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RESUMO

JUSTO, B. M. Influéncia do tipo de parto sobre a qualidade colostral e
transferéncia de imunidade passiva em cées [Influence of the mode of
parturition on colostrum quality and neonatal passive immune transfer in dogs]
2022. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2022.

A espécie canina possui placenta do tipo endoteliocorial, o que impede a
completa transferéncia de imunidade passiva (TIP) para os fetos. Portanto, os
neonatos sdo hipogamaglobulinémicos e a ingestdo do colostro é essencial.
Porém, a producédo e qualidade do colostro, bem como a capacidade absortiva
dos neonatos, podem ser afetadas por situacdes de estresse, mediadas pela
concentracéo de cortisol e catecolaminas, as quais apresentam perfil circulante
diferenciado conforme o tipo de parto. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar a qualidade imunolégica do colostro e analisar quantitativamente a TIP
em filhotes nascidos em distintas condi¢Bes de parto (cesariana e parto eutdcico
vaginal) na espécie canina. Para tanto, 17 cadelas e 34 neonatos foram alocados
em dois grupos experimentais: Grupo Parto Vaginal (GV, n=7 e n=14,
respectivamente) e Grupo Cesariana Eletiva a termo (GC, n=10 e n=20,
respectivamente). Amostras de colostro e sangue dos neonatos foram colhidas
imediatamente ap6s o parto (0 h), as 6 h, 12 h, 24 h e 48 h pos-parto. Nas
amostras de colostro, foi determinada a concentracéo de solidos totais, proteina
total (PT), alboumina (ALB), imunoglobulinas G (Ig G) de cadeia pesada (Ig GP)
e leve (Ig GL), B-lactoglobulina (B-lac) e a-lactoalbumina (a-lac). A partir do soro
sanguineo dos neonatos, foram feitas analises de proteina total, albumina, Ig GP
e Ig GL, aléem das atividades da fosfatase alcalina (FA) e gama glutamil
transferase (GGT), como forma indireta de avaliagao da TIP. Os resultados foram
analisados utilizando-se o Teste t de Student para comparacao entre grupos, e
o teste LSD para analise temporal, considerando p<0,05. No colostro, o GC
apresentou maior (p<0,05) concentracédo de proteina total, em relacdo ao GV.
Da mesma forma, a concentragao de albumina colostral foi superior (p<0,05) no
Grupo GC as 6 h e 12 h pds-parto. Ambos os grupos apresentaram reducao
(p<0,05) na concentracdo de sélidos totais, proteina total e Ig GP colostral ao
longo do periodo experimental, mais acentuadamente as 12 h e 24 h pés-parto.

Na analise neonatal, o0 GC apresentou maior (p<0,05) concentracdo sérica de



proteina total e atividade da FA ao nascimento, 6 h e 12 h de vida, em
comparacao ao GV. Nas primeiras horas de vida, houve aumento (p<0,05) na
concentracdo sérica de proteina total e atividade de GGT. Os neonatos do grupo
parto vaginal apresentaram maior (p=0,06) concentracdo de Ig GP ao
nascimento, comparando-se ao GC. Em ambos 0s grupos experimentais houve
aumento progressivo (p<0,05) das proteinas analisadas, em especial as 12 h e
24 h de vida. Como conclusao, o parto cirdrgico (cesariana) determina melhor
qualidade proteica do colostro, bem como melhor capacidade absortiva das
proteinas colostrais pelos neonatos, embora a transferéncia de imunidade

passiva tenha sido satisfatoria para todos os neonatos ao longo da colostragem.

Palavras-chave: Caes. Neonatologia. Colostro. Imunidade.



ABSTRACT

JUSTO, B. M. Influence of the mode of parturition on colostrum quality and
neonatal passive immune transfer in dogs [Influéncia do tipo de parto sobre a
qualidade colostral e transferéncia de imunidade passiva em caes] 2022. 68 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&ao Paulo, Sado Paulo, 2022.

The dog has an endotheliochorial placenta, which prevents a fully passive
immune transfer (PIT) to the fetus during intra-uterine life. Therefore, puppies are
born hypogammaglobulinemics, which renders an essential necessity of
colostrum intake. However, the production and quality of canine colostrum, as
well as the absorptive capacity of neonates, can be affected by stressful
situations, accounted for cortisol and catecholamines interference, which is
differently expressed according to the mode of delivery. Thus, the goal of this
study was to evaluate the immunological quality of colostrum and quantitatively
analyze PIT in puppies born under different delivery conditions (cesarean section
and eutocic vaginal delivery) in the canine species. Therefore, 17 bitches and 34
neonates were assigned to two experimental groups: Vaginal Delivery Group
(VG, n=7 and n=14, respectively) and Elective Cesarean Group (CG, n=10 and
n=20, respectively). Colostrum and neonatal blood samples were collected
immediately after delivery (0 h), at 6 h, 12 h, 24 h and 48 h postpartum. For
colostrum samples, the concentrations of total solids, total protein (TP), albumin
(ALB), immunoglobulins G (Ig G) of heavy (Ig GH) and light (Ig GL) chains, -
lactoglobulin (B- lac) and a-lactalbumin (a-lac) were measured. Neonatal serum
samples were analyzed for total protein, albumin, Ig GH and Ig GL, in addition to
alkaline phosphatase (AP) and gamma glutamyl transferase (GGT) activities, as
an indirect way to evaluate PIT. The results were analyzed using Student's t test
for comparison between groups, and the LSD test for temporal analysis,
considering p<0.05. The CG presented higher (p<0.05) colostrum concentration
of total protein, in relation to the VG. Likewise, the concentration of colostral
albumin was higher (p<0.05) in CG at 6 h and 12 h postpartum. Both groups
showed a decrease (p<0.05) in total solids concentration, total protein and
colostral Ig GH throughout the experimental period, more markedly at 12 h and
24 h postpartum. The CG presented higher (p<0.05) neonatal concentration of

total protein and AP activity at birth, 6 h and 12 h of life, compared to the VG. In



the first hours of life, there was an increase (p<0.05) in serum concentration of
total protein and GGT activity. Neonates of the vaginal delivery group had higher
(p=0.06) concentration of Ig GH at birth, compared to the CG. In both
experimental groups there was a progressive increase (p<0.05) of proteins,
especially at 12 h and 24 h of life. In conclusion, surgical delivery (cesarean
section) renders better colostrum protein content, as well as higher neonatal
absorption capacity of colostrum proteins, although passive immune transfer was

satisfactory for all neonates throughout colostrum ingestion.

Keywords: Dogs. Neonatology. Colostrum. Immunity.
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1. INTRODUCAO

Os animais domeésticos, principalmente os cées, estdo mais intimamente
presentes no ambiente familiar, levando ao maior interesse pela reproducéo e
criacdo de cédes. A opcdo do parto cirdrgico em cadelas € cada vez mais
frequente, como forma de garantir a taxa de sobrevida da méae e dos filhotes
(SMITH, 2007). Porém, os efeitos da cesariana sobre a saude neonatal sédo

pouco conhecidos, especialmente durante o periodo adaptativo inicial.

O tipo placentéario canino ndo permite a transferéncia intrattero adequada
de imunoglobulinas para os fetos (BORGHESI et al., 2014), fazendo com que o0s
neonatos caninos sejam hipogamaglobulinémicos ao nascimento (MILA et al.,
2015), ou seja, necessitam ingerir colostro de boa qualidade imunoldgica para
adquirir imunidade passiva satisfatoria. A deficiéncia na transferéncia de
imunidade passiva colostral contribui para o aumento de mortalidade neonatal
(MILA et al., 2014). Entretanto, varios fatores podem influenciar a transferéncia
de imunoglobulinas para o0s neonatos, desde caracteristicas maternas
importantes (qualidade e quantidade de colostro, comportamento materno, entre
outros) até fatores neonatais, como a vitalidade e capacidade para ingerir volume
adequado de colostro e, posteriormente, leite. Ademais, a condicéo obstétrica ao
nascimento pode direta ou indiretamente afetar a producdo e qualidade do
colostro e a colostragem. Sabe-se que 0s neonatos caninos nascidos por
cesariana apresentam menor vitalidade, além de adaptacéo cardiorrespiratoria
e metabdlica mais tardia (SILVA et al. 2008), o que poderia impactar
negativamente a adequada ingestéo de colostro e, portanto, a transferéncia de
imunidade passiva colostral. Adicionalmente, as cadelas e seus neonatos
apresentam distintos perfis hormonais conforme o tipo de parto (vaginal ou
cesariana eletiva), em especial a resposta ao estresse, com padrédo circulante de
cortisol e catecolaminas distinto (ABREU, 2018). Entretanto, os efeitos de tais
fatores sobre a qualidade do colostro e na absorcdo intestinal de

macromoléculas pelos neonatos néo é conhecida na espécie canina.

A qualidade colostral é muito estudada em algumas espécies; entretanto,
estudos acerca da influéncia do tipo de parto sobre as caracteristicas do colostro

e a transferéncia de imunidade passiva sao escassos, tanto nos animais, como
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também em humanos. Portanto, justificam-se investigacdes sobre o impacto do
periodo pré-parto na qualidade do colostro em cadelas e, também, sobre as
possiveis influéncias que o tipo de parto poderia exercer sobre a capacidade
absortiva do colostro pelos neonatos caninos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A imunidade passiva adquirida através da placenta é essencial para a
adaptacao neonatal ao meio extrauterino, pois 0s anticorpos maternos garantem
ao recém-nascido protecdo contra infeccbes nos primeiros meses de vida
(TIZARD, 2019). Entretanto, em fungcdo das barreiras inerentes aos diversos
tipos placentarios, algumas espécies animais, como por exemplo a canina, sdo
extremamente dependentes da ingestdo e absorcdo do colostro para a
adequada transferéncia de imunidade passiva (TIZARD, 2019). A imunidade
colostral decorre da absorcao intestinal de imunoglobulinas e outros elementos
importantes de protecdo, tais como leucécitos, fatores de crescimento e

hormonios.

2.1. COLOSTROGENESE

O colostro é o primeiro leite secretado apds o parto, rico em proteinas,
gordura e principalmente imunoglobulinas. Alguns de seus componentes sdo
sintetizados pelas células epiteliais mamarias (proteinas, lactose, lipideos)
enguanto outros, como imunoglobulinas, leucécitos, hormbnios e alguns fatores
de crescimento, sdo oriundos da corrente sanguinea materna. O colostro
diferencia-se do leite pela alta concentracdo de proteinas, sendo duas vezes
superior ao leite da segunda semana pos-parto e, sobretudo, rico em
imunoglobulinas, concentracdo ligeiramente maior de lipideos e menor de
carboidratos, com apenas metade da concentracéo presente no leite (ADKINS;
LEPINE; LONNERDAL, 2001).

