teste refere-se ao teor de Ca2 + e também de Mg2 + (CANISSO et al.,
2013).

O pH do colostro comeca a diminuir 4 dias antes do parto, ocorrendo uma
reducdo significativa do pH das secre¢bes mamarias no dia do parto em
comparacdo com o dia anterior. Eguas com pH menor do que 7 geralmente parem
em até 24horas, sendo o valor médio de pH no momento do parto de 5,8 a 6,3
(Brasil et al., 2016). Ainda ndo ha descricdo do mecanismo que leva a reducao do
pH, porém este pode estar associado ao aumento da atividade da enzima anidrase
carboOnica, semelhante ao descrito para bovinos (CANISSO et al, 2013).

Sabe-se que na lactacdo, os componentes colostrais sdo mais concentrados
e decrescem ao se tornar leite. Dessa forma, pode-se presumir a microbiota do
colostro por estudos ja realizados no leite equino, uma vez que ndo hé descri¢cdo da
microbiota presente no colostro. Para obter a quantidade e espécies de bactérias
presentes no leite, faz-se a contagem bacteriana total, um parametro que mensura a
contaminacdo microbiana do leite sendo um indicativo da saude da glandula
mamaria e principalmente da qualidade do leite (REIS et al., 2009).

Em relagdo as imunoglobulinas, a imunoglobulina G € mais abundante no
colostro equino, enquanto a IgA é o menor componente (PERKINS et al., 2014).
Comparado com o soro da égua, quase todos os isotipos de IgG, IgA e IgE
apresentam maiores quantidades no colostro.

As imunoglobulinas 1gG1, 1gG3, IgG5 e IgA estdo presentes em grande
quantidade no colostro, e sdo importantes mediadores na regulacdo das funcdes
imunologicas, contribuindo para a protecdo de diversas doencas do neonato.
Enquanto que as imunoglobulinas 1gG4 e IgG7 apresentam menor concentracao no
soro de equinos adultos e no colostro, e também desempenham um papel essencial
na protecéo contra infeccoes bacterianas e virais (PERKINS et al., 2014).

O consumo do colostro € necessario para adequado desenvolvimento do
sistema imune e funcbes do trato gastrointestinal do neonato. Entretanto, algumas

situa¢des impedem o consumo do mesmo pelo neonato imediatamente apds o parto,
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seja por dificuldade ou incapacidade de ingestdo pelo potro, ou ainda por falha de
producdo por parte da mae, necessitando o fornecimento de uma fonte externa de
colostro. Dessa forma, trabalhos conduzidos com colostro visam adequar melhores
condicdes de armazenamento, substituindo o colostro in natura. As formas de
armazenamento convencionais para a espécie equina sdo o resfriamento e
congelamento. Estes sdo eficazes, porém demandam a disponibilidade de
equipamentos e energia elétrica nas propriedades ou centros de referéncia.

A fermentacdo e acondicionamento anaerobio do colostro surgem, como uma
nova opg¢ado de uso para manutencdo da concentracdo de imunoglobulinas, sem
necessidade de resfriamento e com resultados promissores ja estudados na espécie
bovina. Em 2008, Saalfeld desenvolveu a silagem de colostro em bovinos como
forma de aproveitamento do excesso de colostro produzido nas propriedades rurais,
resolvendo problemas citados na literatura em relagdo a conservacgao,
armazenamento e qualidade do colostro. E possivel determinar a partir da silagem
de colostro, a manutencdo de caracteristicas fisicas e quimicas encontradas no
colostro in natura, como também a presenca de microorganismos e outros
constituintes colostrais, como proteinas, estas possuem estreita relacdo com a
guantidade de imunoglobulinas presente no colostro (SAALFELD, et al., 2012).

Tais métodos j4 sdo descritos e utilizados para conservacdo e posterior
consumo de bovinos recém-nascidos, sendo inexistente sua descricdo em espécie
equina no que diz respeito a manutencdo da concentracdo de imunoglobulinas e
utilizacdo em potros neonatos saudaveis e enfermos.

O presente trabalho tem por objetivo demonstrar a importancia da avaliacao
das caracteristicas fisico-quimicas do colostro eqiino in natura e silagem do
colostro.

Assim sendo, tem-se como hipétese que a silagem do colostro equino sera

um meétodo substituto para o colostro in natura.



2 Artigos
3.1 Artigo 1

Colostro equino: importancia dos principais constituintes fisico-quimicos
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Silveira Valente; Cristina Gomes Zambrano; Joao Pedro Etges; Carlos Eduardo
Wayne Nogueira

Aceito para publicacdo na Revista Brasileira de Medicina Veterinaria de Equinos
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RESUMO
A presente revisdo tem como objetivo descrever os constituintes colostrais e sua

importancia sobre a qualidade do mesmo. Caracterizando e demonstrando os itens, bem como
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sua resposta frente aos neonatos. O colostro equino é produzido na glandula mamaria durante
as Gltimas semanas de gestacdo. E a primeira secrecdo lactea por ocasido do parto, de
viscosidade e coloracdo mais amarelada que o leite. E constituido de eletrdlitos, carboidratos,
gorduras, quantidades de proteina total, enzimas e imunoglobulinas. Dessa forma, o
conhecimento dos constituintes colostrais € importante para estimar a viabilidade e possivel
assisténcia ao potro neonato.

Unitermos: colostro, imunoglobulinas, neonato.

RESUMEN

La presente revision tiene como objectivo describir los componentes del calostro y su
importancia sobre la calidad del mismo, caracterizando y demonstrando los articulos, asi
como su reaccion frente a los neonatos. El calostro equino es producido en la glandula
mamaria durante las Gltimas semanas de gestacion, es la primera secrecion mamaria post
parto, de viscosidad y color mas amarillento que la leche.Se compone de electrolitos,
carbohidratos, grasas, cantidades de proteina total, enzimas e inmunoglobulinas.De esta
forma, el conocimiento de los componentes del calostro es importante para evaluar la
viabilidad y posible asistencia al potro neonato.

Palabras-clave: calostro, inmunoglobulinas, neonato.

ABSTRACT

The present review aims to describe the colostrum components and their importance on the
quality of colostrum post-partum. By this way, characterizing and demonstrating the
components, as well as their response to neonates. In equine species the colostrum its produce
in the mammary gland during the last weeks of gestation. The colostrum is the first milk

secretion at delivery, exhibitinghigher viscosity and more yellowish coloration when
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compared with milk. It consists of electrolytes, carbohydrates, fats, amounts of total protein,
enzymes and immunoglobulin’s. Thus, the knowledge of colostrum components is important
to estimate viability and possible assistance to the newborn foal.

