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Cruz T.F, Tenério M.S. & Borges A.S. 2018. [Proteinogram and serum IgG concentration
in newborn foals up to thirty days of life treated with plasma.] Proteinograma e
concentragdo sérica de IgG em potros, do nascimento aos trinta dias de vida, tratados com
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The aim of this study was to evaluate serum protein and serum IgG concentrations (after a
direct enzyme immunoassay test ELISA optimization) in newborns foals from birth to thirty
days of life before and after colostrum consumption and intravenous treatment with plasma.
Twenty foals and their respective progenitors as well as four plasma donor’s horses were
used. Blood samples were obtained from newborn foals at five time points, immediately
after birth and before colostrum intake (M1), ten hours after birth (M2), 24 hours after
birth and prior administration of blood plasma (M3), 48 hours after birth and 24 hours
after plasma administration (M4), and 30 days after birth (M5). Blood and colostrum
samples were collected from the progenitor mares immediately postpartum. Concentration
of total protein (TP) and albumin were determined using a biochemical analyzer. The TP
concentration was also measured by refractometer. Fractions of total serum protein were
separated using agarose gel electrophoresis. Colostrum density was evaluated using BRIX
refractometer and specific density colostrometer. Total IgG concentration was determined
by an enzyme-linked immunosorbent assay. With the ELISA system proposed here it was
possible to determine IgG concentrations in serum, plasma, and equine colostrum samples
with adequate repeatability. Serum IgG concentration in foals at birth was 15+8mg/dL
(mean * standard deviation) raising at ten hours (2,408+608mg/dL) and remaining at
similar levels up to 48 hours of life (2,364+784mg/dL), and decreasing significantly at
30 days of age (1,414+586mg/dL). Serum and colostrum IgG concentrations of mares were
1,746+505mg/dL and 7,714+2,619mg/dL, respectively. The plasma IgG concentrations from
donor mares were 2,026+148mg/dL. Total protein, total globulins, and y-globulin fraction
showed correlation with IgG. Ten hours post birth was an adequate time to verify the transfer
of passive immunity, allowing to adoption prophylactic and/or therapeutic measures in a
horse farms. One liter of plasma administered at 24 hours of life was not sufficient to raise
serum IgG concentrations in foals without passive immunity transfer failure.

INDEX TERMS: Proteinogram, IgG, foals, plasma, equine, enzyme immunoassay, electrophoresis,
immunoglobulins, proteins.
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apo6s nascimento e previamente administracdo do plasma
sanguineo (M3), 48 horas de vida e 24 horas ap6s administragdo
do plasma sanguineo (M4), e 30 dias apds nascimento (M5).
Foram colhidos sangue e colostro das éguas progenitoras no
momento do parto. A concentracio de proteina total (PT) e
albumina foram determinadas em analisador bioquimico, a
concentracdo de PT também foi avaliada em refratémetro
manual. O fracionamento proteico foi realizado utilizando
eletroforese em gel de agarose. A densidade do colostro foi
avaliada com colostrometros de refracdo BRIX e de densidade
especifica. A concentragdo de IgG total de todas as amostras
foi determinada por teste ELISA. Com o sistema de ELISA aqui
proposto foi possivel determinar concentracdes de IgG em
amostras de soro, plasma e colostro equino com adequada
repetibilidade. A média + desvio padrio da concentracao
sérica de IgG dos potros ao nascer, foi de 15+8mg/dL, com dez
horas de vida foi de 2.408+608mg/dL, se manteve em niveis
semelhantes até 48 horas (2.364+784mg/dL) e diminuiram
significativamente aos 30 dias de vida (1.414+586mg/dL).
A concentragdo sérica e colostral de IgG nas éguas foi de
1.746+x505mg/dL e 7.714+2.619mg/dL, respectivamente.
A concentracdo plasmatica de IgG dos doadores de plasma
foi de 2.026+148mg/dL. Houve correlacdo positiva entre as
concentracoes séricas de IgG e PT (r=0,69 para refratometro
e r=0,76 para bioquimico), GT (r=0,81) e gamaglobulina
(r=0,85). Dez horas ap6s o nascimento foi possivel verificar
a transferéncia de imunidade passiva, possibilitando adotar
medidas profilaticas e/ou terapéuticas em haras de criagao
de cavalos. Considerando que a proteina total, globulinas
totais e fracdo y-globulina apresentam correlagdo com IgG,
estas determinagdes sdo Uteis para monitorar os potros
ap6s mamarem o colostro. Um litro de plasma administrado
as 24 horas de vida nao foi suficiente para aumentar as
concentragdes séricas de IgG, 24 horas apés transfusio, em
potros com adequada transferéncia de imunidade passiva.

TERMOS DE INDEXACAO: Proteinograma, IgG, potros, plasma, equinos,
imunoensaio enzimatico, eletroforese, imunoglobulina, proteinas.

INTRODUCAO

Potros sdo considerados agamaglobulinémicos ao nascerem
devido a placentacdo epiteliocorial da égua, sendo dependentes
da transferéncia passiva de imunoglobulinas fornecidas pelo
colostro (Jeffcott 1974a, LeBlanc et al. 1992). O colostro
deve ser ingerido preferencialmente nas primeiras 12 horas
de vida, pois a capacidade de absorcdo de imunoglobulinas
reduz significativamente apds este periodo (Jeffcott 1974a,
Raidal et al. 2005).

Nivel sérico de imunoglobulina G (IgG) total acima de
800mg/dL, nas primeiras 12 horas de vida, é considerado como
transferéncia de imunidade passiva adequada de anticorpos
ao potro, enquanto que valores entre 800-400mg/dL e abaixo
de 400mg/dL sdo considerados falha de transferéncia de
imunidade passiva (FTIP) parcial e total, respectivamente
(Baldwin et al. 1991, McClure et al. 2003). Além disso,
alguns autores sugerem que ocorre FTIP em potros quando
a concentracdo sérica de PT for menor que 4.800mg/dL
(Metzger et al. 2006) ou globulina total sérica menor que
2.230mg/dL (Hurcombe et al. 2012) ou y-globulinas inferiores
a 800mg/dL (Fouché et al. 2014).
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A prevaléncia de FTIP varia de 16% a 37,8%
(Tyler-mcgowan et al. 1997, Mcclure et al. 2003). Potros
com FTIP apresentam alta susceptibilidade as enfermidades
infecciosas (Clabough et al. 1991), estudos epidemioldgicos
demostram que até 74% dos potros com FTIP podem vir
a Obito (Haas et al. 1996). No Brasil, as taxas de FTIP em
neonatos bovinos estdo bem estabelecidas (Costa etal. 2008,
Gasparelli et al. 2009, Feitosa et al. 2010), todavia pouco se
sabe sobre indices de FTIP em rebanhos equinos (Scotoni
& Machado Neto 1991, Lang et al. 2007). A recomendacgdo
geral é que potros com FTIP devem ser suplementados com
colostro (Hofsaess 2001) e/ou com plasma hiperimune
por via intravenosa (Higuchi et al. 1999, Caston et al. 2006,
Giguere et al. 2002).