A lactogénese € influenciada por varios hormdnios, especialmente insulina,
glicocorticoides, hormdnio de crescimento (GH) e prolactina. Para que ocorra a
formacdo da estrutura I6bulo-alveolar da glandula maméaria, € necesséaria a
sequéncia enddcrina de acdo dos estrogenos, associada a progesterona e,
sequencialmente, a prolactina e os corticoides, 0s quais estéo presentes no inicio
da gestacdao (DELOUIS, 1978). A prolactina e GH desempenham papel
fundamental no controle da producéo de leite na maioria das espécies, incluindo

cées e gatos. Embora em ruminantes a influéncia do GH seja superior a da
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prolactina, em céaes este ultimo horménio é fundamental para a lactogénese e
galactopoiese (ROMAGNOLI; LOPATE, 2012). Por sua vez, a progesterona
possui efeito modulador importante na secrecao de prolactina nas cadelas e,
guando em altas concentragdes, exerce efeito antagonico. Entretanto, sugere-
se que os corticoides sao capazes de superar o efeito inibitério da progesterona
na lactogénese (DELOUIS, 1978). Quando a concentracdo de progesterona
diminui, apdés o periodo prolongado do diestro, a secrecdo de prolactina é
estimulada e sua concentracdo sanguinea eleva-se significativamente
(ROMAGNOLI; LOPATE, 2012). Em cadelas gestantes, a concentracdo de
prolactina aumenta ao redor dos 35 dias apds o pico de LH, momento no qual a
concentragdo de progesterona sérica diminui, confirmando a importancia da
progesterona na modulacdo de liberacdo da prolactina pela hipofise
(VERSTEGEN-ONCLIN; VERSTEGEN, 2008). Portanto, para que a
colostrogénese e lactogénese ocorram eficientemente, € necessario haver
diminuicdo dos niveis de progesterona e, consequentemente, estimulo dos
hormdénios do complexo lactogénico. Cabe ressaltar que, nas cadelas, a reducéo
abrupta da concentracdo sanguinea de progesterona ocorre somente apos o
inicio da lutedlise pré-parto, ou seja, de 24 h as 48 h prévias ao inicio da fase
expulsiva do parto. Desta maneira, a acdo de horménios estimulatorios da
colostrogénese ocorre de forma efetiva nas ultimas horas que antecedem o parto

nas cadelas.

Nas ultimas semanas de gestacdo, as imunoglobulinas G (lg G) da
corrente sanguinea materna séo captadas pelas células da glandula mamaéria,
por meio da fixacdo a receptores especificos FcRn (fragmento cristalizavel,
receptor neonatal), que se acumulam no tecido mamario progressivamente até
o final da gestacdo (CHASTANT-MAILLARD et al., 2017). A queda da
progesterona sanguinea pré-parto, a Ig G € liberada para o lamen dos alvéolos
mamarios e secretada no colostro (HURLEY; THEIL, 2011), no qual as
concentracdes de Ig G sdo até 4 vezes maiores do que na corrente sanguinea
materna. Contudo, a concentracdo de Ig G diminui rapidamente apds o parto,

chegando a metade em 24 horas, o que é explicado pela translocacdo do
receptor FCRn, permitindo que a Ig G seja recapturada dos tecidos mamarios
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para retornar a corrente sanguinea da mae (CHASTANT-MAILLARD et al.,
2017).

2.2.IMUNOGLOBULINAS E PROTEINAS COLOSTRAIS

As imunoglobulinas ou anticorpos apresentam estrutura em formato de Y,
e sao formadas por trés segmentos, compostos pelos pares de cadeias
polipeptidicas pesadas e leves (Figura 1). Sao divididas em 5 classes: Ig G, Ig A,
IgM, IgD e Ig E, as quais sdo definidas pela estrutura da cadeia pesada,
determinando distintas funcées (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).

Figura 1: Representagdo da molécula de imunoglobulina, contendo as cadeias pesadas e leves,

unidas entre si pelas liga¢des dissulfidricas. Adaptado de Murphy, Travers e Walport, 2010.
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O colostro canino possui trés classes principais de imunoglobulinas: Ig A,
IgMelg G. Alg A representa 16 a 40% do total de imunoglobulinas no inicio da
lactacdo, tornando-se a principal classe de imunoglobulina posteriormente,
chegando a 90% das imunoglobulinas presentes no leite (CHASTANT-
MAILLARD, 2017; CHASTANT; MILA, 2019). Contrastando com a Ig G, as
imunoglobulinas A e M sdo produzidas localmente no tecido mamario
(CHASTANT-MAILLARD et al., 2017).

A Ig A tem acgdo necessaria nos mecanismos de defesa local do epitélio
intestinal dos neonatos e, apds absor¢do, atua em mucosas, como o trato
respiratorio. No intestino dos filhotes, ligam-se as bactérias e outras moléculas e
micro-organismos, de modo a evitar que sejam absorvidos pelas células

intestinais e causem respostas sistémicas (HURLEY; THEIL, 2011). AlgM é a
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classe inicial de imunoglobulinas quando o organismo é exposto pela primeira vez
aum antigeno, entretanto, possui baixa especificidade, resultando em menor acéo
contra agentes infecciosos. Tanto a IgM como Ig A fazem aglutinagédo e
neutralizagdo de micro-organismos e virus, entre outras atividades imunologicas
(HURLEY; THEIL, 2011). As imunoglobulinas G séo proteinas grandes, sendo
compostas por duas cadeias polipeptidicas diferentes: cadeia pesada, de
aproximadamente 50 kDa, e cadeia leve, de 25 kDa. Cada Ig G é formada por
duas cadeias pesadas e duas leves, totalizando, aproximadamente, 150 kDa de
peso molecular. As cadeias sdo conectadas entre si por ligacdes dissulfidricas
(duas cadeias pesadas ligadas umas as outras e cada cadeia pesada ligada a
uma leve) (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).

A Ig G esta presente em maior concentracdo no colostro canino, oriunda
majoritariamente da corrente sanguinea materna, sendo apenas uma pequena
porcdo produzida pelo tecido mamario (CHASTANT; MILA, 2019). Durante a
gestacdo, os receptores FcRn desenvolvem-se nas células epiteliais dos
alvéolos mamarios e capturam a Ig G da corrente sanguinea materna (MILA et
al., 2015). Em 2015, Mila e colaboradores concluiram que a concentracéo de Ig G
no colostro de cadelas é 2,8 vezes superior ao soro sanguineo.

Adkins, Lepine e Lonnerdal (2001) identificaram o0s principais
componentes proteicos do soro lacteo canino, por meio dos respectivos pesos
moleculares, sendo: a-lactoalbumina (14 kDa), lisozima (15kDa), -
lactoglobulina e variantes (20 a 22 kDa), albumina sérica (68 kDa) e subunidades
de Ig A (15, 30, 55 e 75 kDa).

A albumina é a principal proteina globular presente no soro sanguineo,
sendo sintetizada pelo figado e presente no soro lacteo. Suas principais fungdes
envolvem o transporte, metabolismo e distribuicdo de hormonios, bilirrubinas,
entre outras moléculas, além de auxiliar na pressdo osmotica e controle do pH
sanguineo. Seu peso molecular é de aproximadamente 66 kDa, e sua estrutura
sequencial é muito semelhante entre varias espécies (FARRELL et al., 2004;
CARTER; HO, 1994). Em bovinos, a albumina encontrada no leite desempenha
a mesma funcéo imunoldgica que a albumina sérica (FARRELL et al., 2004).
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A B-lactoglobulina, pouco pesquisada no leite de carnivoros, € a principal
proteina do soro lacteo dos ruminantes (PENA et al.,, 1999). Sua funcéo
fisiologica € incerta, mas h& evidéncias de que esteja envolvida no transporte de
retinol e acidos graxos no leite. E sugerido que a B-lactoglobulina atue na ligacdo
do retinol no processo de hidrolise da gordura do leite no intestino dos animais
lactentes, assim protegendo o retinol e facilitando sua absorcdo (PERVAIZ;
BREW, 1986). No leite de ruminantes (bovinos e caprinos), a B-lactoglobulina
esta presente principalmente como um dimero de 18 kDa. Entretanto, em outras
espécies, como nos caninos e golfinhos, ha duas formas monoméricas diferentes

em estrutura, denominadas B-lactoglobulinas tipo | e tipo Il (PENA et al., 1999).

A a-lactoalbumina e a lisozima sdo homdlogas na sequéncia de
aminoéacidos e nucleotideos e acredita-se que ambas sejam derivadas de um
mesmo ancestral genético (HALLIDAY; BELL; SHAW, 1993). No leite bovino, as
fungdes da a-lactoalbumina relacionam-se a regulacdo da lactose sintase,
enzima que catalisa a biossintese da lactose na glandula mamaria. A a-
lactoalbumina foi encontrada no leite de mamiferos que produzem lactose e no
leite de marsupiais, mas nao foi encontrada nas espécies aquaticas que
produzem pouco ou nada de lactose, indicando sua necessidade na biossintese
da lactose (PERVAIZ; BREW, 1986).

ApoOs a ingestdo pelos neonatos, as proteinas lacteas passam por
processo de digestao intestinal. Enquanto a a-lactoalbumina é rapidamente
digerida, a B-lactoglobulina apresenta processo digestivo mais lento (HURLEY;
THEIL, 2011). As imunoglobulinas sdo, em geral, mais resistentes a digestao,
sendo a Ig G a proteina do soro lacteo com a mais lenta digestdo. Porém, a lg G
fornece menor proporcdo de aminoacidos ao neonato quando comparada as
outras proteinas (HURLEY; THEIL, 2011).

2.3. TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA NA ESPECIE CANINA

A placenta canina € classificada histo-morfologicamente como
endoteliocorial, composta por quatro camadas que separam a circulacao

materno-fetal: endotélio da vasculatura materna, cérion, mesénquima fetal e
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endotélio fetal (LEISER; KAUFMANN, 1994). Tais camadas resultam em barreira
relativamente impenetravel para a transferéncia de imunoglobulinas maternas
através da placenta. Entretanto, pequenas quantidades de Ig G podem
atravessar a barreira placentaria em regides especificas da placenta, chamadas
zona do labirinto e zona hemofaga. Stoffel, Friess e Hartmann (2000)
identificaram o transporte placentario de Ig G em uma pequena quantidade de
vasos maternos na zona do labirinto, ou seja, apenas 5 a 10% da quantidade
necesséria de Ig G é transferida via placentaria. Desta forma, 0os neonatos
caninos apresentam aproximadamente 5% da concentracdo sérica de Ig G de
um animal adulto (DAY, 2007). Portanto, a ingestao de colostro ao nascimento &

essencial para a sobrevivéncia da espécie.

De forma semelhante a expressdo na glandula mamaria, 0os recém-
nascidos possuem receptores FCRn também nas células epiteliais intestinais.
Portanto, as imunoglobulinas do colostro ligam-se ao FcRn e, apds endocitose
pelas células intestinais, alcangcam a circulacdo sanguinea, exercendo a fungéo
imunologica por transferéncia materna para os recém-nascidos (TIZARD, 2019).
Todavia, um dos fatores influenciadores da eficiéncia na transferéncia de
imunidade passiva € a prOpria qualidade colostral. Assim, para garantir a
imunidade passiva colostral, torna-se essencial certificar caracteristicas minimas
do colostro, utilizando métodos acessiveis e de facil execucdo. Para tanto, a
analise da qualidade colostral por refratometria optica, utilizada para medir a
concentracdo de sacarose em liquidos, permite mensurar o teor de solidos na
amostra de colostro, podendo ser correlacionada a concentracéo de Ig G. De
fato, em 2015, Mila e colaboradores atestaram a correlacéo entre a concentracao
de Ig G no colostro de cadelas com a concentracéo de sélidos totais mensurada

por refratometria optica.

A avaliacdo da transferéncia de imunidade passiva em neonatos caninos
pode ser realizada indiretamente pela andlise da atividade das enzimas
hepaticas gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA). Em estudo
com neonatos caninos, Center et al. (1991) observaram aumento de GGT e FA
em 24 horas de vida nos filhotes que mamaram colostro. Porém, nos filhotes

privados de colostro, ndo houve alteracdo nas concentracdes de GGT e FA
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demonstrando que a mensuracéo de tais enzimas é um marcador indireto da

ingestao do colostro.

2.4.PERIODO NEONATAL CANINO

O periodo neonatal canino compreende as trés primeiras semanas de
vida, sendo considerado critico, pois ha alto risco de mortalidade, podendo atingir
aproximadamente 10% dos filhotes nascidos vivos (CHASTANT; MILA, 2019).
Porém, a morbimortalidade neonatal relatada pode alcancar 35% em pequenos
animais, sendo decorrente de varios fatores, tais como: ocorréncia de distocia,
problemas genéticos e malformacgcdes, doencas maternas, baixo peso ao
nascimento, além de ambiente desfavoravel e presenca de agentes infecciosos
(MUNNICH, 2008). Em 2014, Mila et al. observaram forte relagéo entre a falha
de transferéncia de imunidade passiva, determinada pela baixa concentracao de

Ig G aos dois dias de idade e a mortalidade neonatal em cées.