Key-words:colostrum, immunoglobulin, neonate.

INTRODUCAO

O colostro € um alimento indispensavel para desenvolvimento dos mamiferos, € rico
em anticorpos, nutrientes e fatores de crescimento. Apresenta fun¢des importantes como na
transmissdo de imunoglobulinas entre os mamiferos, dos quais 95% sdo placentarios. Dessa
forma, estes sdo caracterizados por depender totalmente da secrecdo lactea produzida e
liberada pela mée ao nascimento, pois deixam de nutrir-se pela via placentéria.

A espécie equina é caracterizada por sua placenta epitélio-corial difusa, a qual
possibilita somente passagem de pequenas moléculas, como aminoéacidos e eletrolitos. Porém,
as imunoglobulinas sdo moléculas grandes que ndo ultrapassam a barreira placentaria. Dessa
forma, os potros nascem agamaglobulinemicos ou hipogamaglobulinemicos, assim dependem

totalmente do colostro materno para adquirirem imunidade apés o nascimento. *° (Figura 1).

FIGURA 1: Imagem ilustrando a transferéncia de imunoglobulinas da glandula

mamaria da méae para o recém-nascido.
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O colostro equino é produzido na glandula mamaria durante as ultimas semanas de
gestacdo.*®’ E a primeira secrecéo lactea por ocasido do parto, de viscosidade e coloracéo
mais amarelada que o leite.® E constituido de eletrélitos, carboidratos, gorduras, quantidades

de proteina total, enzimas e imunoglobulinas.*®®

Esta secrecdo é indispensavel para o
neonato recém-nascido, pois além da grande importancia nutricional e auxilio na maturacéo
do trato gastrointestinal, ela ainda confere a este animal imunidade passiva pela ingestdo de
imunoglobulinas (IgG, IgA e IgM).* A importancia da répida ingestdo do colostro pelo
neonato nas primeiras 6 horas se deve ao fechamento das criptas das células intestinais, sendo
a permeabilidade absortiva maior imediatamente ap0s 0 nascimento, e pela maturacdo do
sistema gastrointestinal nas primeiras 24 horas de vida do neonato.*

O colostro além de ser responsavel por ativar o sistema complemento e fornecer
nutrientes e hormonios de crescimento, possui também propriedades laxativas, que
contribuem para a eliminacdo dos residuos acumulados no intestino do feto durante a fase
final da gestagéo, sob a forma de massa escura e viscosa conhecida como mecénio.’

Devido a todas essas funcOes relacionadas ao bem-estar neonatal, a qualidade do
colostro fornecido é de extrema importancia. Assim, a composi¢do e avaliagdo do mesmo
através das suas caracteristicas fisico-quimicas pode ser um indicativo de qualidade refletida

ao neonato. O presente trabalho tem por objetivo demonstrar os constituintes colostrais e sua

importancia sobre a qualidade do mesmo.

QUALIDADE DO COLOSTRO

A avaliacgdo fisica do colostro deve ser realizada antes da primeira mamada, sendo que
colostro apresentando maior viscosidade e coloracdo amarelada esta relacionado a maiores
concentragdes de imunoglobulinas, indicando melhor qualidade do colostro. A coloragdo deve

ser amarelo ouro e a viscosidade semelhante a parafina liquida.>*°(Figura 2).
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FIGURA 2: Demonstracao da avaliagdo fisica especifica a coloragdo do colostro

para estimar a qualidade do mesmo.

A coloragdo e viscosidade estdo relacionadas & gravidade especifica, e

consequentemente & quantificacdo de imunoglobulinas presentes no colostro. Em estudo de

11
l.

Luz, et al.™" (1992), com 60 éguas da raca Puro Sangue Inglés, foi observada uma relacdo

diretamente proporcional entre estas caracteristicas.

PROTEINA

O teor de protefna é maior no inicio da lactacdo e decresce gradualmente.*®0
colostro de éguas conttm mais de 10% de proteina, e 80% delas sdo as
imunoglobulinas.*****" Apés o periodo de colostro, a concentracdo diminui de 1,7 & 3,0%. A
proteina total, proteina do soro de leite, caseina e contetdo de nitrogénio néo proteico (NNP),
respectivamente, tem os valores de 16,41, 13,46, 2,95 e 0,052% no colostro pds-parto
imediato.

Csap6™® (2009) relata que o valor biolgico da proteina do leite é bem mais elevado no

colostro devido aos niveis elevados de treonina e lisina. E que a maior parte de aminoacidos
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essenciais como treonina, valina, cistina, tirosina e lisina estdo diminuidos, enquanto que o
acido glutamico e prolina aumentados na proteina do leite apds o parto. O teor de
aminoéacidos livres contidos no colostro é 63,68mg/100g, sendo 2 vezes mais elevados assim
como no leite, com excecdo de treonina, serina e acido glutdmico.”® As concentracdes de
aminoéacidos livres contidas no colostro e leite de éguas estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Concentrac6es de aminoacidos livres contidas no colostro e leite de éguas.

Contetido de aminoéacidos livres

Amino Acido mg/ livre AA/100 g g livre AA/100 g livre AA
Colostro  Leite Colostro Leite
Asp 2,9 0,6 4,6 1,9
Thr 2,9 3,57 4,6 11,5
Ser 5,59 8,97 8,8 28,8
Glu 9,21 9,92 14,5 31,8
Pro 2,5 1,61 3,9 5,2
Gly 4,01 1,01 6,3 3,2
Ala 3,68 0,66 5,8 2,1
Cys 0,53 0,06 0,8 0,2
Val 9,21 1,67 14,5 54
Met 0,39 0,03 0,6 0,1
lle 1,84 0,16 2,9 0,5
Leu 3,75 0,35 59 1,1
Tyr 1,38 0,28 2,2 0,9
Phe 1,51 0,57 2,4 1,8
Lys 6,32 0,88 9,9 2,8
His 6,38 0,66 10 2,1
Arg 1,58 0,19 2,5 0,6
Total 63,68 31,19 100,2 100

GORDURA

A gordura do colostro no pos-parto imediato € de 2,49%, aumentando para 3,03% nas
primeiras 12 horas apds o parto. As mesmas decaem no periodo de transi¢do entre 2 a 5 dias
pbs-parto para 1,89%.°

O teor de gordura de colostro da égua € baixo quando comparado ao bovino e humano.
Da mesma forma que observado no colostro, o leite equino mantem valores menores de

gordura, alto nivel de acidos graxos poli-insaturados (&cidos linoleico e linolénico) e baixa
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concentracdo de colesterol. ?>#* Acredita-se entdo que a gordura do leite equino seja mais

indicada para o consumo humano.’