Aimunodifusio radial simples (IDRS) é um método direto para
detectar a concentracgdo de IgG total e é considerada a técnica
“padrado ouro” (LeBlancetal. 1986, Giguére etal. 2002, Lang et al.
2007). 0 método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), também sdo métodos diretos, altamente sensiveis e
especificos, utilizados para detectar concentragdes de IgG total
(Erhard et al. 2001, Sedlinska et al. 2006), subtipos de IgG
(Sheoran etal. 2000) ou IgG antigeno-especificas permitindo
a avaliagdo simultdnea de um grande nimero de amostras
(Higuchi etal. 1999, McClure etal. 2001, Martins etal. 2010).
Assim, muito util para avaliacdo do perfil imunolégico pré e
pos-vacinal de animais (Davis 2016), além da qualidade de
colostro e plasma hiperimune, a fim de estabelecer estratégias
de profilaxia, por exemplo, em haras de criacdo de equinos,
onde muitas amostras com concentra¢des variadas precisam
ser corridas em um mesmo teste, o que representa ganho de
tempo e redugdo de custos em analises. Existem ainda testes
semiquantitativos rapidos (SNAP test) que sdo amplamente
utilizados internacionalmente para o diagnoéstico de FTIP
em potros (Pusterla et al. 2002, McClure et al. 2003, Davis &
Giguere 2005). Todavia, estes testes rapidos tém alto custo
no mercado nacional, o que dificulta o seu uso a campo ou
em estudos de prevaléncia de FTIP. Além disso, os testes
rapidos fornecem resultados com intervalos de deteccio
<400mg/dL, 400-800mg/dL e >800mg/dL de IgG, o que
inviabiliza seu uso para avaliar a variagdo da concentragio
de IgG em amostras de soro, plasma ou colostro com valores
acima dos 800mg/dL (Davis 2016).

Este trabalho teve por objetivo padronizar um método
de ELISA para determinar a concentragdo sérica de IgG e
verificar sua correlagdo com a proteina total e com as fra¢des
de proteinas séricas em potros que mamaram o colostro, do
nascimento aos trinta dias de idade e que foram tratados com
plasma as 24 horas de vida.

MATERIAL E METODOS

Animais

Os animais utilizados neste experimento pertenciam a um haras
localizado no estado de Sdo Paulo. A realizacdo deste trabalho
foi autorizada pelo responsavel da propriedade e aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
FMVZ/UNESP, Campus de Botucatu (protocolo n2173/2015).

Foram utilizadas 20 éguas da raca Puro Sangue Inglés (PSI) e
seus respectivos potros durante uma tinica esta¢do de nascimentos.
Quatro fémeas adultas, trés da raga Bretdo e uma da raga Percheron,
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foram utilizadas como doadoras de plasma. Todos os animais foram
mantidos sob as mesmas condi¢des de manejo em piquetes com
capim Coast-Cross, agua a vontade e suplementagido com ragio e
sal mineralizado. Os partos foram assistidos e ocorreram em baias
maternidade, as quais foram higienizadas no intervalo entre cada
parto. Imediatamente apds o parto os potros foram auxiliados no
momento de procurar a glandula mamaria da mae para garantir que
mamassem o colostro. O tempo até se levantar e primeira mamada,
bem como peso e altura dos potros, idade e tempo gestacional das
éguas foram anotados em fichas individuais.

Imunizacio das éguas

As éguas PSI foram vacinadas 45 e 15 dias antes da data prevista
para o parto contra Rhodococcus equi®, Escherichia coli’ Salmonella’ e
Klebsiella’. Além destas vacinas, as éguas foram vacinadas, seguindo
o calendario normal de imunizacdo do haras no 52, 72 e 92 meses
de prenhez contra Herpes virus equino tipo I e IV® e anualmente
contra encefalomielite?, rinopneumonite’, influenza®, tétano?,
Streptococcus equi®, raiva'! e leptospirose!

Os animais doadores de sangue foram vacinados em dois
momentos com intervalo de 30 dias, sendo que em cada momento
receberam vacinas contra encefalomielite®, rinopneumonite’®,
influenza®, tétano?, Rhodococcus equi®, E. coli’” Salmonella’, Klebsiella’,
Streptococcus equi'® e leptospirose'?. Ap6s 25 dias da segunda dose
foi realizada a colheita de sangue para extragdo do plasma.

Plasmoferese

Apbs as colheitas de sangue dos doadores o plasma foi extraido
por centrifugagdo®® a 740xg por 14 minutos a 4°C e congelado a
-20°C. Este processamento foi realizado em um prazo maximo de seis
horas ap6s as colheitas do sangue total. Uma aliquota do plasma foi
separada para determinagdo da concentragdo de IgG total. Todos os
potros foram tratados por via intravenosa com um litro de plasma,
independente do peso do animal, com 24 horas de vida. Para isto
foi realizada tricotomia, antissepsia e acesso na veia jugular, com
cateter intravenoso 16G acoplado a equipo de transfusao.

Colheita das amostras

As amostras de sangue das éguas e seus respectivos potros
foram colhidas por venopung¢do da jugular utilizando coletor para
coleta multipla com agulha -21G e acondicionadas em frascos sem
anticoagulante. Apos a retracdo do codgulo, as amostras foram
centrifugadas a 1.800xg durante 10 minutos para obtengdo do soro.