No periodo inicial ou de adaptacdo a vida extrauterina, o neonato devera
modular o0s sistemas cardiovascular, respiratorio, urinario, hepatobiliar,
hematopoiético, imune e gastrointestinal. Adicionalmente, necessita de
adaptacao nutricional, pois deve ser ativamente capaz de obter os nutrientes
através da succao da glandula mamaria. Entretanto, os filhotes caninos nascidos
por cesariana eletiva denotam menor vitalidade inicial, em comparacao ao parto
vaginal eutécico, em funcdo da inerente depressédo respiratoria farmacologica
(SILVA et al., 2008). Ademais, 0s neonatos que apresentam baixo peso
esperado ao nascer sédo imaturos fisiologicamente, além da competicdo com os
irméos da ninhada, aumentando o risco de hipotermia e hipoglicemia (GILL,
2001). Os filhotes de baixo peso também apresentam maior taxa metabdlica,
demandando mais energia, apesar de possuirem menor estoque de glicogénio
hepatico, tornando-os susceptiveis a hipoglicemia (MUNNICH; KUCHEN-
MEISTER, 2014).
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2.5.INFLUENCIA DO TIPO DE PARTO NA LACTOGENESE E
TRANSFERENCIA DE IMUNIDADE PASSIVA

Ao final da gestacdo, os niveis de glicocorticoides fetais aumentam,
culminando, sequencialmente, na liberacdo de prostaglandinas, lutedlise e
reducdo na concentracao circulante de progesterona materna (VERSTEGEN-
ONCLIN; VERSTEGEN, 2008). Ao haver queda da concentracdo de
progesterona no periodo pré-parto ou ao final de diestro, ocorre estimulo a
liberacdo aguda da prolactina (ROMAGNOLI; LOPATE, 2012) e, portanto,
remocao dos efeitos supressores da lactacdo, iniciando a producéo de leite
(VERSTEGEN-ONCLIN; VERSTEGEN, 2008).

Apds o parto, ha queda abrupta dos niveis circulantes de cortisol e
progesterona, em funcdo da perda dos estimulos feto-placentarios.
Simultaneamente, o estimulo de succdo da glandula mamaria pelo recém-
nascido resulta em aumento suplementar de prolactina circulante
(CONCANNON et al., 1978). O estimulo sensorial diretamente na glandula
mamaria € também responséavel pela liberacdo de ocitocina hipotalamica,
causando contracfes no mioepitélio ao redor dos ductos alveolares e,
consequentemente, a ejecao do leite (ROMAGNOLI; LOPATE, 2012).

Considerando-se os diferentes tipos de parto, a reduzida vitalidade dos
filhotes nascidos por cesariana eletiva prévia ao inicio da fase expulsiva do parto
esta associada a auséncia dos estimulos estressores da passagem do feto pelo
canal vaginal (SANGILD, 2003). De fato, o parto vaginal é considerado
estressante tanto para a mae quanto para 0os neonatos e, portanto, gera aumento
das concentracgdes de glicocorticoides maternos, os quais atravessam a placenta
em direcdo aos fetos. Desta maneira, fisiologicamente, os fetos e neonatos
apresentam alta concentracao de cortisol durante o parto e periodo pés-parto
imediato, respectivamente (ALONGE; MELANDRI, 2019). Por outro lado,
neonatos suinos nascidos por cesariana eletiva apresentam menor
concentragéo sanguinea de cortisol (SANGILD et al., 1997). Deve ser salientado,
ademais, que cordeiros que apresentam menor concentracdo de cortisol no
periparto, possuem concomitantemente menor concentragdo circulante de

imunoglobulinas as 24h de vida, bem como fechamento precoce da barreira
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intestinal (HOUGH et al., 1990). Tais resultados sugerem que, para obter maxima
concentracdo sérica de imunoglobulinas, sdo necessarias concentracoes
elevadas de cortisol antes e durante o periodo de absor¢cdo de macromoléculas
(HOUGH et al., 1990). Porém, ainda nao estéo claros os efeitos da cesariana
eletiva sobre a capacidade de absorcao intestinal de imunoglobulinas.

Em referéncia as caracteristicas imunologicas do colostro, ha evidéncias
de que o tipo de parto influencia a concentracdo colostral de imunoglobulinas.
Em mulheres submetidas a cesariana prévia ao inicio do parto, ha maior
concentracdo de Ig A no colostro em comparacdo a mulheres submetidas ao
parto vaginal, embora sem influéncia nas concentracdes de IgG e IgM
(STRIKER; CASANOVA; NAGAO, 2004). Por outro lado, Dizdar et al. (2014)
observaram que a concentracao proteica do colostro € maior em mulheres que
apresentam parto vaginal, possivelmente por aumento da atividade hormonal
induzida pelo estresse e dor do parto. Em bovinos, além da influéncia do tipo de
parto, a quantidade e qualidade de colostro sofrem variagdo conforme a estacéo
do ano, paridade e duracdo do procedimento cirdrgico (cesariana). Vacas
submetidas a cesariana com prolongado tempo operatdrio apresentam reducao
na qualidade colostral, possivelmente por aumento na producéo de biomoléculas
que influenciam a acdo da ocitocina, maior concentracdo de cortisol e
catecolaminas por estresse e dor (TUSKA et al., 2021). De fato, a administracéo
exdgena de corticoides de longa acao reduziu a concentracao de Ig G no colostro
bovino, consequentemente, reduzindo o éxito da transferéncia de imunidade
passiva colostral (BRANDON; HUSBAND; LASCELLES, 1975).

Nos cdaes, o perfil de cortisol e catecolaminas, tanto materno como
neonatal, varia conforme o tipo de parto. De acordo com Abreu (2018), a
concentracdo de cortisol em fémeas submetidas a cesariana € maior no
intraparto e pés-parto imediato e mesmo 1h apds o procedimento cirargico, em
relacdo a cadelas com parto vaginal eutécico. Ja a concentracdo de
noradrenalina é superior em cadelas submetidas a cesariana eletiva, em
comparacao ao parto vaginal, independente do momento periparto. Em suinos,
0 aumento dos niveis de cortisol materno, apos administragdo de ACTH,
associou-se a maior concentracdo sérica de Ig G nos neonatos (BATE;

HACKER, 1985). Ademais, nos filhotes caninos nascidos em eutocia vaginal, ha
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maior concentracdo de cortisol circulante até 30 minutos de vida, comparando-
se aos nascidos por cesariana (ABREU, 2018). Além disto, o estresse fisioldgico
dos filhotes nascidos por parto vaginal também foi acompanhado de maior
vitalidade neonatal, maior escore de tbnus muscular e irritabilidade reflexa
durante a primeira hora de vida. Em neonatos suinos, Sangild et al. (1997)
observaram correlacéo positiva entre a concentracdo circulante de cortisol ao
nascimento e as concentracdes de Ig G as 48h de vida. Desta maneira, o
aumento das concentracdes de cortisol no pré-parto tem efeito estimulador para
a absorcéo intestinal de macromoléculas (ROOKE; BLAND, 2002), representado
por estimulo & maturacéo intestinal nos recém-nascidos (SANGILD; FOWDEN;
TRAHAIR, 2000), maior absorcdo de macromoléculas e aumento das
concentracdes circulantes de Ig G (ROOKE; BLAND, 2002). Portanto, infere-se
que as situacdoes de estresse do parto e liberacdo crescente de cortisol
apresentam consequéncia bi-modal nas maes e seus filhotes, ou seja, tém
influéncia negativa sobre a qualidade imunolégica do colostro, porém estimulam

maior absorgao intestinal de imunoglobulinas nos neonatos.
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3. HIPOTESE

As diferentes condi¢Bes obstétricas (parto eutdcico vaginal e cesariana
eletiva a termo) influenciam distintamente a constituicdo do colostro e, também,
a absorcéo intestinal de imunoglobulinas nos recém-nascidos da espécie canina.
Mais especificamente, hipotetizamos que a qualidade do colostro e a capacidade
absortiva das imunoglobulinas séo reduzidas nos neonatos caninos oriundos de

parto cirdrgico (cesariana eletiva).
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4. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

e Avaliar e comparar a qualidade colostral de fémeas submetidas a diferentes
condicBes obstétricas (parto vaginal eutdcico ou cesariana eletiva a termo);
e Avaliar a eficiéncia da transferéncia de imunidade passiva colostral em

filhotes caninos nascidos sob distintas condi¢cdes de parto.
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5. MATERIAIS E METODOS

O presente projeto foi realizado no Laboratério de Inseminacao Atrtificial,
Perinatologia e Patologia da Reproducdo (LIAPP) do Departamento de
Reproducdo Animal, na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo, sob aprovacio da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (protocolo CEUA N° 224518092019) da FMVZ. As fémeas e neonatos
utilizados eram oriundos de canis e propriedades particulares, apds assinatura

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo proprietario.

5.1. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram selecionadas 17 fémeas gestantes da espécie canina, de porte
médio e grande, com idade entre 2 a 6 anos e clinicamente saudaveis. Como
critério de inclusdo, considerou-se neste estudo apenas fémeas com protocolo
vacinal adequado e atualizado, auséncia de intercorréncias no periodo pos-parto
e manejo nutricional uniforme a base de alimentacdo comercial super premium
em quantidade controlada, conforme o peso da gestante. O exame semiolégico
das glandulas mamarias foi feito em todas as fémeas, sendo considerado como
critério de exclusdo a presenca de nodulacfes, abscessos, fibroses e outras

anormalidades mamarias que pudessem comprometer a lactogénese.

De acordo com a condi¢cdo obstétrica, as fémeas e seus respectivos
filhotes foram alocadas em dois grupos experimentais (tabela 1). No maximo 2
filhotes de cada fémea (ninhada) foram selecionados de forma aleatéria para

COMPpOr 0S grupos experimentais:

o Grupo Parto Vaginal (n=7 cadelas e n=14 neonatos): fémeas e
filhotes para os quais o parto eutdcico ocorreu por via vaginal;

o Grupo Cesariana Eletiva (n=10 cadelas e n=20 neonatos):
fémeas submetidas a cesariana eletiva a termo, previamente a ruptura da

membrana alantoideana (ou inicio da fase expulsiva do parto).
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Tabela 1. FEmeas alocadas nos grupos experimentais, com as respectivas racas, idades e
namero de filhotes na ninhada. S&o Paulo, 2022.

Grupo Idade NUmero de
experimental Raga (anos) fllhotes na
ninhada
Parto vaginal Labrador Retriever 7
Parto vaginal Labrador Retriever 5
Parto vaginal Staffordshire Bull Terrier 6
Parto vaginal Staffordshire Bull Terrier 2,5 5
Parto vaginal Border Collie 5 9
Parto vaginal Labrador Retriever 3,5 10
Parto vaginal Staffordshire Bull Terrier 2 5
Cesariana eletiva Labrador Retriever 5 6
Cesariana eletiva Labrador Retriever 5 7
Cesariana eletiva Labrador Retriever 3 7
Cesariana eletiva Labrador Retriever 2,5 7
Cesariana eletiva Bulldog francés 2 5
Cesariana eletiva | Staffordshire Bull Terrier 2 6
Cesariana eletiva Bulldog francés 2 6
Cesariana eletiva American Bully 3,5 8
Cesariana eletiva | Staffordshire Bull Terrier 2,5 6
Cesariana eletiva American Bully 3 10

As cadelas do Grupo Parto Vaginal foram acompanhadas desde o periodo

dos préodromos do parto (a partir da queda da temperatura corporea, entre 8 a

24 horas antes da fase expulsiva, associada as alteracbes de comportamento e

sinais clinicos caracteristicos) até o nascimento do ultimo filhote. As cadelas

permaneceram em ambiente calmo e intervencdes obstétricas foram evitadas,

sendo realizadas apenas quando necessario.