LACTOSE

A lactose é o principal acucar do colostro, sendo descritas concentracdes de
33,48mg/ml na raca Puro Sangue Arabe.’No leite a mesma também constitui o principal
glicidio presente, ocorrendo um aumento da lactose durante a lactacdo, diferente dos outros
componentes do colostro e leite, que decrescem.*>??

A lactose é um fator controlador da pressdo osmética dentro do Ubere, favorecendo o
enchimento do mesmo.?® Esse glicidio contém o fator bifidus, um carboidrato essencial para o
crescimento de distintas cepas do Lactobacillus bifidus, o qual melhora a qualidade da flora

intestinal e auxilia na reduc&o de microrganismos patogénicos no intestino. 2024

ELETROLITOS E pH

Os eletrdlitos contidos no colostro sofrem alteracdo de concentracdo durante 0s
periodos de lactacao, os eletrélitos de maior concentragdo sdo calcio (747.7 mg/kg), potassio
(928.6 mg/kg), magneésio (139.7 mg/kg) e zinco (2.95 mg/kg). Devido as alteragbes que
ocorrem nos eletrolitos durante a formacdo do colostro, a mensuracdo dos mesmos pode ser
utilizada como método para previsdo do parto em éguas sadias. Ja é descrito 0 aumento nos
valores de eletrélitos, Ca** e K*, e reducdo de Na* e CI” nas secre¢des da glandula mamaria
com 24 horas prévias ao parto. 2**°
Entretanto, algumas éguas podem ndo demonstrar variacdo na concentracdo de alguns

eletrolitos e ndo ha descri¢cdo em casos de éguas com alteracdes gestacionais, que resultam em

lactacéo precoce.”” Além disso, as analises dos valores de eletrélitos sdo realizadas a partir de
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analisador automatico, sendo necessario encaminhar a amostra acondicionada a -20° C para
um centro especializado de referéncia.

A mensuracdo do pH também pode ser um método previsor do parto, onde o pH
comeca a diminuir 4 dias antes do parto, ocorrendo uma reducdo significativa do pH das
secrecGes mamarias no dia do parto em comparacdo com o dia anterior. Foi demonstrado em
estudo de Brasil et. al,*® (2016) que o pH do colostro menor do que 7 é um indicativo de
ocorréncia do parto em até 24horas. Entretanto, ainda ndo ha descricdo do mecanismo que
leva a reducdo do pH, porém este pode estar associado ao aumento da atividade da enzima
anidrase carbonica, semelhante ao descrito para bovinos.?

Os testes de pH podem ser realizados através de um medidor de pH portéatil (Accumet
AP 115 Fisher Scientific, EUA), juntamente com um eletrodo de pH semimicro (Orion
911.600, 120 x 12 mm, a precisdo de 0,01 unidades de pH, Thermo Scientific, EUA), ou com
fita teste de pH (Hydrion, Micro Laboratério Essential, Brooklyn, New York, EUA).?(Figura

3).

FIGURA 3: Fita comercial utilizada para verificar o pH do colostro.
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Com a proximidade do parto, ocorre aumento significativo do CaCO3 neste periodo de
formacdo do colostro. Dessa forma, o teste de dureza, o qual avalia o teor de CaCO3 no
colostro, também pode ser outro método de prever o parto em éguas. O teste de CaCO3 € o
mesmo empregado para avaliacdo do teor de dureza da agua, este avalia o teor de metais
alcalino-terrosos (Ca2 +, Mg2 + e outros metais raros). Sendo assim, o resultado do teste
refere-se ao teor de Ca2 + e também de Mg2 + .% (Figura 4).
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FIGURA 4: Fita comercial utilizada para estimar o teor de Carbonato de Calcio

presente no colostro.

BACTERIAS

Sabe-se que na lactacdo, os componentes colostrais sdo mais concentrados e
decrescem ao se tornar leite. Dessa forma, pode-se presumir a microbiota do colostro por
estudos ja realizados no leite equino, uma vez que ndo ha descri¢cdo da microbiota presente no
colostro. Para obter a quantidade e espécies de bactérias presentes no leite, faz-se a contagem

bacteriana total, um pardmetro que mensura a contaminacdo microbiana do leite sendo um
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indicativo da satde da glandula maméria e principalmente da qualidade do leite.*® Recentes
estudos citam que a contagem bacteriana total no leite de éguas é de aproximadamente 40 x
103 UFC/ml, sendo inferior ao convencional em outras espécies.™ O baixo valor de bactérias
encontradas no leite equino ocorre, provavelmente, devido a presenca da alta concentracao de
lisozima, uma enzima com propriedades antibacterianas presente também no leite
humano.?>*%*! Esta enzima é produzida pelos macréfagos e atua diretamente sobre a bactéria,
especificamente destruindo o esqueleto glicosidico do peptidoglicano e consequentemente a
parede celular bacteriana.®

A populacdo microbiana do leite cru varia de acordo com a contaminacgéo inicial,
como provinda do interior e exterior da glandula mamaria, superficies de equipamentos e com
as condicbes de armazenamento.** Algumas bactérias encontradas no leite equino sio:
Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis, Staphylococcus spp., Listeria monocytogenes,
e Salmonella spp. As bactérias do acido latico sdo a microbiota mais amplamente

representada no leite equino.™

IMUNOGLOBULINAS

A imunoglobulina G é mais abundante no colostro equino, enquanto a IgA é o menor
componente.** Comparado com o soro da égua, quase todos os isotipos de IgG, IgA e IgE
apresentam maiores quantidades no colostro.

As imunoglobulinas 19gG1, 1gG3, 1gG5 e IgA estédo presentes em grande quantidade no
colostro, e sdo importantes mediadores na regulacdo das fun¢des imunoldgicas, contribuindo
para a protecdo de diversas doencgas do neonato. Enquanto que as imunoglobulinas 19G4 e
IgG7 apresentam menor concentragdo no soro de equinos adultos e no colostro, e também

desempenham um papel essencial na protecao contra infeccBes bacterianas e virais.>
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As 1gG sdo encontradas em altas concentragdes no colostro, porém conforme ocorre
progressao da lactacdo, sua concentracdo diminui e aumentam as concentragdes de IgA, a qual
é responsavel por inibir a aderéncia de patdgenos a superficie mucosa, causando sua imediata
neutralizacdo.*®> A medida que o colostro muda para leite, surgem diferencas entre as espécies.
Nos primatas e humanos, a IgA predomina tanto no colostro como no leite. Entretanto, para
equinos e suinos ha predominancia de 1gG no colostro (Tabela 2).