Amostras de sangue e colostro das éguas foram colhidas no
momento do parto. A colheita de sangue dos potros ocorreu em
cinco momentos: M1, imediatamente apds o parto e previamente a
primeira mamada do colostro; M2, com dez horas de vida; M3, com
24 horas de vida (logo apds esta colheita foi realizada a transfusdo
do plasma); M4, com 48 horas de vida (24 horas apds a transfusido
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do plasma); M5, aos 30 dias de vida. Todas as amostras colhidas
foram armazenadas em tubos plasticos e congeladas a -20°C até o
momento das analises laboratoriais.

Visando respeitar as condi¢des estabelecidas pela propriedade
onde foram realizadas as coletas das amostras, nio foi possivel utilizar
um grupo de potros como controle, ou seja, sem receber plasma ou
sem mamar colostro, uma vez que isto iria alterar o manejo profilatico
da propriedade aumentando o risco de problemas infecciosos e
possivelmente acarretando em danos financeiros ao haras.

Proteina total e fracdes proteicas séricas

A concentracdo da PT sérica das éguas PSI, potros e os animais
doadores foi mensurada utilizando dois diferentes métodos,
refratbmetro manual e analisador bioquimico semiautomatico'* usando
kit comercial'® para dosagem direta pelo método colorimétrico de
biureto (Tietz 2008). O mesmo analisador bioquimico foi utilizado
para determinar a concentracdo de albumina das amostras pelo
método colorimétrico verde de bromocresol® (Tietz 2008).

As fragdes proteicas, albumina, al (alfal-globulinas),
a2 (alfa2-globulinas), B (beta-globulinas) e y (gama-globulinas) foram
obtidas pela técnica de eletroforese em gel de agarose!” corado com
amido negro (0,1%) em acido acético a 5%, seguindo as técnicas
descritas por Naoum (1999). A determinagdo das fra¢des proteicas
foirealizada em scanner SE-250, o valor de PT utilizado foi o obtido
pela técnica do biureto em analisador bioquimico.

A concentragdo da globulina total sérica (GT) das amostras de
soro e plasma foi determinada baseada nos valores das concentragoes
de albumina subtraida da proteina total. Para tal foram utilizados os
valores de albumina e proteina total obtidos por reacdo colorimétrica
em analisador bioquimico.

Determinac¢do da concentracgao de IgG total: padronizacdo do
teste de ELISA

A concentracgdo de IgG total das amostras de plasma, soro e
colostro foi mensurada pelo método direto de sanduiche ELISA
(S-ELISA) descrito por Erhard et al. (2001) com modificagdes. Para
arealizacdo do S-ELISA proposto foi necessaria a purificacdo da IgG
equina utilizada como padrio de referéncia e também a produgdo
do anticorpo de coelho anti-IgG equina utilizado como captura no
método de ELISA.

Purificacdo da IgG equina utilizada como padrio de referéncia.
0 processo de purificacdo, avaliacdo da pureza e quantificagdo do
IgG equino seguiu a técnica descrita por Bollag etal. (1996). Para tal,
uma amostra de soro foi obtida de um equino higido, macho e
adulto, sendo o volume de 5mL utilizado para a purificagio da IgG
equina na coluna de afinidade (HiTrap Protein G HP)*, seguindo as
recomendagdes do fabricante. Para a caracterizagdo daimunoglobulina
G obtida, as aliquotas coletadas durante a purificagdo foram
submetidas ao SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis) 12,5% corado com azul de coomassie. Apds
a realizacdo do SDS-PAGE foram separadas as amostras onde foi
observado apenas as bandas das cadeias leves e pesadas da molécula
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de IgG e realizada a quantificagdo proteica pelo método de BCA
(&cido bicinconinico) (Smith et al. 1985).

Anticorpo de coelho anti-IgG equina. Seguindo a técnica
descrita por Bollag et al. (1996), um coelho foi imunizado com 1mg
de IgG equina purificada em 1mL do adjuvante completo de Freund?
e inoculado por via intramuscular. Foram realizadas mais quatro
aplicagdes semanais com a mesma concentragdo proteica e com
adjuvante incompleto de Freund, alternando as vias de administracdo
entre subcutanea e intramuscular. Ap6s dez dias da tltima aplicacdo
foirealizada a colheita de sangue para obten¢do de soro e verificada
areatividade, por imunodifusdo dupla em gel de agar, contra a IgG
equina purificada. Em seguida foi realizada a eutanasia e sangria total
do coelho para obtengédo do antissoro. Uma aliquota do antissoro foi
submetida a purificagdo da IgG de coelho anti-IgG equina utilizando
coluna de afinidade (HiTrap Protein A HP)?, conforme descricdo e
recomendacdes do fabricante.

Método de S-ELISA para determinacéo da IgG total. Em cada etapa
a seguir, com exce¢do do bloqueio, foi utilizado um volume de 100pL de
solugdo em cada pogo da microplaca de poliestireno?2. Também entre
cada etapa de reacdo, exceto apds a adi¢cdo do substrato/cromégeno,
a microplaca foi lavada cinco vezes com 300uL/pogco de PBST
(0,01 M PO42 0,14M NaCl; 0,05% Tween 20; pH 7,4). O anticorpo
de coelho anti-IgG equina foi utilizado como anticorpo de captura,
sendo adsorvido na concentracio de 0,5ug/mL diluido em Tampao
Carbonato Bicarbonato 0,05M pH 9,6 (TCB). Em seguida, a microplaca
foi incubada a 37°C em camara imida durante 60 minutos.

Ap6s o periodo de incubagao, realizou-se a etapa de bloqueio
com a adi¢do de 300ul/pogo do TCB acrescido de 10% leite em p6
desnatado (LPD). Em seguida, foi realizada a incuba¢do em camara
Umida por 45 minutos a 37°C.

As amostras teste e padrdo de referéncia foram diluidas com
a solucdo diluente constituida de PBST acrescido de 10% de LPD.
As amostras de soro de potros do M1 foram diluidas 1:2.000 pelo
fato de sua concentragdo de IgG ser menor, enquanto que as amostras
de soro e plasma foram diluidas 1:40.000 e de colostro 1:80.000.
Para cada microplaca foi construida uma curva padréo utilizando
aIgG equina purificada que foi diluida seriadamente na razio 2 de
1pg/mL a 0,015pg/mL. Posteriormente, foi efetuada incubagao da
microplaca em cdmara imida a 37°C por 60 minutos.