Todas as fémeas do Grupo Cesariana Eletiva foram submetidas a

cesariana eletiva a termo, quando a progesterona sérica apresentou valores

iguais ou inferiores a 2 ng/mL, associado ou ndo a sinais de trabalho de parto
(JOHNSTON; KUSTRITZ; OLSON, 2001). O seguinte protocolo anestésico foi
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adotado: medicacdo pré-anestésica com tramadol (2 mg/kg) e acepromazina
(0,02 mg/kg) por via intramuscular; inducédo anestésica com propofol (5 mg/kg)
por via endovenosa lenta; bloqueio epidural no espaco intervertebral
lombossacro com associa¢do de morfina (0,01 mg/kg) e lidocaina (4 mg/kg); e
manutencdo com isoflurano na concentracdo de 1,0 a 1,3%. Apds a anestesia,
foi feita a tricotomia e antissepsia da regido abdominal, o Utero foi acessado por
celiotomia e, apds exteriorizagdo uterina, foi realizada a histerotomia para
retirada dos filhotes. A ruptura manual dos envoltorios fetais foi feita
rapidamente, seguida do clampeamento do corddo umbilical. Os filhotes foram,
entdo, submetidos aos primeiros cuidados e avaliacdes. Apés a retirada dos
filhotes, as fémeas foram mantidas sob anestesia inalatéria com isoflurano até a
histero e celiorrafia. Apds a recuperacdo anestésica das fémeas, os filhotes
foram apresentados a mae para reconhecimento materno e garantia da ingestao
do colostro. Todas as fémeas do grupo Cesariana Eletiva foram medicadas no
pbs-operatorio com cefalexina (30 mg/kg) a cada 12 horas por 5 dias, cloridrato
de tramadol (2 mg/kg) e dipirona sédica (25 mg/kg) a cada oito horas por 3 dias.

5.2.PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

As determinacfes das varidveis maternas e neonatais seguiram um

padrdo de repeticdes ao longo do tempo, em periodos previamente definidos.

5.2.1. Colostro

Amostras de colostro (3 mL) foram colhidas assepticamente logo apds o
nascimento do filhote selecionado aleatoriamente para o estudo (Grupo Parto
Vaginal) ou ap0s a recuperacgao anestésica da mae (Grupo Cesariana Eletiva) e,
entdo, as 6 h, 12 h, 24 h e 48 horas ap6s a primeira colheita. O colostro foi
colhido por meio de ordenha manual de todos os tetos igualmente, e a amostra
foi imediatamente armazenada em tubos de polipropileno (Falcon) de 15 mL a -
20°C para analises posteriores.
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Apés a primeira colheita, as demais amostras foram obtidas
simultaneamente as mamadas, de modo que a ejecao do colostro fosse facilitada
pela liberacdo enddgena de ocitocina durante o estimulo da suc¢éo dos filhotes.
Caso a ejecdo de leite ndo fosse satisfatoria para a colheita de amostras e
mamada do colostro, foi avaliada a necessidade de administracdo de ocitocina

exdgena.

5.2.2. Neonatos

Logo apOs o nascimento, foi realizada massagem toracica vigorosa e
aspiracdo dos fluidos presentes na cavidade nasal dos neonatos, a fim de
reanima-los e promover estimulo da respiracdo. O exame fisico foi realizado
simultaneamente a reanimacdo neonatal e, para tanto, foi usado o escore de
vitalidade neonatal adaptado a espécie canina (VERONESI et al., 2009),
avaliando-se os seguintes parametros clinicos: frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, irritabilidade reflexa, tbnus muscular e coloragdo das mucosas. Foi
considerado critério de exclusdo neonatos com baixa vitalidade apds 5 minutos
do nascimento e/ou baixo peso corporal (em relacdo ao esperado para a raga),
por haver comprometimento da glicemia, temperatura corporea e habilidade de
mamar (GRUNDY, 2006).

Para a obtencéo das variaveis experimentais, amostras sanguineas (1 a
1,5 mL) foram colhidas ao nascimento (O h) e as 6 h, 12 h, 24 h e 48 horas de
vida, por puncao da veia jugular com uso de seringas (3 mL) e agulhas estéreis
(20x0,55mm). O sangue foi centrifugado e o soro obtido foi armazenado em

tubos de polipropileno (Eppendorf) de 2 mL a -20°C para as andlises posteriores.

5.3. ANALISES EXPERIMENTAIS

5.3.1. Colostro

Apoés descongelagédo a 37°C, as amostras de colostro foram submetidas

a andlise de concentracdo de sdlidos totais pelo refratdmetro optico (BRIX).
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Inicialmente, foi feita a calibracdo do aparelho com 25 pL de agua destilada. Na
sequéncia, o prisma optico foi seco e, entédo, 25 pL de colostro foi depositado no
aparelho e a porcentagem da concentracdo de sélidos totais avaliada a partir da

numeragéao oferecida.

Apos a avaliacéo pelo refratbmetro Optico, as amostras de colostro foram
submetidas a separacdo do soro lacteo pela enzima quimosina (Estrella®), na
concentracdo de 100 puL de quimosina para 5 mL de colostro ou leite. ApGs a
mistura, as amostras foram homogeneizadas e permaneceram em banho-maria
a 37°C por 15 minutos, a fim de otimizar a acdo da enzima. ApGs este periodo,
a amostra foi centrifugada a 1500 x g por 20 minutos para obtencdo do soro
lacteo e separacdo da gordura e fibrinas, minimizando a turbidez das amostras
e eventual interferéncia nas analises. O soro lacteo obtido foi armazenado em
tubos de polipropileno (Eppendorf) de 2 mL a -20°C para as analises posteriores

de proteina total, albumina e fracdes proteicas.

5.3.1.1. Analise da concentracéo de proteina total e albumina no
soro lacteo

As concentracbes de proteina total e albumina no soro lacteo foram
determinadas no analisador bioquimico automético da marca Labtest®, modelo
Labmax 240, utilizando-se kits comerciais da marca Labtest® para proteina total
(Ref. Labtest Proteinas totais 99).

5.3.1.2. Analise das fra¢des proteicas do soro lacteo

As fragOes proteicas presentes no soro lacteo foram analisadas por meio
da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato de
sédio (SDS-PAGE, gel de gradiente Bolt™ 4 a 12%, Bis-Tris, 1,0 mm, Mini
Protein Gel, Thermo Fisher), utilizando o sistema vertical de eletroforese em gel
Bis-Tris e Tampé&o SDS MES, conforme a técnica de Laemmli (1970) modificada.

A fim de se obter a curva padréo da concentragdo de proteina de peso

molecular e concentracdes conhecidas, a albumina sérica bovina (BSA) foi



36

utilizada (Bovine Serum Albumin — SDS-PAGE, Sigma-Aldrich). Diferentes
solucdes foram preparadas com variadas concentracdes de BSA, obtendo-se a
curva padrdo. A concentracdo especifica de 0,25 mg/mL de BSA foi utilizada
como padrédo de concentracdo para todas as anélises.

Considerando-se a concentracdo de proteina total em cada amostra, o
soro lacteo foi diluido em 1:10 de 4gua MilliQ® para amostras com valores acima
de 5,0 g/dL. Sequencialmente, todas as amostras foram diluidas para atingir a
concentracdo de 0,6 mg/mL. Em seguida, as amostras foram desnaturadas com
a adicdo de 1:1 do tampédo de amostra (contendo lauril sulfato de sodio e B-
mercaptoetanol), homogeneizadas a 100°C (Termobloco digital bloco simples,
modelo AccuBlock™ — Labnet®) por 10 minutos.

Em cada gel de corrida, 15 yL da amostra, 5 yL do padrédo de peso molecular
(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa) e o padréo de
concentracdo de proteina (BSA, 0,25 mg/mL) foram depositados no gel. As
placas contendo os géis foram depositadas na cuba Mini Gel Tank — Invitrogen®,
e a solucdo tampao Bolt™ MES SDS Running Buffer foi adicionada em volume
determinado pelo fabricante. As placas foram submetidas a corrente elétrica de
180 volts até o fim da corrida, por aproximadamente 1 hora. ApGs o fim da
corrida, com a separacdo das fracdes proteicas, o gel foi retirado da placa e,
entdo, realizada a coloracdo em solucdo de azul de comassie 0,2% por 10
minutos, em agitador horizontal. Logo apds, o excesso de corante foi retirado e
o gel colocado em solucao descorante (acido acético e metanol) em agitador

horizontal, até a completa nitidez das bandas.

Para captura das fotos e imagens dos geéis, foi utilizado o programa
MultiDoc-It Digital Imaging System UVP, a fim de revelar as bandas proteicas de
diferentes pesos moleculares. Devido ao uso do calor e presengca de
desnaturantes (B-mercaptoetanol), as pontes dissulfeto s&o quebradas,
separando as cadeias pesadas e leves da imunoglobulina G. No presente
estudo, as seguintes proteinas foram analisadas: imunoglobulina G de cadeia
pesada (~55 kDa), imunoglobulina G de cadeia leve (~25 kDa), B-lactoglobulina
(~20 a 22 kDa) e a-lactoalbumina (~14 kDa) (figura 2). Para mensuragdo da

concentracdo das proteinas, foi utilizado o Software Image J (National Institute



37

of Mental Health, Bethesda, Maryland), sendo a concentracdo de cada proteina

determinada por comparacéo a BSA.

Figura 2: Gel de eletroforese SDS-PAGE ap0s corrida e coloracdo, contendo as bandas
proteicas do soro lacteo: Ig G de cadeia pesada (a), Ig G de cadeia leve (b), B-lactoglobulina (c)
e a-lactoalbumina (d). Padréo de peso molecular (1), amostras de soro lacteo (2-5), amostras de

soro sanguineo (6-9) e padrao de concentracdo de proteina (BSA; 10). Sao Paulo, 2022.
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5.3.2. Neonatos

5.3.2.1. Andlises sanguineas

No sangue total, previamente a centrifugacgédo, foi realizada a analise da
glicemia por meio da deposicdo de uma aliquota de sangue diretamente no

aparelho de medicdo Accu-Chek® Guide (Roche).

No soro sanguineo dos neonatos, foram determinadas as concentragdes
de proteina total e albumina e a atividade das enzimas gama glutamil transferase
(GGT) e fosfatase alcalina (FA) no analisador bioquimico automéatico da marca
Labtest®, modelo Labmax 240, utilizando-se kits comerciais da marca Labtest®
para proteina total (Ref. Labtest Proteinas totais 99) e BioSystems® para as
enzimas (Ref. BioSystems GGT 11520 e FA 11593).
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5.3.2.2. Andlise da concentracdo de imunoglobulina G no soro
sanguineo

Para avaliar a concentracéo de imunoglobulina G no soro sanguineo dos
neonatos, foi realizada a técnica de eletroforese SDS-PAGE, conforme prévia
descricéo para o soro lacteo. As amostras de soro sanguineo foram previamente
diluidas para a concentracdo de 0,6 mg/mL. No presente estudo, foram
analisadas a concentracao das imunoglobulinas G de cadeia pesada e leve, além

de outras proteinas e seus respectivos pesos moleculares (figura 3).