Tabela 2: Niveis de Imunoglobulinas no Colostro e no Leite nos Mamiferos Domésticos.

Adaptado de Tizard, 1996.

Imunoglobulina (mg/dL)

Espécie Fluido iga Igm IgG 1gG(T) 1gG(B)
Egua Colostro 500-1.500 100 - 350 1.500 - 5.000 500 - 2.500 50-150
Leite 50-100 5-10 20-50 5-20 0
Vaca Colostro 100 -700 300-1.300 3.400 - 8.000
Leite 10-50 10-20 50-750
Ovelha Colostro ~ 100- 700 400 - 1.200 4,000 - 6.000
Leite 5-12 0-7 60 - 100
Porca Colostro 950-1.050 250-320 3.000-7.000
Leite 300- 700 30-90 100 - 300
Cadela Colostro 150 - 340 70-370 500 -2.200
Leite 110-620 10-54 10-30
Gata Colostro 25-500 30- 300 700 - 4.600
Leite 10-35 10-40 60 - 400

O transporte de imunoglobulinas contidas nas glandulas mamarias para o colostro, e
posteriormente para o intestino do potro é mediado transitoriamente por um receptor IgG
especifico, denominado neonatal Fc-receptor (FcRn).***" O tempo Gtil da transferéncia
passiva é importante, devido ao curto periodo de absor¢do das IgGs pelo neonato. Além disso,

outros componentes da imunidade materna, como células imunes maternas e citocinas, sdo
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transferidas ao neonato através do colostro, e provavelmente desempenham papel

significativo na inducéo da imunidade neonatal. **

CITOCINAS NO COLOSTRO

Citocinas sdo potentes moduladoras da resposta imune. Antes da ingestdo e absorcao
de colostro, o soro do potro neonato saudavel ndo contém quantidades detectaveis de citocinas
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-o. (TNF- alfa). As concentracGes dessas
citocinas no soro de potros pds-amamentacao variam amplamente, com uma diferenca de 200
a 2500 vezes entre os valores minimo e maximo para a 1L-6 e TNF-alfa, respectivamente.
TNF-alfa ndo foi associada com as concentraces de IgG no soro pés- succéo do neonato.®**®

Também presente em humanos, o TNF- alfa € um produto dos leucocitos e constitui
um componente imune essencial pelos seus efeitos diretos ou regulatorios sobre a acdo de
citocinas em diversas células do hospedeiro, atuando diretamente na destruicdo de patdgenos.
Ha evidéncias de que, o TNF- alfa transferido pelo colostro pode auxiliar na manutencéo da
salide dos potros.*®

No colostro, as citocinas TNF-alfa e 1L-6, ambas inflamatdrias, estdo presentes, ja a
IL-10 esta ausente, tais afirmacdes sugerem que a transferéncia de citocinas para 0 neonato
através do colostro é seletiva e promove uma resposta inflamatoria, possivelmente para
aumentar o estado de alerta imunologico apds a ingestdo. Dessa forma, na clinica neonatal
equina a interpretacao das concentracdes de citocinas também deve considerar a transferéncia
passiva, e ndo simplesmente a producdo do potro frente a infeccdo.® Entretanto, este
mecanismo e funcdo que as citocinas desempenham na transferéncia passiva para o
desenvolvimento imunoldgico neonatal, ainda ndo esta bem elucidado.

Os linfocitos maternos podem migrar para tecidos linfoides secundarios, onde

fornecem protecéo direta a0 neonato ou iniciam respostas imunes adaptativas.>*O colostro
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equino contém principalmente células T (CD4 +) e T (CD8 +) com algumas células-B. As
células T (CD8 +) citotoxicas aparecem em concentracbes mais elevadas no colostro em
comparagdo com o sangue periférico nas eguas.

Células T colostrais estimuladas in vitro produziram principalmente IFN-y ¢ IL-17 e
apenas pequenas quantidades de IL-4 e IL-10, enquanto que a estimulacdo das células de
sangue periférico, a partir das mesmas éguas, resultou em maior IL-4, 1L-10, mesma
quantidade de IFN-y e menos producdo de IL-17. Essa diferenca funcional e fenotipica nas
células do sistema imunoldgico entre o sangue e o colostro da égua, sugere que as células T
citotoxicas séo transferidas para o colostro em um processo seletivo.*

Sendo assim, torna-se importante a compreensdo das possiveis funcdes de células T
maternas no fornecimento da imunidade celular passiva, ativando ou modulando um precoce

reconhecimento imunoldgico e talvez o desenvolvimento imunolégico em potros neonatos.

OUTROS CONSTITUINTES COLOSTRAIS:

O colostro possui efeitos anabdlicos, que provocam maior desempenho metabolico, e
fatores promotores do crescimento, que estimulam a sintese de DNA e divisdo celular. Em
relacdo aos leucdcitos, sua concentracdo esta em 6 — 10 leucdcitos/ ml, ha evidéncias que
estes podem estar relacionados com o desenvolvimento da resisténcia neonatal a doencas.
Para bezerros o colostro privado de leucdcitos ndo fornece protecdo adequada contra doencas
neonatais, em relacdo aos que ingerem colostro de qualidade. Tais fatos séo atribuidos a

espécie equina por apresentarem concentracdes de leucécitos semelhantes.®>®

CONCLUSAO
Os constituintes colostrais estdo relacionados a qualidade do colostro, proximidade do

parto e fatores que interferem na sanidade do potro neonato, como na transferéncia de
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imunidade passiva. Dessa forma, o conhecimento dos constituintes colostrais é importante

para estimar a viabilidade e possivel assisténcia ao potro neonato.
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Fermentacdo anaerobica do colostro equino

Carolina Litchina Brasil, Fernanda Maria Pazinato, Camila Corréa Pereira, Alceu
Gongcalves dos Santos Junior, Daniela Isabel Brayer Pereira, Fabio Pereira Leivas Leite,

Anderson Schwingel Ribeiro, Carlos Eduardo Wayne Nogueira

RESUMO

A espécie equina é caracterizada por depender ao nascimento do colostro para adquirir
imunidade, nutrientes e fatores de crescimento essenciais a sobrevivéncia do potro neonato. A
absorcdo de imunoglobulinas maternas pelo neonato ocorre no intestino delgado durante as
primeiras 24 horas de vida, este periodo coincide com a secrecdo do colostro. Em virtude da
importancia do colostro para o potro, € imprescindivel verificar se houve ingestdo do mesmo
pelo neonato. Em inumeros casos isso ndo ocorre, sendo a forma mais adequada o aleitamento
artificial para fornecimento do colostro. Entretanto, dificuldades de preservagdo do colostro
tém gerado resultados controversos. O objetivo deste estudo foi elaborar a fermentagédo
anaerobica do colostro equino e avaliar in vitro a manutencdo dos constituintes colostrais.
Foram avaliadas as propriedades microbioldgicas e fisico-quimicas do colostro in natura e em
distintos periodos de fermentagdo anaerobica. A avaliagdo do pH no decorrer da fermentagéo,
demonstrou reducdo condizente com processo fermentativo. Nos distintos periodos de
fermentacdo foi observada manutencdo das concentracdes eletroliticas e dos niveis de
imunoglobulinas. Os resultados deste estudo demonstram que a silagem do colostro equino
mantém as propriedades avaliadas,podendo ser utilizado como método alternativo para

elaboracdo de um banco de colostro no periodo de 180 dias.