Apds a fase de incubagdo foi adicionado o conjugado imunoenzimatico
IgG de coelho anti-IgG de equino conjugado com peroxidase?, o
qual foi preparado na diluigdo de 1:4.000 com solucdo diluente
de PBST. Essa fase foi incubada durante 60 minutos a 37°C em
camara umida. Depois, foi adicionado em cada pogo da microplaca
asolugdo de substrato/cromégeno (2,5ul de H,0,a30% + 100ul de
Tetrametilbenzidina-TMB a 10mg/mL em Dimetilsulféxido-DMSO)
em 10mL do Tampdo Citrato Acetato 0,1M pH 6,0. A mesma foi
mantida sob agitagdo constante durante 15 minutos em temperatura
ambiente e protegida da luz. A reagdo colorimétrica foi bloqueada
com a solu¢do de HCI 2M no volume de 50ul/pogo. A leitura da
DO foi realizada em leitora automatica* em um comprimento de
onda de 450nm contra um branco, no qual foi adicionado apenas o
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reagente para bloqueio, o substrato/cromogeno e o bloqueador da
reagdo colorimétrica. Como controle negativo da reagdo foi utilizado,
em cada microplaca, pogos sem amostras e considerados como
satisfatorio quando estes apresentaram DO’s semelhante ao branco.

As DO’s obtidas, em cada curva padrio, e as respectivas concentragoes
foram correlacionadas utilizando regressdo polinomial de grau 2 ea
equacdo quadratica para determinagdo da concentragdo de IgG das
amostras. Posteriormente os valores obtidos foram multiplicados
pelo fator de diluicdo de cada amostra. Foram apenas utilizados
os dados das reagdes onde a curva padrdo apresentou coeficiente
de determinacdo (R?) >0,95 e coeficiente de variacdo (CV) <10%
nas duplicatas de cada ponto da curva. Todas as amostras foram
testadas em triplicatas e consideradas as que tiveram CV<10% e as
que apresentaram concentragdes superiores a curva padrao foram
re-diluidas e re-analisadas.

Teste de repetibilidade S-ELISA. A repetibilidade intra e
inter-ensaio, do S-ELISA foi avaliada utilizando a IgG equina purificada
(utilizada como padrao) e as amostras de soro e colostro testadas.
Para tal, foi avaliado o coeficiente de variacdo (CV) das DO’s das
amostras teste e padrdo de referéncia, em duplicatas, dentro de
uma mesma microplaca (intra-teste) e o CV das DO’s das mesmas
amostras em diferentes microplacas (inter-teste) (OIE 2014).

Foram realizadas cinco dilui¢des seriadas de razdo 2 da IgG equina
padrao (de 1pg/mLaté 0,015pug/mL) e distribuidas, em duplicatas,
em cinco pontos diferentes de uma mesma microplaca. A mesma
diluicdo seriada foi avaliada em cinco microplacas diferentes, sendo
que cada teste foi realizado em diferentes dias. Também foram
escolhidas, aleatoriamente, dez amostras teste (cinco de soro e
cinco de colostro) para serem testadas, em duplicata, em quatro
pontos distintos de uma mesma microplaca, com o procedimento
realizado trés vezes em diferentes dias.

Para verificar a exatiddo do teste, incluiu-se uma amostra com
concentragdo conhecida como controle positivo. Todas as dilui¢des,
tanto da IgG padrdo quanto das amostras teste foram realizadas de
forma independente para cada ponto da microplaca.

Andlise do colostro

0 colostro das éguas PSI foi avaliado em um colostréometro de
refracdo BRIX* (Cash 1999), imediatamente apds o parto (antes
dos potros mamarem).

No laboratério foi utilizado um colostrometro de densidade
especifica®® (Leblanc et al. 1986). Posteriormente, foi realizada a
centrifugacdo das amostras a 8000xg, durante 15 minutos, a 4°C
para separacdo da fragdo lipidica e proteica da fase aquosa que foi
armazenada para quantificacdo de IgG total pelo método de ELISA
padronizado.

Andlise estatistica

Todas as variaveis quantitativas foram testadas quanto a normalidade
e homocedasticidade dos dados. Um modelo linear misto (PROC
MIXED)? foi utilizado para comparar a diferenca entre as médias
de PT dos potros, por diferentes testes, entre os cinco momentos e a
concentragdo de IgG do grupo de potros obtidos nos cinco momentos.
Demais variaveis quantitativas nos cinco momentos do grupo de

25 ARS Equine Colostrum Refractometer, Animal Reproduction Systems Inc.,
California, USA.

26 JorVet Equine Colostrometer, Jorgensen Laboratories Inc., Colorado, USA.

27 SAS®, University Edition, SAS Institute Inc., North Carolina 27513, USA.
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Quadro 1. Média * desvio padriao da proteina total (determinados por diferentes métodos), albumina e globulinas totais dos
potros (n=20), nos cinco momentos, e éguas (n=20) no momento do parto

; Momentos p
Proteinas (mg/dL) Eguas
M1 M2 M3 M4 M5
PT (refratometria) X 4.350%, 6.080", 5.890°, 6.370¢, 5.970°, 7.140,
* 252 839 771 585 343 535
PT (bioquimica) X 4.095%, 6.340°, 6.095%, 6.799¢, 5.959%, 7.326,
* 283 961 823 712 470 588
Albumina (bioquimica) X 2.950°, 2.767°, 2.712°, 2.735°, 2.867%, 3.555,
+ 268 253 282 314 193 251
Globulina total X 1.1452, 3.574b, 3.383%, 4.064°, 3.092¢, 3.772,
+ 198 883 775 759 427 566

M1 = logo ap6s o parto, previamente mamar colostro, M2 = dez horas de vida, M3 = 24 horas de vida, previamente transfusdo plasma hiperimune,
M4 = 48 horas de vida, 24 horas apds a transfusdo do plasma, M5 = 30 dias de vida. Letras sobrescritas minusculas iguais indicam médias semelhantes
(P<0,05) entre os cinco momentos do grupo de potros e subscritas maiusculas iguais indicam médias semelhantes (P<0,05) entre grupo de éguas com

cada um dos momentos do grupo de potros.

potros foram submetidas a ANOVA de medidas repetidas e Tukey
como teste a posteriori. Para comparacgdo dos valores médios das
variaveis quantitativas entre potros e éguas foi utilizado ANOVA-One
Way e teste de multiplas comparagdes de Tukey.