Figura 3: Gel de eletroforese SDS-PAGE ap0s corrida e coloragdo, contendo as bandas
proteicas do soro sanguineo: Ig G de cadeia pesada (a) e Ig G de cadeia leve (b). Padrdo de
peso molecular (1), amostras de soro sanguineo (2-9) e padrdo de concentracdo de proteina
(BSA; 10). Sao Paulo, 2022.
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5.4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados através do programa SAS System for
Windows (SAS, 2000), como medidas repetidas no tempo. Através do aplicativo
Guided Data Analysis, os dados foram testados quanto a normalidade dos

residuos (distribuicdo normal) e homogeneidade das variancias. Quando nao



39

obedeceram a essas premissas, foram transformados de acordo com sugestdes
do aplicativo (logaritmo na base 10 - Log10X; Raiz quadrada - RQ X; Quadrado
- X2, Arco seno — arcsin (X); entre outras) e quando a normalidade nao foi obtida,
empregou-se, entdo, o procedimento NPARIWAY de analise de variancia ndo
paramétrica. Para as analises paramétricas foi utilizado o teste T de Student para
a comparacao entre os grupos e o teste Least Significant Differences (LSD) para
comparacao entre 0s momentos de avaliacdo. As variaveis de resposta foram,

adicionalmente, submetidas a andlise de correlagdo de Pearson.

Os resultados foram descritos como média + erro padrdo. O nivel de
significancia adotado (p) foi de 5%, ou seja, foram consideradas diferencas
estatisticas significativas quando p=< 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1.COLOSTRO

Foi observada interacdo significativa (p<0,05) entre os grupos (Parto
Vaginal vs. Cesariana Eletiva) e tempos experimentais (O h vs. 6 h vs. 12 h vs.
24 hvs. 48 horas p0Os-parto) apenas para a concentracdo de albumina (tabela 2).

Tabela 2: Valores de probabilidade (p) para o efeito dos grupos (Parto Vaginal VS. Cesariana

Eletiva) e tempos (0 hVS. 6 h VS. 12 h VS. 24 h VS. 48 horas pds-parto) e sua interacdo para as
variaveis experimentais colostrais. Sdo Paulo, 2022.

Variaveis Grupo Tempo |Grupo X Tempo
Concentracao de solidos totais 0,07 <0,0001 0,20
Concentracéo de proteina total 0,03 <0,0001 0,18

Concentragéo de albumina 0,03 <0,0001 0,03
Concentracao de Ig G cadeia pesada| 0,65 <0,0001 0,84
Concentracéo de Ig G cadeia leve 0,99 <0,0001 0,83
Concentragao de B- lactoglobulina 0,56 <0,0001 0,98
Concentragao de a-lactoalbumina 0,75 <0,0001 0,91

Em relacdo a albumina colostral, observa-se maior concentra¢éo no grupo
Cesariana Eletiva as 6 h e 12 h pos-parto, em comparacdo ao grupo Parto
Vaginal (figura 4). Ambos 0s grupos apresentaram queda progressiva da
concentracdo de albumina colostral ao longo do tempo, entretanto, no grupo

Cesariana Eletiva houve reducéo abrupta as 24 h e 48 h pos-parto (figura 4).
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Figura 4: Média e erro padréo da concentracéo de albumina (g/dL) no colostro das fémeas do

grupo Parto Vaginal e Cesariana Eletiva ao longo do periodo experimental. Sdo Paulo, 2022.
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* indica diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05);

a¢ jndicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,05).

Independente do momento de avaliagcdo, as fémeas submetidas a
cesariana eletiva apresentaram maior (p=0,03) concentracdo de proteina total

no colostro, em comparacao as fémeas do grupo Parto Vaginal (figura 5).
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Figura 5: Média e erro padréo da concentracdo de proteina total (g/dL) no colostro das fémeas

do grupo Parto Vaginal e Cesariana Eletiva. Sdo Paulo, 2022.
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*indica diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05);

Para as demais variaveis do colostro, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os grupos experimentais (tabela 3).

Tabela 3: Média e erro padrado das variaveis do colostro nos grupos Parto Vaginal e Cesariana
Eletiva, com seus respectivos valores de probabilidade (p). Sdo Paulo, 2022.

Variaveis Parto Vaginal | Cesariana Eletiva p
Soélidos totais (%) 20,75+ 0,83 23,51+ 0,88 0,07
Proteina total (g/dL) 7,81 +0,47 9,84 +£ 0,55 0,03
Ig G cadeia pesada (g/dL) 3,19+0,31 3,5+0,29 0,65
Ig G cadeia leve (g/dL) 1,35+£0,13 1,38+£0,13 0,99
B-lactoglobulina (g/dL) 5,32+0,33 5,75+ 0,33 0,56
a-lactoalbumina (g/dL) 0,46 + 0,03 0,47 £ 0,03 0,75

Todas as fémeas apresentaram reduc¢do (p<0,05) nas variaveis colostrais
ao longo do periodo experimental, independente do grupo experimental. Para a
concentracéo de solidos totais (figura 6A) e proteina total (figura 6B), observa-
se reducao significativa (p<0,05) somente a partir de 12 horas apos o parto.
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Figura 6: Média e erro padrao da concentracdo de sélidos totais (%) (A) e proteina total (g/dL)

(B) no colostro das fémeas ao longo do periodo experimental. Sdo Paulo, 2022.
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ad jndicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,05).

Houve reducdo (p<0,05) da concentracdo colostral tanto de
imunoglobulina G de cadeia pesada como leve, principalmente as 12 horas, em
comparacao ao poés-parto imediato, e novamente as 24 horas, mantendo-se

estavel até 48 horas apos o parto (figura 7).

Figura 7: Média e erro padréo da concentracdo de imunoglobulina G de cadeia pesada (A) e

leve (B) (g/dL) no colostro das fémeas ao longo do periodo experimental. Sdo Paulo, 2022.
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a¢ jndicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,05).

Em relacdo a concentracdo de B-lactoglobulina e a-lactoalbumina no
colostro, pode-se notar queda significativa as 24 horas, em comparacéo ao pos-

parto imediato (figura 8).
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Figura 8: Média e erro padrdo da concentracao de B-lactoglobulina (A) e a-lactoalbumina (B)

(g/dL) no colostro das fémeas ao longo do periodo experimental. Sdo Paulo, 2022.
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a¢ jndicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,05).

6.2.NEONATOS

Foi observada interacdo significativa (p<0,05) entre os grupos (Parto
Vaginal vs. Cesariana Eletiva) e tempos experimentais (O h vs. 6 h vs. 12 h vs.
24 h vs. 48 horas pés-parto) para a glicemia e concentracao sérica de fosfatase
alcalina, além de tendéncia de interacdo (p=0,06) para a concentracéo de Ig G

de cadeia pesada (tabela 4).

Tabela 4: Valores de probabilidade para o efeito dos grupos (Parto Vaginal VS. Cesariana

Eletiva) e tempos (0 hVS. 6 h VS. 12 h VS. 24 h VS. 48 horas pds-parto) e sua interagdo para as
varidveis experimentais neonatais. Sdo Paulo, 2022.

Variaveis Grupo Tempo Grupo X Tempo
Glicemia 0,88 <0,0001 0,05
Proteina total 0,02 <0,0001 0,47
Albumina 0,33 0,01 0,71
GGT 0,03 <0,0001 0,12
FA 0,0001 <0,0001 0,05
Ig G cadeia pesada 0,48 <0,0001 0,06
lg G cadeia leve 0,41 <0,0001 0,73
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Na analise da glicemia neonatal, ndo houve diferenca significativa entre
0S grupos experimentais. Porém, os neonatos do grupo Cesariana Eletiva
apresentaram queda significativa até 6 h de vida (figura 9). A partir de 12 h pos-

parto, a glicemia permaneceu constante em ambos 0S grupos experimentais.

Figura 9: Média e erro padrdo da glicemia (mg/dL) neonatal nos grupos Parto Vaginal e
Cesariana Eletiva ao longo do periodo experimental. Sédo Paulo, 2022.
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a¢ jndicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,05).

A atividade da fosfatase alcalina foi superior (p<0,05) nos neonatos do
grupo Cesariana Eletiva do nascimento as 12 horas de vida, em comparacéo aos
neonatos do grupo Parto Vaginal (figura 10). Ao longo do tempo, houve aumento

significativo as 12 horas de vida em ambos 0s grupos experimentais (figura 10).
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Figura 10: Média e erro padrdo da atividade neonatal da fosfatase alcalina (U/L) nos grupos

Parto Vaginal e Cesariana Eletiva ao longo do periodo experimental. Sdo Paulo, 2022.
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* indica diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05);

a¢ jndicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,05).

Ao nascimento, os neonatos do grupo Parto Vaginal apresentaram maior
(p=0,005) concentracdo de lg G de cadeia pesada, em comparacdo aos
neonatos do grupo Cesariana Eletiva (figura 11). Nao houve diferenca estatistica
entre 0s grupos experimentais ao longo dos demais momentos de avaliacao.
Considerando-se o periodo experimental, foi possivel verificar aumento
progressivo da concentracéo de Ig G de cadeia pesada ao longo das primeiras
24 horas de vida nos neonatos oriundos de parto cirargico (figura 11). Por outro
lado, a concentracéo de Ig G aumentou significativamente apenas as 12 horas

de vida no grupo Parto Vaginal (figura 11).
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Figura 11: Média e erro padrao da concentracdo de imunoglobulina G de cadeia pesada (g/dL)
nos neonatos dos grupos Parto Vaginal e Cesariana Eletiva ao longo do periodo experimental.
Séo Paulo, 2022.
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* indica diferenca estatistica entre os grupos (p=0,005);
ad jndicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,06).

Independente do momento de avaliagdo, os neonatos do grupo Cesariana
Eletiva apresentaram maior (p<0,05) concentracdo sérica de proteina total e
atividade da gama glutamil transferase, comparando-se ao grupo Parto Vaginal
(tabela 5).

Tabela 5: Média e erro padrédo das concentragfes séricas de proteina total, albumina, atividade
de gama glutamil transferase e Ig G de cadeia leve nos neonatos dos grupos Parto Vaginal e
Cesariana Eletiva, com seus respectivos valores de probabilidade (p). S&o Paulo, 2022.

Variaveis Parto Vaginal Cesariana Eletiva p
Proteina total (g/dL) 4,16 + 0,09 4,58 + 0,09* 0,02
Albumina (g/dL) 2,48 + 0,06 2,6 £0,04 0,32
Gama glutamil transferase
295,82 + 45,42 416,64 + 65* 0,03
(GGT) (UL)
Ig G cadeia leve (g/dL) 0,33+0,04 0,26 = 0,03 0,40

* indica diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05).

A andlise

temporal,

todas as variaveis neonatais aumentaram

significativamente (p<0,01), independente do grupo experimental. Em relacao a
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concentracdo sérica de proteina total, houve aumento (p<0,01) as 24 horas de
vida, mantendo-se constante até 48 horas (figura 12A). Ja a atividade sérica da
gama glutamil transferase elevou-se (p<0,01) a partir de 12 horas de vida
(figura 12B).

Figura 12: Média e erro padrao da concentracdo sérica de (A) proteina total (g/dL) e (B) gama

glutamil transferase (U/L) dos neonatos ao longo do periodo experimental. Sdo Paulo, 2022.
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&b indicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,05).

As 12 horas de vida, 0s neonatos apresentaram aumento significativo
(p<0,01) da concentracéo de Ig G de cadeia leve, seguido de novo incremento

(p<0,01) as 24 horas, mantendo-se constante até 48 horas de vida (figura 13).
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Figura 13: Média e erro padréo da concentracdo de imunoglobulina G de cadeia leve (g/dL) nos

neonatos ao longo do periodo experimental. Sdo Paulo, 2022.
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ab jndicam diferenca estatistica entre os tempos (p<0,05).