Palavras-chave: silagem, imunidade e imunoglobulinas.

ABSTRACT

The equine species is characterized by depending of colostrum immediately after birth to
acquire immunity, nutrients and growth factors essential to the newborn foal survival. The
absorption of maternal immunoglobulin’s in the neonate occurs during the first 24 hours of
life through the small intestine, period that coincides with colostrum secretion in the mare.
Due to the importance of colostrum for the foal, it is essential to observe if occurs the
colostrum ingestion by the neonatal foal. In many cases the ingestion of colostrum by the

neonatal foal did not occur, in these cases the most appropriate form to ensure the colostrum
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ingest it is through artificial feeding. However, the difficulties in the conservation methods of
colostrum have created controversial results. The aim of this study was to elaborate the
anaerobic fermentation and measure in vitro maintenance of the constituents in equine
colostrum. The microbiological and physicochemical properties of colostrum in natura and
during different periods of anaerobic fermentation were evaluated. The reduction of pH
during the anaerobic fermentation periods had demonstrate a consistent fermentative process.
In addition, it was observed the maintenance of electrolytic concentrations and
immunoglobulin levels during the fermentation periods. The results of this study demonstrate
that equine colostrum silage was able to maintain the evaluated properties. By this way, the
colostrum silage can be used as an alternative method for the elaboration of a colostrum bank

in the period of 180 days.

Keyswords: Silage, immunity and immunoglobulins.

INTRODUCAO

O colostro caracteriza-se por ser uma secre¢do lactea do Ubere gravidico que inicia sua
liberacdo lentamente nas Ultimas semanas de gestacdo e continua apds o parto. Sua principal
funcdo ocorre logo ap6s o nascimento, definido como um periodo critico de maior
suscetibilidade as infeccdes neonatais e perdura até 0 momento em que 0S animais sejam
responsivos aos desafios ambientais (Gardner et al., 2007).

A espécie equina € dependente ao nascimento, da transferéncia passiva de
imunoglobulinas maternas, nutrientes, hormonios e fatores de crescimento presentes no
colostro. Essa dependéncia ocorre principalmente para a aquisi¢do de imunidade, pois devido
ao tipo de placentacdo, classificada como epitélio-corial difusa, ndo ha transferéncia uterina
de fatores imunes. Consequentemente, 0s potros nascem sem adequada imunidade humoral,
sendo considerados ao nascimento hipoglobulinémicos ou agamaglobulinémicos (Simon et
al., 2012).

Assim como as imunoglobulinas existem outros fatores bioquimicos, células
imunocompetentes igualmente importantes, que agem em conjunto, e conferem a imunidade
passiva e estimulam o desenvolvimento e a maturagdo do sistema imune do recém-nascido.

O consumo do colostro também é responsavel por importantes mudancgas na secre¢ao
de varios hormonios envolvidos no desenvolvimento, secrecdo e motilidade do sistema
digestorio. Possui substancias fundamentais para a diferenciacdo e crescimento dos animais,

como fator de crescimento semelhante ao da insulina | e Il, fator de crescimento
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epidermal,fator de crescimento transformador e fator de crescimento nervoso, assim como o0s
horménios insulina, cortisol e tiroxina (Andrade, et al., 2012).

O colostro contém ainda uma alta concentracdo de lactoferrina, uma proteina que se
liga ao ferro e exibe um amplo espectro de efeitos antimicrobianos, podendo favorecer
incremento no ganho de peso diério (Joslin et al., 2002)

O aleitamento artificial € uma técnica utilizada quando ndo € possivel oferecer o
colostro, seja por indisponibilidade materna ou por possiveis alteracdes clinicas do neonato. O
colostro é fornecido usando-se o colostro natural, fresco ou conservado. As formas existentes
para conservagdo do colostro preservam este produto somente por até 12 meses a -20°C, e
muitas vezes, sua propriedade imunoldgica fica comprometida por fatores como, energia
elétrica inconstante, equipamento inadequado, descongelamentos indesejaveis, temperatura
erronea de descongelamento e material para conservagdo sem higiene adequada. Entretanto,
faz-se necessario ter colostro constantemente estocado para intervir quando necessario.

A fermentacdo e acondicionamento anaerobio do colostro surgem, como uma opgao de
uso para manutencdo da concentracdo de imunoglobulinas, sem necessidade de resfriamento,
de baixo custo e com resultados promissores ja estudados na espécie bovina.

Em 2006, Saalfeld desenvolveu a fermentacdo anaerdbica de colostro na espécie
bovina como forma de aproveitamento do excesso de colostro produzido nas propriedades
rurais, resolvendo problemas citados na literatura em relagdo a conservagdo, armazenamento e
qualidade do colostro. O método consiste na conservacdo do colostro com auséncia de
oxigénio, havendo fermentacdo anaerobica, onde ha transformacao da lactose em acido latico,
promovendo a queda do pH e impedindo o crescimento de microrganismos indesejaveis, 0
que contribui para a sua conservacdo. Esta técnica € conhecida como ensilagem e o produto
final foi denominado de silagem de colostro (Saalfeld et al., 2008).

Saafeld et al.(2012) definiram que é possivel determinar a partir da silagem, a
manutencdo de caracteristicas fisicas e quimicas encontradas no colostro in natura, como
também a presenca de microorganismos e outros constituintes colostrais, como proteinas,
estas possuem estreita relacdo com a quantidade de imunoglobulinas presentes no colostro.