Para variavel ndo paramétrica a comparacido de medianas
dependentes e independentes foram utilizados os testes de Friedman
e Kruskal Wallis, respectivamente, seguidos do teste de multiplas
comparagdes de Dunn. Foi utilizado coeficiente de correlagdo
de Pearson para as seguintes correlacdes: entre concentracoes
obtidas por diferentes métodos para PT do grupo de potros nos
cinco momentos; entre concentracdes de PT (ambos os métodos),
gamaglobulina, globulina total e concentragdo de IgG total; entre
concentracdo de IgG sérico e colostral das éguas; entre densidade
(dois métodos) e concentragdo de IgG colostral; entre concentragio
de IgG colostral e IgG sérico dos potros. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando softwares computacionais® e consideradas
significativas quando P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ameédiadeidade e tempo de gestacdo das éguas progenitoras
foide 13+5 anos e 330+11 dias, respectivamente. Dos 20 potros
incluidos neste estudo 12 eram machos (60%) e 8 fémeas (40%),
o peso e altura média ao nascer foram de 51,24+7,31 kg e
99,75+5,06cm, respectivamente. O tempo médio para o potro
se levantar foi de 41+20 minutos de vida, isso ocorreu de
forma espontanea e sem interferéncia humana, apos foi
realizado auxilio para a primeira mamada que ocorreu em
um tempo médio de 74,1+£26,4 minutos, sendo que todos os
animais mamaram dentro dos primeiros 120 minutos apds
0 nascimento.

E considerado como ideal um tempo de gestagio de pelo
menos 320 dias (Paradis 2006) e dois dos potros inclusos
nesta pesquisa nasceram com menos de 320 dias de gestacdo,
todavia, nenhum apresentou sinal indicativo de mau ajustamento
neonatal ou apresentou FTIP. Estas informacoes estdo de acordo
com os ja observados por outros autores em individuos da

8 GraphPad Prism® 5.01, GraphPad Software Inc., CA 92037, USA.

mesma racga e com padrdo de manejo semelhante aos animais
deste estudo (Kurtz Filho et al. 1997).

Proteina total, albumina e globulinas totais

As medidas de tendéncia central e dispersao da PT obtidos
por refratometria, PT e albumina obtidos pelo analisador
bioquimico e GT estdo dispostas no Quadro 1. Houve forte
correlacdo (r=0,92 P<0,001) entre os resultados obtidos nas
duas técnicas de avaliacdo da PT sérica dos potros em todas
as amostras dos cinco momentos (Fig.1A).

Os refratémetros manuais sdo amplamente utilizados
para determinacio de PT em amostras de fluidos corpéreos
pela facilidade e rapidez no resultado, entretanto, devido
a dependéncia da transmissdo de luz é necessario que as
amostras estejam limpas de coagulos, lipemia ou hemdlise
(Kaneko et al. 2008). Na comparacgao dos valores de PT de
todas as amostras obtidos por refratometria e analisador
bioquimico, nido foi observada diferenca estatistica entre
as técnicas de quantificacdo utilizadas. Os valores médios
observados de PT apds a primeira mamada estavam dentro
do intervalo de referéncia (5.200-7.900mg/dL) para a espécie
equina (Bauer et al. 1985, Kaneko et al. 2008). A albumina
dos potros ao nascimento correspondeu a mais de 50% da
PT e dentro dos valores considerados como normais para a
espécie (Bauer et al. 1985, Kaneko et al. 2008).

Os niveis séricos da PT das éguas no momento do parto
estavam de acordo com os valores de referéncia (Kaneko etal.
2008, Riond et al. 2009). J& albumina sérica das éguas se
encontrava acima dos niveis descritos por Di Filippo et al.
(2010) e Riond et al. (2009), o que ¢ interessante, uma vez
que os niveis séricos de albumina tendem a diminuir na fase
final da gestacdo (Kaneko et al. 2008).

A GT sérica dos potros, nos cinco momentos, teve forte
associagdo positiva com PT obtida por bioquimico e refratdmetro
(r=0,97 er=0,89 com P<0,001, respectivamente). Da mesma
forma que na PT, foram observados dois picos de concentracao
de GT do grupo de potros, um no M2 com valores entre
2.135-5.050mg/dL e outro no M4 entre 2.875-5.125mg/dL.
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Fig.1. Representacdo grafica das correlagdes positivas (P<0,001) entre variaveis analisadas de amostras de soro do grupo de potros (n=20)
nos cinco momentos (n=100). (A) PT obtida por refratdmetro manual e analisador bioquimico r=0,92. (B) IgG obtida por S-ELISA e
GT obtida por calculo matematico r=0,81. (C) IgG sérica e fragdo y-globulina obtida por eletroforese r=0,85. (D) IgG sérica e PT obtida
tanto por refratdmetro quanto pelo analisador bioquimico r=0,69 e r=0,76, respectivamente.

Proteinograma (eletroforese em gel de agarose)

Os potros apresentaram aumento na fragao y-globulina
antes e ap6s mamar o colostro (Fig.2). As medidas de tendéncia
central e dispersao das concentracdes séricas de PT e fracoes
proteicas do grupo de potros (nos cinco momentos) e suas
progenitoras (imediatamente apds o parto) estao descritos
no Quadro 2.

As fragdes a e B-globulinas sdo compostas por proteinas
de fase aguda, e se elevam rapidamente em situagdes
inflamatdrias ou infecciosas (Kaneko et al. 2008, Favero etal.
2011). Equinos com problemas inflamatérios e infecciosos,
especificamente enterites, diarreias agudas e inflamagdes
articulares possuem niveis séricos elevados das subfra¢des
al e B-globulinas quando comparados com animais higidos
(Carapeto etal. 2006). No presente estudo foi observado que
as fragdes a-globulinas permaneceram em niveis constantes
de M1 a M3 (nascimento até 24 horas de vida) e estavam
elevadas em M5 quando comparadas a M4, sendo que a fragao
alaumentou de forma significativa de M3 a M4 e de M4 a M5.