6.3. ANALISES DE CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS
EXPERIMENTAIS

Foi observada correlacdo positiva e significativa (p<0,01) entre todas as
variaveis colostrais (tabelas 6 e 7 — Apéndice 1). No grupo Parto Vaginal, a
concentracdo de solidos totais no colostro apresentou correlacao positiva com a
concentracdo de proteina total (r=0,93, p<0,0001), concentracdo de Ig G de
cadeia pesada (r=0,88, p<0,0001) e Ig G de cadeia leve (r=0,86, p<0,0001) no
soro lacteo. Em relacdo a B-lactoglobulina, foi possivel observar correlacéo
positiva e significativa (p<0,0001) com a concentracao colostral de proteina total
(r=0,85), Ig G de cadeia pesada e cadeia leve (r=0,79) e a-lactoalbumina
(r=0,72). A concentracao de albumina no colostro apresentou correlacéo positiva
com Ig G de cadeia pesada e leve (r=0,85, p<0,0001). A concentracdo de a-
lactoalbumina no colostro correlacionou-se positivamente com as concentragoes
de proteina total (r=0,61; p=0,0003) e Ig G de cadeia pesada e leve (r=0,61 e
r=0,62, respectivamente; p<0,0003). No grupo Cesariana Eletiva, a concentracao
de solidos totais no colostro apresentou correlagdo positiva com as
concentracbes de IgG de cadeia pesada e leve (r=0,64 e r=0,57,
respectivamente; p<0,0001). A concentracdo de B-lactoglobulina no colostro

correlacionou-se com proteina total (r=0,76, p<0,0001), Ig G de cadeia pesada
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(r=0,6, p<0,0001) e de cadeia leve (r=0,53, p=0,0002). Em relacdo a
concentracdo de a-lactoalbumina, houve correlacdo positiva com as
concentracbes de [B-lactoglobulina (r=0,63, p<0,0001), proteina total (r=0,58,
p<0,0001), Ig G de cadeia pesada (r=0,81, p<0,0001) e de cadeia leve (r=0,84,
p<0,0001). A concentracdo de albumina no colostro correlacionou positivamente
com Ig G de cadeia pesada (r=0,75, p<0,0001) e Ig G de cadeia leve (r=0,69,
p<0,0001).

Os resultados das andlises de correlagBes entre as varidveis neonatais
encontram-se nas tabelas 8 e 9 (Apéndice 2). Nos neonatos do grupo Parto
Vaginal foi observada correlacdo positiva entre a atividade das enzimas GGT e
da fosfatase alcalina (r=0,89, p<0,0001), concentracéo de Ig G de cadeia pesada
e cadeia leve (r=0,76 e r=0,71, respectivamente; p<0,0001). A atividade da
fosfatase alcalina correlacionou-se positivamente com a concentragao sérica de
Ig G de cadeia pesada (r=0,66, p<0,0001) e cadeia leve (r=0,64, p<0,0001). No
grupo dos neonatos nascidos por Cesariana Eletiva, houve correlagéo positiva
entre a atividade da GGT e da fosfatase alcalina (r=0,85, p<0,0001) e as
concentracbes de IgG de cadeia pesada e leve (r=0,59 e r=0,55,
respectivamente; p<0,0001). Em relacdo a atividade de fosfatase alcalina, foi
observada correlacdo positiva com as concentracdes de Ig G de cadeia pesada
(r=0,39, p=0,0001) e leve (r=0,37, p=0,0003).

Os resultados das analises de correlacdo entre as varidveis colostrais e
neonatais encontram-se nas tabelas 10 e 11 (Apéndices 3 e 4, respectivamente).
No grupo Parto Vaginal, foi observada correlagdo negativa entre a concentracao
colostral de proteina total e sérica neonatal de Ig G de cadeia pesada e leve
(r=-0,62 e r= -0,68, respectivamente, p<0,0003). Ainda, a concentracdo de
albumina colostral correlacionou negativamente com a concentracdo seérica
neonatal de Ig G de cadeia pesada e leve (r= -0,6 para ambos, p=0,0006). No
grupo Cesariana Eletiva, observou-se correlagéo negativa entre a concentracéo
de proteina total do colostro e a concentracdo sérica de Ig G de cadeia pesada
e leve dos neonatos (r=-0,47 e r=-0,5, respectivamente; p<0,001). Em relagao
a albumina colostral, foi possivel observar correlagdo negativa com a
concentracdo seérica de Ig G de cadeia pesada e leve dos neonatos (r= -0,56

para ambos, p<0,0001).
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7. DISCUSSAO

O presente estudo apresentou como objetivo avaliar a qualidade
imunologica do colostro de cadelas submetidas a distintas condicbes de parto
(cesariana e parto eutécico vaginal), além de analisar quantitativamente a

eficiéncia da transferéncia de imunidade passiva para seus filhotes.

Para as variaveis avaliadas no colostro, observamos maior concentracao
de albumina no grupo Cesariana Eletiva as 6h e 12 horas pés-parto. Ademais,
apesar da diminuicdo da concentracdo de albumina colostral ao longo das
primeiras 48 horas apds o parto, durante a janela imunoldgica ideal para os
neonatos caninos (absorcao das imunoglobulinas pelos enterécitos até 12 horas
de vida), a concentracao de albumina no colostro permaneceu mais elevada no
grupo Cesariana Eletiva. Embora tal resultado seja satisfatério do ponto de vista
da qualidade colostral, em bovinos, observou-se que a maior concentracédo de
albumina no colostro prejudica a absor¢cdo neonatal de imunoglobulinas,
sugerindo que o transporte de macromoléculas e a capacidade de absorcédo
intestinal torna-se restrita nos bezerros que recebem colostro com alto contetdo
de albumina (BESSER; OSBORN, 1993).

Em nosso estudo, houve correlacdo negativa entre o teor de albumina
colostral e as concentragdes de imunoglobulinas G de cadeia pesada e leve nos
neonatos de ambos 0s grupos experimentais. Porém, cabe analisar tal resultado
com reservas, pois entendemos que o decréscimo na concentracdo de albumina
no colostro ocorre a medida que ha absorcado intestinal de proteinas pelos
neonatos e, portanto, aumento da concentracdo proteica circulante. Desta
maneira, diferente dos bovinos, a alta concentracéo de albumina no colostro de
cadelas ndo denota efeito prejudicial a absor¢do intestinal de outras
macromoléculas. Cabe ressaltar, ademais, que evidenciamos correlagdo positiva
entre a concentracdo colostral de albumina e de Ig G de cadeia pesada e leve,
tanto nas fémeas submetidas a cesariana, como parto vaginal. Mesmo
considerando que ambas as proteinas (imunoglobulinas e albumina) sé&o
produzidas e transportadas por diferentes vias, tal correlagdo ndo é esperada.

No colostro bovino, a despeito de imunoglobulinas e albumina serem ambas
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afetadas pela permeabilidade da barreira sangue-leite, a correlacdo entre tais

proteinas na constituicdo do colostro é baixa (COSTA et al., 2021).

Embora ndo tenhamos observado diferencas significativas entre as
condicBes de parto (vaginal vs. cesariana) das principais proteinas constituintes
do colostro canino (Ig G de cadeia pesada e leve, B-lactoglobulina e a-
lactoalbumina), a concentracdo de proteina total é superior no colostro de
cadelas submetidas ao parto cirargico. Desta maneira, podemos inferir que tal
diferenca possa ser atribuida a maior concentracdo de albumina no pdés-parto
inicial (até 12 h) no grupo Cesariana Eletiva. De qualquer forma, outras proteinas
ndo analisadas neste estudo também podem ser diferencialmente sintetizadas e
transportadas para o colostro de cadelas submetidas a cesariana eletiva. De fato,
o colostro de mulheres que passaram por parto cirargico apresentou maior
concentracéo de Ig A quando comparado as méaes com parto vaginal, sugerindo
que o estresse do parto, associado ao estresse cirurgico, contribui para o
aumento de Ig A colostral (STRIKER; CASANOVA; NAGAO, 2004). No nosso
estudo, embora nenhuma fémea do grupo Cesariana Eletiva estivesse em fase
expulsiva do parto, o componente de estresse diante do preparo ao
procedimento e o transoperatorio representam intervencdes estressoras, a
semelhanca do observado em mulheres. Da mesma maneira, Tuska et al. (2021)
observaram efeito negativo do tempo cirlrgico da cesariana em bovinos sobre a
qualidade colostral, mensurada por estimativa da concentracdo aproximada e

indireta de Ig G.

A avaliacdo indireta da qualidade colostral em cadelas, por meio da
porcentagem de solidos totais em refratdbmetro Optico de Brix, mostrou-se
preditora da qualidade imunolégica do colostro, especialmente no grupo Parto
Vaginal, visto que houve correlacdo positiva com a concentracdo de Ig G de
cadeias pesada e leve. Por outro lado, Mila et al. (2015) observaram correlagcéo
moderada (r=0,53) entre a concentracdo de sélidos totais e de IgG, a
semelhanca dos resultados evidenciados no presente estudo para o0 grupo
Cesariana Eletiva (r=0,64 e r=0,57, respectivamente). Isso demonstra a
influéncia de outras proteinas no colostro de cadelas submetidas ao parto

cirirgico, salientando-se a necessidade de estudos futuros sobre outras
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imunoglobulinas e proteinas constituintes do colostro canino em distintas

condicBes de parto.

Neste experimento, a concentragdo de todas as variaveis mensuradas no
colostro (proteina total, albumina, porcentagem de solidos totais, imunoglobulina
G, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina) apresentou reducéo ao longo do periodo
experimental. Contrariamente as pesquisas anteriores, as quais demonstram
que a concentragdo de proteina total no colostro de cadelas alcanca valores de
10 g/dL nos primeiros 7 dias de lactacdo (ADKINS; LEPINE; LONNERDAL,
2001), a concentracdo de proteina total colostral em nosso estudo sofreu queda
as 24 horas pés-parto (atingindo 7,07 + 0,53 g/dL) e 48 horas pés-parto (5,40 +
0,45 g/dL). Contudo, € importante ressaltar haver diferencas nas metodologias
de andlise da concentracdo de proteina total no colostro entre os referidos

estudos.

Assim como a reducdo da concentracdo de proteina total, o decréscimo
na concentracao de Ig G no colostro das cadelas a partir de 12 h apds o parto
exprime a transformacdo de colostro em leite de transicdo. De acordo com
Schéafer-Somi, Bar-Schadler e Aurich (2005), ha queda de Ig A e Ig M no colostro
de cadelas ja as 24 horas pés-parto e de Ig G a partir de 72 horas até seis
semanas poés-parto. O decréscimo na concentracdo de imunoglobulinas no
colostro, em especial a Ig G, decorre da mudanca de expressdo do receptor
FcRn na glandula mamaria, o qual recaptura grande parte da IgG a ser
secretada no colostro e devolve a corrente sanguinea materna (CHASTANT-
MAILLARD et al., 2017). De acordo com Chastant e Mila (2019), a concentracdo
de imunoglobulina adequada para transferéncia de imunidade passiva colostral
€ superior a 0,34 g/dL. No presente estudo, as concentraces de Ig G foram
superiores ao referenciado, o que pode ser atribuido as diferentes técnicas de
analise. Porém, avaliando o perfil de Ig G no colostro de cadelas neste estudo,
atesta-se a maxima qualidade colostral até 0 momento de 12 horas pés-parto, a
partir do qual a qualidade colostral diminui gradativamente. Considerando,
ademais, o tempo de fechamento da barreira intestinal dos neonatos, é
imprescindivel que a colostragem ocorra nas primeiras 12 a 24 horas apés o
parto, bem como o armazenamento para constituicdo de banco de colostro

canino.
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A transformacdo de colostro em leite de transicdo também pode ser
atestada pela reducao nas concentracdes de B-lactoglobulina e a-lactoalbumina
no soro lacteo ao longo das horas apds o parto. De acordo com Indyk et al.
(2017), as concentragbes de B-lactoglobulina e suas variantes decrescem na
formacdao do leite de transicéo e leite maduro em bovinos, reduzindo-se a metade
nos primeiros trés dias pos-parto. No presente estudo, houve correlacdo positiva
entre a concentragéo colostral de B-lactoglobulina e a concentragao colostral de
proteina total e Ig G, mostrando que o colostro canino também passa por
reducado de outras proteinas ao se transformar em leite. Em relacdo a funcéo da
B-lactoglobulina no colostro de cadelas, pouco é conhecido, mas ha evidéncias
de sua participacdo moduladora na absorcéo intestinal de vitamina A (PERVAIZ;
BREW, 1986; SAWYER, 2013). Portanto, considerando tais achados, podemos
inferir que as primeiras horas de vida estdo relacionadas também a absorcéo

prioritaria de vitaminas, em especial do retinol.