O método é descrito e utilizado para conservagdo e posterior consumo de bovinos
recém-nascidos, sendo inexistente sua descricdo na espécie equina. Outro fator determinante
para eficdcia do uso da técnica de ensilagem de colostro é a avaliacdo da qualidade do
colostro in natura prévia a elaboracdo, fazendo com que a fermentagdo tenha um maior

impacto quanto a difundir a utilizacdo da técnica.
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Dessa forma, se propds investigar um método de armazenamento do colostro equino
substitua de forma eficaz e mais semelhante possivel ao colostro in natura. Diante disso, 0
objetivo desse estudo foi elaborar a fermentagcdo anaerdbica do colostro equino e avaliar in

vitro a manutencéo dos constituintes colostrais.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas 35 éguas prenhes, sendo 9 éguas sem raca definida com idade entre 7
e 21 anos, com media de 16 anos, pertencentes do Centro de Ensino e Experimenta¢do em
Equinocultura da Palma (CEEP) da Universidade Federal de Pelotas, Rio Grande do Sul. As
demais 26 éguas, da raca Crioula com idade entre 6 e 20 anos, com média de 10 anos),
pertencentes a um criatorio situado no municipio do Capdo do Ledo, Rio Grande do Sul.
Todas as éguas tiveram gestacGes saudaveis, com condi¢des nutricionais e higiénico-sanitarias
similares, sendo multiparas e com média de tempo de gestagdo de 332 dias. O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pelotas n° 1890-2016.
Acompanhamento gestacional

Todas fémeas gestantes tinham histdrico, data de cobertura e ovulacdo conhecidas. As
fémeas gestantes selecionadas para pesquisa foram submetidas a avaliagdo clinica e
ultrassonografica a partir do terco médio da gestacdo. A avaliacdo clinica contemplou a
realizacdo do exame clinico geral e inspecdo de perineo e Uubere. A avaliacdo
ultrassonografica foi efetuada por via transretal e transabdominal, para medi¢do da juncéo
utero placentaria e verificagdo de descolamento das membranas fetais. Na avaliagdo
ultrassonografica por via transabdominal foram realizadas mensuragdes da jungdo Utero-
placenta, assim como, verificacdo da presenca de lesdes ou descolamento placentario.
Monitoramento e avalia¢éo do parto

Logo apos o nascimento foi realizado o exame clinico e observacéo da viabilidade do
neonatobem como assisténcia quando necessaria como descrito por Curcio e Nogueira (2012).
Colheita de colostro e preparacgdo das amostras

As coletas de colostro foram realizadas direto da glandula mamaria em até seis horas
apos o parto, foi realizado a higienizagdo do Ubere com agua e sab&o, aplicagdo de solucdo de
PVPI degermante e limpeza final com solucdo de alcool iodado, sendo desprezados o0s
primeiros jatos. Apds coletado o colostro em falcons estéreis, 0 mesmo foi submetido ao

laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal de Pelotas.
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As analises foram realizadas tomando-se todas as medidas preventivas a fim de evitar
contaminacdo e perda das propriedades. Para elaboracdo da silagem do colostro, segundo
protocolo citado por Saafeld et. al, (2008).

Foram utilizados dois tipos de frascos para realizacdo da fermentagcdo anaerobica,
garrafas de polietileno tereflatado (PET) com 237 ml e frascos de pléstico, semelhante as
garrafas PET, com 5 ml. Os frascos eram totalmente preenchidos com colostro, selados,
armazenados e mantidos a temperatura ambiente. Cada amostra obedeceu um tempo de

fermentacdo, sendo realizada a abertura no dia previsto, descrito na tabela 1.

Tabela 1- Periodo de fermentacéo e quantidade de frascos elaborados.

Periodo de fermentacao Quantidade de frascos
7 dias 5
15 dias
21 dias
30 dias
60 dias
90 dias
120 dias
150 dias
180 dias

Total de amostras

o o1 o1 o1 o1 o1 O Ol

D
o1

Avaliacao fisica e pH

Em cada amostra, tanto do colostro in natura (n = 35) como das amostras de colostro
fermentado (n = 45), foi realizada a avaliag&o fisica (aspecto, coloragdo, viscosidade e odor).
A viscosidade foi classificadas de forma subjetiva de 1 a 7 e coloragdo de 1 a 5, segundo
descrito por Le Blanc et al. (1986). O pH foi determinado com auxilio de um potenciémetro
digital devidamente calibrado.
Avaliagdes Microbiologicas

A primeira etapa das avaliagbes microbioldgicas foram adaptadas a partir da
metodologia j& descrita para bovinos (Saalfeld et al., 2012) e a segunda parte surgiu como
uma sugestdo de metodologia para espécie equina.

Aliquotas de 100pL das amostras de colostro foram semeadas em meios de cultura

MacConkey, Chapmann e base de agar sangue (8% ovelhas) (Difco, EUA), foram incubados
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aerobicamente a 37 °C por 72 horas. Foi realizado isolamento em cultivo liquido do meio de
cultura Man, Rogosa e Sharpe (MRS-Biobras, Brasil) incubado em microaerofilia e
anaerobiose total (placas ANAEROBAC) a 37°C por 72 horas. Posteriormente foram
incubados novamente, no meio de cultura Man, Rogosa e Sharpe agar (MRS-Biobras, Brasil)
em anaerobiose total e microaerofilia a 37 °C por 72 horas.

As placas que apresentaram crescimento foram caracterizadas pela colora¢do de Gram
e bioquimicamente para identificar o género (teste Catalase e fermentacdo de maltose) para
posterior extracdo do DNA.

A extracdo do DNA foi realizada pelo método adaptado de Changnaud et al. (2001) e
amplificacdo através de PCR segundo Saalfeld et al. (2013), utilizando os iniciadores para
regido 16S.

Eletrolitos

Para as determinagdes multielementares, foi utilizado um espectrometro de emissao
Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) da Agilent, modelo 4200
(Melbourne, Australia), equipado com um nebulizador OneNeb e uma camara de nebulizacéo
ciclénica do Laboratorio de Metrologia Quimica da Universidade Federal de Pelotas. O
plasma foi mantido com gés nitrogénio, obtido do ar atmosférico atraves de um gerador de
nitrogénio da Agilent, modelo 4107 (Melbourne, Australia), com vazdes de 20 e 1,5 L/min
para 0 gas de plasma e auxiliar, respectivamente. Os analitos estudados foram Ca (393,366
nm), K (766,491 nm), Mg (285,213 nm), Na (588,995 nm).

Para este trabalho foi utilizado uma solubilizacdo alcalina com hidroxido de
tetrametilamonio (TMAH). O preparo de amostra consistiu em pipetar 150 pL de amostra de
colostro in natura e colostro fermentado diretamente em frascos de polipropileno (PP), logo
em seguida, foi adicionado 300 pL de TMAH 25 % (m/v) (Sigma, Estados Unidos). As
amostras foram agitadas e permaneceram “overnight” a temperatura ambiente por 24 h, por
fim, foram avolumadas a 3 mL com agua deionizada.