A fragdo B-globulina aumentou de forma significativa
de M1 a M2 (P<0,05), manteve em niveis semelhantes de
M2 a M3, aumentou significativamente (P<0,0001) de M3 a
M4 e também no M5 quando comparado ao M3 (P<0,001).
As fragdes alfa e beta globulinas detectadas na eletroforese
compreendem uma série de proteinas de fase aguda tais como,
proteina C reativa, hemopexina, transferrina, fibrinogénio e
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amiléide A, que aumentam rapidamente frente processos
inflamatérios diversos (Murata et al. 2004, Kaneko et al.
2008), podendo algumas serem secretadas no colostro e
leite de éguas (McDonald et al. 2001, Duggan et al. 2008).
0 perfil eletroforético de proteinas de fase aguda é utilizado
para diagnoéstico de sepse em potros, sabe-se que em potros
septicémicos ocorre um aumento significativo de amildide
A em processos agudos (Paltrinieri et al. 2008, Jacobsen &
Andersen 2010). Embora seja possivel a ocorréncia de reacdo
alergénica devido a transfusdo do plasma (Hurcombe et al.
2007, Wilson et al. 2009), uma vez que potros sdo mais
susceptiveis a reacdes alergénicas transfusional e a taxa
incidéncia de reacdo a transfusdo de plasma em neonatos
chega a 9,7% (Hardefeldt et al. 2010). Todavia, ndo foram
observados sinais clinicos de reagio transfusional em nenhum
dos potros utilizados nesta pesquisa, além disto, as fragcdes a e
-globulinas estavam significativamente aumentadas em M5,
ou seja, 28 dias apds a transfusdo, e uma reagao transfusional
ndo debelaria um aumento de proteinas de fase aguda tardia.

A fragdo y-globulinas é composta pelas imunoglobulinas
IgA, 1gM, IgE e IgG (Kaneko et al. 2008), sendo esta tltima
a imunoglobulina sérica mais abundante (Tizard 2004).
Estdo em quantidades muito pequenas nos potros ao nascer,
aumentando nas primeiras horas de vida ap6s ingerir
colostro até atingir o pico de absor¢ao entre 18 e 24 horas
(Jeffcott 1974b). No presente estudo a concentragdo média
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Fig.2. (A) Representacdo grafica da leitura das fragdes proteicas séricas de um potro clinicamente saudavel no M1 (logo apés o parto,
previamente mamar colostro) e (B) M2 (dez horas de vida). Os picos representam, da esquerda para a direita, as bandas albumina,
al, a2, § e y-globulinas no gel de agarose. Notar a fragdo gamaglobulina virtualmente inexistente em M1 (A) onde o potro ainda néo
havia mamado o colostro.

Quadro 2. Medidas de tendéncia central e dispersio da proteina total (PT) obtida no analisador bioquimico, das fracdes
proteicas - Alb. (albumina), a1 (alfal-globulina), a2 (alfa2-globulina), § (beta-globulina) e y (gamaglobulina) - pela
eletroforese e IgG total por S-ELISA dos potros (n=20) nos cinco momentos e éguas progenitoras (n=20) no momento do parto

Potros (n=20) Eguas (n=20)

Proteinas (mg/dL)

M1 M2 M3 M4 M5
PT X 4.0952, 6.340°, 6.095", 6.799°, 5.959:, 7.326,
x 283 961 823 712 470 588
Alb X 2617, 2.925% 2799, 3006, 2.589%, 3.659,
x 358 332 377 267 241 335
al X 377°, 400", 3917, 4540, 586, 411,
x 82 104 78 116 118 98
a2 X 3687, 371°, 3387, 367%, 456", 421,
+ 79 98 132 89 64 70
p* Mediana 660°, 780°, 775%, 1.055%, 1.325¢, 1.215,
Min/Max 250/750 550/1.390 490/1.000 720/1.290 920/1.720 850/1.900
y X 84%, 1.816", 1.805", 1.911°, 976.5, 1.580,
x 59 572 463 451 337 330
1gG X 15%, 2408, 2.282% 2.364°, 1414, 1.746,
x 8 628 783 784 586 505

* Variavel considerada ndo paramétrica, valores de tendéncia central representados por mediana e de dispersao representados por minimo e maximo.
M1 = logo ap6s o parto, previamente mamar colostro, M2 = dez horas de vida, M3 = 24 horas de vida, previamente transfusdo plasma hiperimune,
M4 = 48 horas de vida (24 horas ap6s administragdo do plasma hiperimune), M5 = 30 dias de vida. Letras sobrescritas minusculas iguais indicam médias
semelhantes (P<0,05) entre os cinco momentos do grupo de potros e subscritas maitsculas iguais indicam médias semelhantes (P<0,05) entre grupo de
éguas com cada um dos momentos dos potros.

da fracdo y-globulina para o grupo foi de 83,5mg/dL
(55,86-111,1mg/dL com IC 95%) ao nascimento, aumentando
significativamente (P<0,0001) para 1.816mg/dL (1.548-
2.084mg/dL com IC 95%) com 10 horas ap6s nascimento e
ndo diferindo dos valores observados com 24 e 48 horas de
vida, sugerindo que o pico de absor¢do de imunoglobulinas,
contidas na fragdo gama, pode ocorrer até as dez horas de
vida, mais cedo do que os resultados observados em trabalhos
anteriores (Jeffcott 1974b, Tscheschlok et al. 2017).

Aos 30 dias a concentragdo sérica média de y-globulina
diminuiu significativamente (P<0,05) para 976,5mg/dL
(818,8-1.134mg/dL com IC 95%) devido ao tempo de
meia vida dos principais subtipos de IgG variarem de
18 e 32 dias (Sheoran et al. 2000). Todavia, em M5 a
média da concentracdo da fracdo y-globulina dos potros
ainda estava em niveis considerados como suficientes para
promover protecdo contra agentes infecciosos (Jeffcott
1974b, Kohn et al. 1989).

Pesq. Vet. Bras. 38(5):795-805, maio 2018
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A correlagdo positiva (P<0,0001) entre a concentragio da
fracdo y-globulina e as concentragdes de PT determinadas
por refratometria (r=0,83) e bioquimico (r=0,91) dos potros
sugere que a afericdo da PT pode ser utilizada para estimar
a concentracdo de y-globulina e identificar possiveis casos
de FTIP na propriedade, pois refratdmetros manuais sdo de
simples operagao e baixo custo. Tais observacgdes corroboram
com resultados relatados por Korosue e colaboradores (2012),
onde afirmam que a diferenca da concentracdo da PT antes
e ap0s potros mamarem colostro pode ser utilizada como
teste de triagem para FTIP.