A acdo da a-lactoalbumina como constituinte de colostro e leite esta
relacionada a biossintese da lactose. Desta maneira, sugere-se que a reducao
da concentracdo de a-lactoalbumina no leite canino pode resultar em menor
concentragdo de lactose. Entretanto, Adkins, Lepine e Lonnerdal (2001)
observaram que a concentracao de lactose no colostro canino € menor do que
no leite, correlacionando-se negativamente com a concentracao de proteinas ao
longo da lactagcdo. Por outro lado, no presente estudo, a concentragao de a-
lactoalbumina no colostro de cadelas correlacionou positivamente com a
concentracéo colostral de proteina total, Ig G e B-lactoglobulina até 48 horas pés-
parto. Portanto, pode-se supor que eventuais relagfes entre a concentracdo de
a-lactoalbumina e outras proteinas ocorram ap0s o periodo de transicdo de

colostro para leite, quando ha oscilagéo na taxa de lactose na secrecdo mamaria.

Para a analise dos neonatos, verificamos normoglicemia (52 — 127 mg/dL,
MUNNICH; KUCHENMEISTER, 2014) durante todo o periodo de avaliagdo em
ambos 0s grupos experimentais. Entretanto, os neonatos do grupo Cesariana
Eletiva apresentaram reducéo significativa da glicemia as 6 horas de vida, ndo
observada no grupo Parto Vaginal. Tal distingdo deve-se ao maior consumo dos
estoques de glicogénio hepatico ap6s 0 nascimento por parto cirdrgico, para o

cumprimento da homeostase térmica e energética dos neonatos frente a
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cesariana. A despeito do perfil glicémico distinto, ndo foi observada diferenca
significativa da glicemia entre os grupos experimentais ao longo das avaliacdes,
denotando que a manutencédo energética ndo esta sob influéncia da condi¢ao de

parto.

Os neonatos do grupo Cesariana Eletiva apresentaram maior atividade da
fosfatase alcalina as 6 h e 12 horas de vida, bem como da gama glutamil
transferase, independente do momento de analise, em comparacdo ao grupo
Parto Vaginal. Em ambos 0s grupos experimentais, houve correlacdo positiva
entre as concentracdes séricas de FA e GGT com 0s niveis sanguineos de Ig G.
Porém, & medida que evidenciamos maior conteddo proteico no colostro das
cadelas do grupo Cesariana Eletiva, acreditamos que o maior aporte favoreceu
a absorcdo neonatal de macromoléculas do colostro (e outras proteinas néo
analisadas neste estudo). Além disto, infere-se que o nascimento por parto
cirargico imprime maior permeabilidade da barreira intestinal, principalmente, até
12 horas apdés o nascimento, ou seja, retardando o fechamento da barreira
intestinal dos filhotes. A capacidade absortiva intestinal é influenciada pela acéo
de horménios corticosteroides, uma vez que a administracdo de corticoides
exdgenos induz a maturacao precoce dos enterdécitos por estimulo a proliferacédo
das células das criptas intestinais, diminuindo a capacidade de transferéncia de
macromoléculas nas vilosidades (WESTROM et al., 2020).

Portanto, ao se considerar que 0s neonatos oriundos de cesariana eletiva
possuem menor concentracdo circulante de cortisol endégeno ao nascimento
(ABREU, 2018), infere-se que ocorra prolongamento do tempo de abertura da
barreira intestinal. Logo, a permeabilidade intestinal dos neonatos do grupo
Cesariana Eletiva € maior e mais duradoura, em comparacéo aos filhotes do
grupo Parto Vaginal. Outro fator a ser considerado € o momento no qual se da a
colostragem. Em bezerros, a capacidade absortiva é mais curta quando a primo-
colostragem ocorre logo apdés o nascimento, em comparacdo aos bezerros
privados de colostro até as 24 horas de vida (STOTT et al., 1979). Desta
maneira, 0 atraso no momento da colostragem em funcdo do procedimento
operatorio e do tempo de recuperagdo da cadela € um fator que explica 0 maior
periodo de absorcao intestinal e, portanto, aumento da capacidade absortiva dos

filhotes nascidos por cesariana.
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No presente estudo, ndo evidenciamos diferenca significativa da
concentracdo sérica de Ig G ao longo do periodo experimental nos neonatos
oriundos de distintas condi¢des de parto, corroborando o experimento de Sangild
et al. (1997), os quais relatam nao haver diferenca nas concentracoes de Ig G
em neonatos suinos nascidos por via vaginal ou cesariana. Entretanto,
imediatamente apos o nascimento (0 h), houve maior concentracéo de Ig G de
cadeia pesada nos neonatos do grupo Parto Vaginal, em relagdo ao grupo
Cesariana Eletiva. Pode-se sugerir que o maior intervalo de tempo entre o inicio
do primeiro estagio do parto (prodromos) e a expulsdo fetal no parto vaginal
eutdcico favoreceu a transferéncia placentaria de imunoglobulinas. Em
contraste, 0os neonatos oriundos de cesariana eletiva apresentaram menor tempo
para 0 nascimento a partir do inicio dos sinais de prédromos do parto, limitando
a concentracdo sérica de Ig G ao nascimento. Entretanto, apés o parto, os
neonatos do grupo Cesariana Eletiva apresentaram aumento significativo da
concentracdo de Ig G de cadeia pesada as 6 horas, enquanto 0os neonatos do
grupo Parto Vaginal somente as 12 horas de vida. Tal resultado sugere
novamente que a capacidade absortiva intestinal dos neonatos oriundos de parto
cirdrgico supera aqueles nascidos por parto vaginal. De forma semelhante, em
suinos, atesta-se periodo mais prolongado da barreira intestinal pérvia, e
absorcdo das macromoléculas em leitbes nascidos por parto cirdrgico
(SANGILD, 2003).

Independente dos momentos de avaliacdo, os neonatos do grupo
Cesariana Eletiva apresentaram maior concentracdo sérica de proteina total.
Como as fémeas submetidas a cesariana denotaram maior contetdo proteico no
colostro, infere-se haver maior capacidade de absor¢cdo neonatal, conforme o
maior aporte de proteinas no colostro. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa da concentracdo seérica de Ig G entre 0s grupos experimentais,
sugerindo que o contetdo absortivo pelos neonatos inclui também outras classes
de proteinas ndo avaliadas neste estudo. Ainda, o resultado das analises de
correlacdo entre o conteudo do colostro e o perfil sérico dos neonatos denota
efeito inversamente proporcional. Ou seja, ao passo que a concentracao proteica
do colostro diminui, a concentracdo de proteinas sanguineas nos neonatos

aumenta, evidenciando adequada absorc¢do intestinal das proteinas colostrais.
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Ao longo do periodo experimental, houve aumento significativo da
concentracdo seérica de proteina total as 24 horas de vida, coincidindo com o
aumento dos niveis de Ig G de cadeia leve, independente do grupo experimental.
Ja4 o aumento da concentracdo sanguinea da Ig G de cadeia pesada foi
observado progressivamente a partir de 6 h no grupo Cesariana Eletivae as 12 h
no grupo Parto Vaginal. Tal resultado mostra que a absorcdo das
macromoléculas ocorre nas primeiras 12 a 24 horas de vida nos neonatos
caninos. De fato, Chastant-Maillard et al. (2012) demonstraram que a barreira
intestinal canina permanece pérvia principalmente nas primeiras 12 horas de
vida, havendo grande reducdo na capacidade absortiva ja as 4 horas de vida.
Ademais, no presente estudo, a janela absortiva de Ig G dos neonatos nascidos
via cesariana é maior (até as 24 horas de vida) em comparacdo aos filhotes

oriundos de parto vaginal, os quais alcancam estabilizacdo as 12 horas.

Embora o presente estudo tenha contribuido para o entendimento de
eventuais influenciadores da qualidade colostral e colostrogénese na espécie
canina (condicdo obstétrica e periodo apds o parto), outros fatores devem ser
considerados em futuros estudos, tais como a duracéo da fase expulsiva do parto
ou tempo operatdério, e niveis diferenciais de cortisol e catecolaminas maternas
e fetais. Ainda, a transferéncia de imunidade passiva pode variar segundo o
modelo de aleitamento, seja controlado ou por livre demanda, interferindo no

volume de colostro ingerido nos momentos criticos para a absorcéo intestinal.
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8. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, € possivel concluir que a
condicdo obstétrica influencia a composicdo do colostro canino, bem como a
capacidade absortiva das proteinas colostrais pelos neonatos. Mais

especificamente, concluimos que:

e O parto cirurgico (cesariana eletiva) determina melhor qualidade proteica
(albumina e proteina total) no colostro canino. A qualidade colostral, em
geral, € mantida até 12 horas poés-parto, havendo progressiva
transformacao para leite de transicéo.

e Neonatos caninos nascidos por cesariana eletiva possuem melhor
capacidade absortiva das proteinas colostrais, embora a transferéncia de
imunidade seja satisfatoria independente da condicdo obstétrica ao

nascimento.
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10.APENDICES

10.1. APENDICE 1

Tabela 6: Andlises de correlagdo das variaveis do colostro do grupo Parto Vaginal. Sdo Paulo,
2022.

Solidos . Proteina Ig G lg G B- a-
. Albumina cadeia cadeia . .
totais total lactoglobulina lactoalbumina
pesada leve
. . 0,7977 0,9304 0,87791 0,86463 0,75158 0,45736
Sdélidos totais -
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,01
Albumi 0,7977 0,86702 0,85059 0,85052 0,86823 0,76685
umina -

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

i 0,9304 0,86702 0,94043 0,93479 0,85425 0,61154

Proteina total -

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

. 0,87791 0,85059  0,94043 0,99476 0,78661 0,6065

Ig G cadeia pesada -

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0004

. 0,86463 0,85052  0,93479 0,99476 0,78745 0,61572

lg G cadeia leve -

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003

) 0,75158 0,86823  0,85425 0,78661 0,78745 0,71997

B-lactoglobulina -

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

) 0,45736 0,76685 0,61154 0,6065 0,61572 0,71997
a-lactoalbumina -
0,01 <0,0001 <0,0001 0,0004 0,0003 <0,0001

Tabela 7: Andlises de correlagdo das varidveis do colostro do grupo Cesariana Eletiva. Sdo
Paulo, 2022.