Quantificacdo de 1gG

Para deteccdo da manutencdo de IgG contra Theileria equi no colostro, os animais
foram divididos em dois grupos, sendo um grupo composto por 9 éguas vacinadas
experimentalmente contra Theileria equi (Vianna et al., 2014) e o outro grupo controle
composto por 6 éguas ndo vacinadas.

Para realizar a comparacao da viabilidade das 1gG presentes no colostro in natura e no
colostro fermentado nas amostras dos dias 7, 15, 21, 30, 60, 90, 120, 150 e 180, foram
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utilizadas na técnica de ELISA indireto seguindo o protocolo adaptado de Saalfeld et. al, 2012
e Vianna et. al., 2014.

ANALISES ESTATISTICAS
Foi realizado distribuicdo de frequéncia para as varidveis, através do software Statistix

10.0, com valores expressos em porcentagem, minimo e maximo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O colostro in natura (n = 35) foi avaliado fisicamente quanto a viscosidade e
coloracgéo para estimar a qualidade. Foram observados para viscosidade valores de 1 a 7, onde
54,3 % (19/35) das amostras apresentaram viscosidade grau 5 classificado como leite
cremoso. Em relagéo a coloracédo, foram visualizados valores de 3 a 5, nos quais 60% (21/35)

dos colostros avaliados obtiveram classificagdo 4 (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacéo fisica da viscosidade e coloracéo do colostro in natura.

Viscosidade % (n) Coloracéo % (n)
1 —aquoso 2,9 (1/35) 1 —branco 0 (0/35)
2 - aqui leitoso 0 (0/35) 2 - branco amarelado 0 (0/35)
3 - leitoso aquoso 5,7 (2/35) 3 - amarelo esbranquicado 17,1 (6/35)
4 —leitoso 31,4 (11/35) 4 - amarelo claro 60 (21/35)
5 - leite cremoso 54,3 (19/35) 5 - amarelo escuro 22,9 (8/35)
6 - cremoso leitoso 0 (0/35)
7 —Cremoso 5,7 (2/35)

Os resultados de viscosidade e coloracdo do colostro in natura sdo semelhantes aos
descritos por Luz et al. (1992), que evidenciou associacdo entre as avaliacGes de coloragéo,
viscosidade e o teor de imunoglobulinas colostrais.A viscosidade considerada ideal esta entre
os teores de 3 a 7, da mesma forma para coloragédo, os valores devem estar entre 3 a 5 (Le
Blanc et al., 1986).

O colostro fermentado foi avaliado fisicamente nos periodos de 7, 15, 21, 30, 60, 90,
120, 150 e 180 dias, nos quais ndo foram observadas modificacbes de coloracdo e
viscosidade. Adicionalmente a avaliacdo fisica, incluiu-se o odor e sabor, onde o odor
apresentou-se semelhante a queijo com sabor acido e levemente salgado, concordando com as
caracteristicas descritas para o colostro bovino por Saalfeld et. al. (2008) e Signoretti (2013).



43

Dessa forma, a avaliagdo fisica do colostro in natura e silagem do colostro
apresentaram boa qualidade, permitindo supor indiretamente o teor de imunoglobulinas
presente. A manutencdo das caracteristicas fisicas da silagem indicou adequada fermentacao
das amostras avaliadas, demonstrando a viabilidade do método até 180 dias de fermentacao.

As variagdes dos valores de pH foram de 6,19 no colostro in natura até 3,46 aos 180
dias de fermentacdo (tabela 3). A reducdo constante dos valores de pH durante os periodos
demonstrou adequado processo fermentativo, processo no qual ha conversao de lactose em
acido lactico, influenciando diretamente as caracteristicas biologicas e impedindo o
crescimento e desenvolvimento de microrganismos patogénicos e de deterioracdo (Saalfeld et
al., 2012). Os valores de pH no colostro in natura e silagens apresentaram valores similares
aos descritos por Saalfeld et. al (2013) para silagem de colostro bovino, onde também
observou-se reducdo constante quanto maior o periodo de fermentacéo.

Os valores dos eletrélitos Ca, Mg, K e Na mantiveram-se semelhantes ao colostro in
natura até 180 dias de fermentacdo (tabela 3). As concentracGes eletroliticas de Ca, Mg e Na
no colostro in natura foram semelhantes ao descrito para equinos da raca Arabe (Unanian et
al., 1994). Porém, ndo ha descricdo das concentragdes eletroliticas na fermentacdo anaerdbica
do colostro equino. A manutengdo das concentrac@es eletroliticas nesse estudo, observadas na
silagem do colostro sugerem que a administracdo do colostro fermentado fornece estes
eletrélitos em quantidades fisioldgicas ao periodo de aleitamento do colostro in natura, sem
necessitar de reposicao eletrolitica.

A mensuracdo dos elementos é utilizada para prever o parto em gestacdes saudaveis,
devido ao incremento de Ca e inversdo das concentra¢des de Na e K no peri-parto (Canisso et
al., 2013). A avaliacdo dos eletrolitos neste periodo e no colostro in natura podem estimar se
houve a formacao adequada do colostro. Entretanto, ndo ha descri¢do da relagcdo dos niveis de

eletrolitos no colostro in natura com a qualidade do mesmo.
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Tabela 3. Valores de pH e eletrélitos (Ca, Mg, K e Na) no colostro in natura e nos

distintos periodos de fermentacdo anaerdbica.

Eletrolitos (ppm)

Momento Ph
Ca Mg K Na
Parto 6.19+0.07% 788.97+31.66 300.20+34.42 1365.9+50.71 344.31+28.76
7 dias 5.08+0.17° 785.60+68.30 373.60+98.82 1378.8+77.24  386.60+84.27
15dias  4.78+0.25°° 787.00+68.43 364.20+96.17 1314.4+89.30 376.00+78.08
21 dias  4.54+0.11%% 741.20+74.37 357.80+95.79  1237.0+97.14 324.40+92.27
30 dias  4.08+0.08%¢ 651.80+35.36 340.40+105.41 1333.0+96.16 371.00+61.63
60 dias 3.92+0.05%" 662.40+41.05 370.00+116.15 1358.0+91.45 343.80+56.95
90 dias 3.58+0.13"9 631.20+35.99 328.80+113.34 1244.8+81.69 336.00+58.57
120 dias  3.82+0.15°"9 726.60+59.30 484.80+69.96 1439.2+226.18 462.00+85.22
150 dias 3.40+0.17° 786.40+43.58 510.00+71.33 1369.6+251.58 463.00+85.08
180 dias  3.46+0.10" 782.20+40.24 510.20+71.78 1314.0+229.50 443.00+80.20

abcdeld) etras diferentes demonstram diferenca significativa entre as variaveis na coluna
(p<0.05).