Determinacdo IgG total

No teste de repetibilidade do S-ELISA foram observados
que os coeficientes de variagdo (CV) intra e inter-ensaio das
curvas padrao foram CV<9,5% e CV<11,6%, respectivamente,
com limites de detec¢do de 62ng/mL a 1.000ng/mL. Ja o CV
intra e inter-ensaio das amostras avaliadas foram <9,7% e
<15,7%, respectivamente. A concentracdo média estimada
para amostra controle (800mg/dL) em seis corridas diferentes
foi de 796+181mg/dL o que corresponde a uma precisdo de
96%. Estes resultados sugerem uma boa acuracia, tendo em
vista arepetibilidade e precisdo do teste (Greiner & Gardner
2000, OIE 2014).

Além da acuricia, outro aspecto interessante do sistema
de S-ELISA, aqui demonstrado, foi a facilidade e rapidez dos
resultados obtidos, pois da primeira fase (sensibiliza¢do da
microplaca) até aleitura das placas foram de aproximadamente
cinco horas, sendo mais rapido que o teste de ELISA proposto
por Erhard etal. (2001) e testes de IDRS, onde hd a necessidade
de 24 horas de difusdo para se realizar as leituras (LeBlanc et al.
1986, Kohn etal. 1989, McClure etal. 2001, Raidal etal. 2005,
Lang et al. 2007).

Estdo dispostos no Quadro 2 as médias e desvios padrdo
das concentragdes de IgG séricas de potros e éguas. A média
e desvio padrdo da concentracao de IgG total das amostras de
plasma utilizado nos potros em M3, foi de 2.026+148mg/dL.

Nao houve diferenca significativa quando comparados os
niveis de IgG sérico dos potros as 10, 24 e 48 horas de vida.
No M2 (10 horas) os potros apresentavam niveis séricos
de IgG maiores (P<0,01) que o das éguas progenitoras no
momento do parto e que do plasma utilizado. Tanto os niveis
séricos de IgG quanto da fracdo y-globulina dos potros ja
estavam em valores maximos encontrados com 10 horas de
vida e ndo diferiram dos valores encontrados com 24 e 48
horas de vida, assim consideramos que potros que mamam
uma quantidade adequada de colostro até duas horas de vida
pode atingir o pico de absor¢do de imunoglobulinas colostrais
até 10 horas de vida, corroborando com as observacdes
de Hofsaess (2001), onde relatou que com nove horas pés
nascimento seja o melhor momento para o diagndstico de
FTIP em potros.

Os potros aqui acompanhados atingiram o pico de
concentracdo sérico de IgG colostral mais cedo do que o
relatado pela literatura onde estabeleceu-se que o pico de
absorgdo ocorre entre 12 e 18 horas pds nascimento (Jeffcott
1974b, LeBlanc et al. 1986, Lang et al. 2007, Korosue et al.
2012, Tscheschlok et al. 2017). Todavia, em nenhuma dessas
publicac¢des foi relatado algum tipo de auxilio para facilitar
que os potros mamassem o mais cedo possivel uma vez que os
animais aqui acompanhados foram auxiliados no momento de
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procura a glandula mamadria da mie, e todos mamaram dentro
dos primeiros 120 minutos apds nascimento, demonstrando
que o manejo de acompanhamento dos partos pode ser ttil na
prevencdo de FTIP (LeBlanc et al. 1986, Korosue etal. 2012).

A concentracdo de IgG sérica do grupo de potros ndo
diferiu significativamente de M3 para M4, ou seja, antes
e apo6s administracdo de plasma. A concentracdo média
de IgG das bolsas de plasma utilizadas nos potros foi de
2.026+148mg/dL, cada potro recebeu em média uma dose de
IgG de 403,8+63,1mg/Kg de peso vivo o que foi insuficiente
para aumentar significativamente a concentragcdo média de
IgG sérico do grupo 24 horas ap6s transfusdo. Talvez ndo
houvesse aumento significativo na concentragao de IgG total
dos potros aqui avaliados devido a concentragdo sérica ja
estar elevada e com excec¢do de anticorpos especificos os
valores séricos de imunoglobulinas ndo aumentem a partir
de certas concentragdes, ou o volume e/ou concentracdo
de IgG no plasma transfundido ndo tenha sido suficiente,
se fazendo necessario um volume maior de plasma fresco
congelado. O mesmo foi observado por autores que utilizaram
concentrado de IgG comercial em potros higidos e sem FTIP
por via oral (Hammer et al. 2000). Por outro lado, em um
trabalho experimental utilizando potros com FTIP induzida
os autores demostram o aumento das concentragoes séricas
de IgG de pelo uso de produto comercial de uso oral e/ou
intravenoso, porém com concentra¢des <500mg/dL (Franz et al.
1998). Em outro trabalho, os autores avaliaram diferentes
doses de diferentes produtos comerciais em potros com
FTIP parcial e total, verificando aumento na concentragdo
sérica de IgG trés dias ap0s o tratamento (Deluca etal. 2001).
Além do aumento de anticorpos séricos ja foi observado
anteriormente que em potros saudaveis e sépticos tratados
com plasma, houve aumento da atividade fagocitica do grupo
de potros sépticos apds tratamento (McTaggart et al. 2005).
Recentemente foi demostrado a eficicia de plasma fresco
congelado com concentracdo >24g/L de IgG em aumentar de
forma significativa a concentracdo sérica de IgG em potros com
FTIP, para valores >800mg/dL 24 e 72 horas p6s transfusao,
quando utilizado um volume médio de 1.340+578mL por
potro (Francesca et al. 2017).

Aos 30 dias de vida houve diminuicao significativa da
concentracdo de IgG em todos os potros, provavelmente
decorrente do catabolismo dessas imunoglobulinas no
processo de defesa do neonato (Jeffcott 1974a, Csap6-Kiss et al.
1995, Flaminio etal. 2000, Raidal et al. 2005). Ainda assim, a
concentragdo de IgG foi quase o dobro do que é considerado
como ideal para protecdo de individuos da espécie contra
infeccoes (Kohn etal. 1989, McClure et al. 2001), mas alguns
potros possuiam valores marginais préximos ao minimo
recomendado.