Na cultura microbioldgica foi observado crescimento bacteriano em somente 5.7%
(2/35) das amostras de colostro in natura, e 11,1% (5/45) das silagens, nas quais foi
caracterizado Enterococcus através de coloracdo de Gram e teste de Catalase negativo. O
mesmo foi identificado no sequenciamento da regido 16S do rDNA (Figura 1).

A presenca de bactérias no colostro pode ter ocorrido devido contaminacéo inicial,
proveniente do interior da glandula mamaria, exterior do Ubere, superficies de equipamentos e
com as condigdes de armazenamento, da mesma forma que foi descrito por Bueno et al.,
(2008) fator que estd frequentemente associado a populagdo microbiana encontrada no
colostro em diferentes espécies.

Entretanto, a partir da avaliacdo das silagens observou-se adequada fermentacéo,
indicando presenca de bactérias do acido latico. No estudo de Saalfeld et al. (2012) com
silagem de colostro bovino, foi observada a presenca de bactérias do 4&cido Iatico,
Lactobacillus e Enterococcus, responsaveis pelo processo de fermentagdo. Em equinos, a
microbiota com maior representatividade do colostro sdo as bactérias do acido latico (Salimei

e Fantuz, 2012), porém, ndo é descrito a caracterizacao dessas espécies.
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Figura 1: Enterococcus (coloracdo Gram) a esquerda. Gel de agarose 1% para eletroforese da
PCR realizada sobre amostra de colostro armazenada por diferentes periodos de fermentacédo
a direita. Linha 1 — colostro “in natura”; Linha 2 — 21 dias; Linha 3 — 60 dias; Linha 4 — 180
dias; Linha 5 — Marcador 100 pb (Ludwigui).

Através do método de ELISA, foi identificada a presenca de IgG durante todo o
periodo de fermentacdo. Sendo que até os 30 dias de fermentagdo, as concentracGes
mantiveram-se semelhantes as do colostro in natura, o qual j& havia sido avaliado fisicamente
através da viscosidade e coloracdo. Os resultados encontrados demonstraram relacdo entre
avaliacdo subjetiva e teor de imunoglobulina.

A avaliagdo por ELISA da 1gG do colostro in natura e silagem demonstrou a
manutencdo das concentragdes da mesma, com maior elevagdo no periodo de fermentacdo até
os 30 dias (Figura 2). Entre os 30 e 180 dias de fermentacao as concentracdes mantiveram-se
constantes, dessa forma, pode-se predizer que o processo fermentativo anaerébico do colostro
equino mantem viabilidade da 1gG. Em estudo de Saalfeld et al. (2013), com processo
fermentativo do colostro bovino, também foram observadas manutencéo das concentracdes de

IgG, dos 21 dias até 12 meses de armazenamento.
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Din&mica de 1gG silagem de colostro no parto até 180 dias de
fermentacao

1,8
1,6
1,4
1,2

D.0.492nm

0,8 Eguas Imunizadas

0,6 Eguas Controles
0,4
0,2

Parto 7 15 21 30 60 90 120 150 180
Dias
Figura 2: Dindmica de 1gG na silagem de colostro em éguas controles e imunizadas contra

Theileria equi, do parto até os 180 dias de fermentacao anaerdbica.

Ao observar a manutencdo das concentragdes de 1gG, pode-se sugerir que a silagem do
colostro tem viabilidade em ser um método alternativo de armazenamento para utilizacdo em

bancos de colostro.

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram que a fermentacdo anaerdbica do colostro
equino ate 180 dias de fermentacdo, manteve os constituintes colostrais avaliados semelhantes
ao colostro in natura. Sendo um método econdmico, de facil produgdo e armazenamento,
dispensando equipamentos especiais para sua elaboracdo. Assim, o colostro anaerobicamente
fermentado até 180 dias pode ser um método de armazenamento para elaboracdo de um banco

de colostro.
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3 Considerac0des Finais

Tendo em vista a importancia do colostro para o potro neonato como também
a necessidade cientifica de elucidar a constituicdo dos componentes presentes no
colostro in natura da espécie equina pode-se sugerir que a avaliacdo das
caracteristicas fisico-quimicas e imunolégicas do colostro apdés o nascimento do
potro sdo consideradas importantes para estimar a viabilidade e possivel assisténcia
ao potro neonato.

Colostros avaliados com qualidade ideal ou seja, capazes de garantir
transferéncia passiva de imunoglobulinas sdo utilizados para bancos de colostro.
Entretanto, as formas de armazenamento convencionais para a espécie equina sao
o resfriamento e congelamento. Estes sao eficazes, porém demandam a
disponibilidade de equipamentos e energia elétrica nas propriedades ou centros de
referéncia.

Ao avaliarmos a fermentacéo e acondicionamento anaerdbico do colostro foi
possivel evidenciar que até 180 dias de fermentacdo houve a manutencdo dos
constituintes colostrais quando comparados ao colostro in natura. Sendo um método
econbmico, de facil producdo e armazenamento, dispensando equipamentos
especiais para sua elaboracédo. Assim, o colostro anaerobicamente fermentado pode
ser um novo método de armazenamento para elaboracdo de um banco de colostro.

No futuro imediato, a silagem de colostro equino continuara a ser avaliada por
periodos maiores de fermentacdo bem como sua aplicacdo e avaliacdo da absorcao
de imunoglobulinas em neonatos. Além de buscar sua utilizagdo com potencial

probiotico e como suplemento alimentar.
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Certificado

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacio do colostro em éguas”,
registrada com o n°23110.001890/2016-09, sob a responsabilidade de Carlos Eduardo
Wayne Nogueira- que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizacio de anmimais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas cditadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal
(CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL 2 sua execugdo pela Comissdo de Etica
em Experimentacdo Animal, em reunido de 21/03/2016.

B Finalidade ( X)) Pesquisa ( ) Ensino ) ___1{
| Vigéncia da autoriza¢fio 05/04/2016 a 28/02/2018 i
Espécie/linhagem/raca Equina/SRD, PSI, Crioula ) S
N° de animais 120 ]
Idade - 60 adultos e 60 Potros
Sexo Machos e Fémeas o
Origem HCV-UFPel e Haras Santa Maria de Araras — Bagé/RS

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadaswado junto ac COBALTO
para posterior registro no COCEPE (codigo para cadastro n® CEEA 1890-2016).
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M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA
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