A concentracdo de IgG sérica dos potros, aferida pelo
S-ELISA, foi maior nas primeiras 24 horas apds o nascimento
e semelhante aos 30 dias de vida do que os resultados obtidos
previamente utilizando a mesma técnica (Erhard etal. 2001,
Sedlinskd et al. 2006). Nas éguas, a concentracao de IgG sérico
foi similar e a colostral foi superior aos dados da literatura
supracitada. Entretanto, os autores ndo relataram se as éguas
progenitoras foram submetidas a algum tipo de protocolo
vacinal na fase final de gestacdo. A vacinagdo das éguas no
periodo pré-parto influencia a concentragio de IgG séricas
e/ou colostrais das éguas e, consequentemente, a concentracao
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sérica dos potros (Cauchard et al. 2004, Martins et al. 2010).
Corroborando com nossos resultados, tem sido demonstrado
que potros higidos nascidos de éguas vacinadas possuiam
niveis de IgG séricos tao altos quanto os observados neste
estudo (Flaminio et al. 1999).

Houve correlagdo positiva entre os valores de IgG e PT
sérica dos potros com r=0,69 e r=0,76 para os valores obtidos
por refratometria e analisador bioquimico, respectivamente
(Fig.1D). Também foi observado correlagdo positiva do IgG
total com GT dos potros (r=0,81) (Fig.1B) concordando com
achados demonstrando alta associagdo GT e concentragdo
de IgG, porém esta obtida por IDRS (Hurcombe et al. 2012,
Tscheschlok et al. 2017).

A evidéncia de correlagdo positiva entre concentracdo da
fracao y-globulina e concentragio de IgG dos potros, quando
as amostras nos cinco momentos foram avaliadas em conjunto
(r=0,85 P<0,001), corrobora com os valores relatados na
literatura (Hurcombe etal. 2012, Fouché etal. 2014). Porém,
em 62% (62/100) das amostras, aqui analisadas, a fragao
y-globulina foi menor que os valores encontrados para a
concentracao de IgG, resultado semelhante ao observado
por Tscheschlok et al. (2017). Um fator deletério da técnica
de eletroforese em gel de agarose é que devido a impurezas
na agarose a eletroendosmose pode induzir migragao
erratica de parte da fragdo y-globulina em dire¢do ao catodo
(Kaneko et al. 2008) e, desta maneira, influenciar na leitura
e subquantificacao desta fracao.

Alguns autores sugerem o monitoramento da FTIP em potros
utilizando valores de PT inferiores a 4.800mg/dL (Metzger et al.
2006) e globulinas totais sérica <2.230mg/dL (Hurcombe et al.
2012) ouy-globulinas <800mg/dL (Fouché etal. 2014). Apesar
das médias observadas para PT, GT e y-globulinas estarem em
niveis acima dos considerados criticos para o diagnéstico de
FTIP a partir das 10 horas até os 30 dias de vida, observou-se
que no M2, um potro apresentou valores inferiores para PT,
GT e y-globulinas, um segundo potro apresentou valor de
PT inferior e um terceiro estava com valor de GT abaixo do
recomentado. Todavia, nenhum dos trés animais apresentavam
valores de IgG abaixo de 1.200mg/dL. A utilizagcdo dessas
variaveis de forma isolada e rotineiramente para diagnéstico
de FTIP podem levar a resultados insidiosos e ocasionar a
perda de potros por doencas devido resultados falso-negativos
ou gastos dispendiosos por resultados falso-positivos (Davis
& Giguere 2005), sendo aconselhavel utiliza-las sempre em
conjunto com dados clinicos e avaliacdo da concentracgio de
IgG sérico (Metzger et al. 2006, Liepman et al. 2015).

Com a deteccdo precoce de FTIP é possivel adotar medidas de
suplementacdo de imunoglobulinas, tanto por colostro (banco
de colostro) quanto por produtos de uso oral ou intravenoso
(Franz et al. 1998, Deluca et al. 2001, Hammer et al. 2001,
McTaggart et al. 2005), aproveitando melhor capacidade de
absorcdo pelos potros.

Densidade e concentracao de IgG colostral

A média e desvio padrido da densidade especifica foi de
1.080+0.017, o indice BRIX foi de 28,05+2,72% e a concentragio
de IgG colostral foi de 7.714+2.619mg/dL.

N3ao foi encontrada correlacdo entre a concentragao de IgG
sérica e colostral das éguas, corroborando com resultados
observados por Kohn et al. (1989). Houve fraca correlacao
positiva (r=0,44) entre a densidade especifica e indice BRIX do

colostro no momento do parto. Foi observada fraca, no entanto
idéntica, correlacdo positiva (r=0,47 p<0,05) entre concentragio
de IgG determinado por S-ELISA e a densidade avaliada pelos
dois tipos de colostrometro. Korosue et al. (2012) observaram
correlagdo negativa entre indice BRIX e concentragio de IgG
de colostro de éguas. Essas diferencas de associacdo podem
ser explicadas por fatores que influenciam na densidade
colostral como temperatura ambiente (LeBlanc et al. 1986),
e amostras com concentragdes abaixo de 5.000mg/dL de IgG
(Waelchli et al. 1990). Outro fator que deve ser considerado
é aidade das éguas aqui avaliadas que variou de 8 a 24 anos,
além do tempo de gestacdo e nimero de partos que variaram
de316a355diasede 1a12 partos, respectivamente. Isto pode
ter influenciado na correlagio entre densidade especifica e
concentracdo de IgG, uma vez que ambas variaveis mudam
conforme idade, nimero de partos, tempo de gestacdo e raga
(Waelchli et al. 1990, LeBlanc et al. 1992).

Ja foi demonstrado que potros saudaveis absorvem até 50%
da IgG colostral nas primeiras 12 horas de vida (Raidal et al.
2005). Todavia, aqui observamos fraca correlagao (r=0,46)
entre a concentracio de IgG colostral no momento do parto
e a concentracao de IgG sérica dos potros, com 10 horas de
vida, corroborando com os achados de Erhard et al. (2001).

CONCLUSOES

0 método de S-ELISA padronizado permitiu determinar as
concentracgdes de IgG em amostras de soro, plasma e colostro
equino com uma boa repetibilidade.

Com a faixa de detec¢do do método de S-ELISA foi possivel
avaliar que um litro de plasma administrado em cada potro
nao foi suficiente para aumentar as concentragdes séricas
de IgG 24 horas ap6s transfusdo em potros sem falha de
transferéncia de imunidade passiva.

Foi possivel também verificar que dez horas apéds o
nascimento, potros que mamam colostro em quantidade e
com qualidade adequada, se encontram no pico de absor¢ao
de imunoglobulinas.
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