Sdélidos . Proteina Ig G Ig G B- a-

. Albumina cadeia cadeia . .
totais total lactoglobulina lactoalbumina
pesada leve
. . 0,85016  0,93393 0,6433 0,56591 0,75799 0,54883
Solidos totais -
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001
Albumi 0,85016 0,87136 0,74532 0,69143 0,71887 0,57844
umina -
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
i 0,93393 0,87136 0,70278 0,62236 0,76464 0,58427
Proteina total -
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
. 0,6433 0,74532  0,70278 0,98309 0,5956 0,81147
Ilg G cadeia pesada -
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
. 0,56591  0,69143 0,62236 0,98309 0,53188 0,83618
Ig G cadeia leve -
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001
. 0,75799  0,71887 0,76464 0,5956 0,53188 0,62551
B-lactoglobulina -

<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001

) 0,54883 0,57844  0,58427 0,81147 0,83618 0,62551
a-lactoalbumina -
0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
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Tabela 8: Analises de correlagao das variaveis dos neonatos do grupo Parto Vaginal. Sdo Paulo,

2022.
. Gama . .
Glicemia Proteina Albumina glutamil Fosfat.ase Ig G cadeia Ig G cadeia
total alcalina pesada leve
transferase
Gl . 0,23207 -0,10323 0,20901 0,22852 0,54065 0,52023
icemia -
0,077 0,4366 0,1154 0,0845 <0,0001 <0,0001
. 0,23207 0,38315 0,75309 0,72687 0,6886 0,62376
Proteina total -
0,077 0,0027 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Albumi -0,10323 0,38315 0,21732 0,33278 0,10966 0,11576
umina -
0,4366 0,0027 0,1013 0,0107 0,4083 0,3826
Gama glutamil 0,20901 0,75309 0,21732 0,88524 0,75523 0,7122
transferase 0,1154 <0,0001 0,1013 <0,0001 <0,0001 <0,0001
. 0,22852 0,72687 0,33278 0,88524 0,65971 0,63914
Fosfatase alcalina -
0,0845 <0,0001 0,0107 <0,0001 <0,0001 <0,0001
. 0,54065 0,6886 0,10966 0,75523 0,65971 0,95079
Ig G cadeia pesada -
<0,0001 <0,0001 0,4083 <0,0001 <0,0001 <0,0001
. 0,52023 0,62376 0,11576 0,7122 0,63914 0,95079
lg G cadeia leve -
<0,0001 <0,0001 0,3826 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Tabela 9: Andlises de correlacdo das variaveis dos neonatos do grupo Cesariana Eletiva. Sao

Paulo, 2022.
. Gama . .
Glicemia Proteina Albumina glutamil Fosfat_ase Ig G cadeia Ig G cadeia
total alcalina pesada leve
transferase
ali . 0,24961 0,28756 0,14243 0,14543 0,04512 -0,00897
icemia -
0,0158 0,0052 0,1732 0,1643 0,6693 0,9324
i 0,24961 0,38077 0,63497 0,51611 0,49325 0,46875
Proteina total -
0,0158 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Albumi 0,28756 0,38077 -0,16934 -0,08267 -0,05975 -0,18519
umina -
0,0052 0,0002 0,1046 0,4308 0,5716 0,0772
Gama glutamil 0,14243 0,63497 -0,16934 0,84779 0,59214 0,5537
transferase 0,1732 <0,0001 0,1046 <0,0001 <0,0001 <0,0001
. 0,14543 0,51611  -0,08267 0,84779 0,39323 0,3723
Fosfatase alcalina -
0,1643 <0,0001 0,4308 <0,0001 0,0001 0,0003
. 0,04512 0,49325  -0,05975 0,59214 0,39323 0,91103
Ilg G cadeia pesada -
0,6693 <0,0001 0,5716 <0,0001 0,0001 <0,0001
. -0,00897 0,46875 -0,18519 0,5537 0,3723 0,91103
Ig G cadeia leve -
0,9324 <0,0001 0,0772 <0,0001 0,0003 <0,0001
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Solidos  Proteina . Proteina . Gama Ig G g G
totais - total Albumina IgGP lgGL B-lac a-lac Glicemia total Albumina glutamil Fosfat.ase cadeia cadeia

colostro  colostral colostral colostral colostral colostral colostral neonatal neonatal transferase alcalina  pesada leve
neonatal neonatal
Sélidos totais - 0,93411 0,79128 0,87045 0,85939 0,73452 0,44391 -0,42556 -0,41824 0,09003 -0,30376  -0,38231 -0,52161 -0,58721
- colostro <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,014 0,017 0,0214 0,6361 0,1027 0,0371 0,0031 0,0006
Proteina total 0,93411 - 0,8505 0,9203 0,91834 0,81926 05789 -0,4836 -0,46757 0,08257 -0,46631  -0,51762 -0,62038 -0,67853
colostral <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0008 0,0068 0,0105 0,6702 0,0108 0,004 0,0003  <0,0001
Albumina 0,79128  0,8505 - 0,82286 0,82246 0,86381 0,74635 -0,47915 -0,49014 0,20182 -0,48932  -0,43165 -0,5988 -0,60012
colostral <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0074 0,007 0,2938 0,0071 0,0194 0,0006 0,0006
lg Gcadeia  0,87045 0,9203  0,82286 - 0,99371 0,71667 0,5521 -0,43061 -0,43537 0,00284 -0,48651  -0,54864 -0,61167 -0,67045
c%elcs):?r; <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0016 0,0197 0,0206 0,9885 0,0087 0,0025 0,0005 <0,0001
Ig G cadeia 0,85939 0,91834 0,82246 0,99371 - 0,72581 0,55569 -0,39831 -0,42005 0,0043 -0,49586 -0,5297 -0,60118 -0,66059
leve colostral  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0014 0,0324 0,026 0,9827 0,0073 0,0037 0,0007 0,0001
- 0,73452 0,81926 0,86381 0,71667 0,72581 - 0,75284 -0,60587 -0,4088 0,2571 -0,30179 -0,27289 -0,58904 -0,59993
Iac(t:%?clgl;rl;llma <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  0,0005 0,0308 0,1866 0,1186 0,16 0,001 0,0007
a- 0,44391 0,5789 0,74635 0,5521 0,55569 0,75284 - -0,37386 -0,62194 0,07181 -0,56107 -0,42708 -0,58787 -0,5366
Iac(t:(())?(l)t;ltjrrgllna 0,014 0,0008 <0,0001 0,0016 0,0014 <0,0001 0,0457 0,0004 0,7165 0,0019 0,0234 0,001 0,0032
Glicemia -0,42556 -0,4836 -0,47915 -0,43061 -0,39831 -0,60587 -0,37386 - 0,1716  -0,09725 0,03375 0,12336 0,5441  0,55599
0,017 0,0068 0,0074 0,0197 0,0324  0,0005 0,0457 0,356 0,6028 0,8569 0,5085 0,0016 0,0012
Proteina total -0,41824 -0,46757 -0,49014 -0,43537 -0,42005 -0,4088 -0,62194 0,1716 - 0,33305 0,67014 0,72324  0,70623 0,68376
neonatal 0,0214 0,0105 0,007 0,0206 0,026 0,0308 0,0004 0,356 0,0671 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Albumina 0,09003 0,08257 0,20182 0,00284 0,0043 0,2571 0,07181 -0,09725 0,33305 - 0,25372 0,39452 0,0959 0,1474
neonatal 0,6361 0,6702 0,2938 0,9885  0,9827  0,1866 0,7165 0,6028 0,0671 0,1684 0,0281 0,6078 0,4288



Gama
glutamil
transferase

Fosfatase
alcalina

Ig G cadeia
pesada
neonatal

g G cadeia
leve neonatal

-0,30376
0,1027
-0,38231
0,0371
-0,52161
0,0031
-0,58721
0,0006

-0,46631
0,0108
-0,51762
0,004
-0,62038
0,0003
-0,67853
<0,0001

-0,48932
0,0071
-0,43165
0,0194
-0,5988
0,0006
-0,60012
0,0006

-0,48651
0,0087
-0,54864
0,0025
-0,61167
0,0005
-0,67045
<0,0001

-0,49586
0,0073
-0,5297
0,0037

-0,60118
0,0007

-0,66059
0,0001

-0,30179
0,1186
-0,27289
0,16
-0,58904
0,001
-0,59993
0,0007

-0,56107
0,0019
-0,42708
0,0234
-0,58787
0,001
-0,5366
0,0032

0,03375
0,8569
0,12336
0,5085
0,5441
0,0016
0,55599
0,0012

0,67014
<0,0001
0,72324
<0,0001
0,70623
<0,0001
0,68376
<0,0001

0,25372
0,1684

0,39452
0,0281
0,0959
0,6078
0,1474
0,4288

0,77884
<0,0001
0,68756
<0,0001
0,65059
<0,0001

0,77884
<0,0001

0,60589
0,0003
0,63057
0,0001

0,68756
<0,0001
0,60589

0,0003

0,98393
<0,0001
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0,65059
<0,0001
0,63057
0,0001

0,98393
<0,0001
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10.4. APENDICE 4

Tabela 11: Analises de correlagdo das variaveis do colostro e dos neonatos do grupo Cesariana Eletiva. Sao Paulo, 2022. (continua)

Solidos  Proteina . Proteina . Gama Ig G lg G

totais - total Albumina IgGP lgGL B-lac a-lac Glicemia  total Albumina glutamil Fosfat.ase cadeia cadeia

colostro  colostral colostral colostral colostral colostral colostral neonatal neonatal transferase alcalina  pesada leve
neonatal neonatal
Soélidos totais 0,93398 0,82948 0,6228 0,51783 0,74102 0,44023 0,03749 -0,45438 -0,08601 -0,3499 -0,34141  -0,54156 -0,57012
- colostro ) <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003 <0,0001 0,0028 0,8025 0,0013 0,5654 0,0159 0,0188 <0,0001  <0,0001
Proteina total 0.93398 0,81324 0,60855 0,49705 0,75307 0,45134 0,07887 -0,41279 -0,03308 -0,29962  -0,25758 -0,47455 -0,49677
colostral <0,0001 ) <0,0001 <0,0001 0,0006 <0,0001 0,0021 0,6066 0,0048 0,8292 0,0455 0,0876 0,001 0,0005
Albumina 0,82948 0,81324 0,69076 0,61119 0,7037 0,42894 0,07604 -0,49 -0,11269 -0,2760 -0,27685 -0,55693 -0,55511
colostral <0,0001 <0,0001 ) <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0037 0,6196 0,0006 0,4611 0,0665 0,0656 <0,0001  <0,0001
lg G cadeia 0,6228 0,60855 0,69076 0,97582 0,54949 0,7734 -0,36732 -0,46293 -0,46633  -0,21201  -0,29104 -0,43633 -0,38027
c%?gggrzl <0,0001 <0,0001 <0,0001 ) <0,0001  0,0001 <0,0001 0,0142 0,0016 0,0014 0,1671 0,0553 0,0031 0,0109
Ig G cadeia 0,51783 0,49705 0,61119 0,97582 0,45191 0,8164 -0,43895 -0,44424 -0,4917 -0,16246 -0,24808 -0,43065 -0,36022
leve colostral 0,0003 0,0006 <0,0001 <0,0001 0,0021 <0,0001 0,0029 0,0025 0,0007 0,292 0,1044 0,0035 0,0163
B- ) 0,74102 0,75307 0,7037 0,54949 0,45191 0,4967 0,01895 -0,36732 0,19984 -0,37923 -0,262 -0,51697 -0,51777
Iac(t:%?cl)c;?rlglma <0,0001 <0,0001 <0,0001  0,0001 0,0021 ) 0,0006 0,9028 0,0142 0,1934 0,0111 0,0858 0,0003 0,0003
o 0,44023 0,45134 0,42894 0,7734 0,8164 0,4967 -0,41946 -0,34943 -0,29883 -0,30339 -0,28955 -0,43811 -0,37473
"""Cé‘;?('j;t'ﬁg;“a 0,0028  0,0021  0,0037 <0,0001 <0,0001 0,0006 ) 0,0046  0,0201  0,0488 0,0453 0,0566  0,0029  0,0122
Glicemia 0,03749 0,07887 0,07604 -0,36732 -0,43895 0,01895 -0,41946 ) 0,31087  0,39397 0,07721 0,24416  0,06838  0,02015

0,8025 0,6066 0,6196 0,0142 0,0029 0,9028 0,0046 0,0334 0,0061 0,606 0,0981 0,6479 0,893

Proteina total -0,45438 -0,41279 -0,49 -0,46293 -0,44424 -0,36732 -0,34943 0,31087 0,24999 0,59856 0,50671 0,63834 0,63136
neonatal 0,0013 0,0048 0,0006 0,0016 0,0025 0,0142 0,0201 0,0334 ) 0,0901 <0,0001 0,0003 <0,0001  <0,0001
Albumina -0,08601 -0,03308 -0,11269 -0,46633 -0,4917 0,19984 -0,29883 0,39397 0,24999 -0,13539 0,05857 -0,14222 -0,15707
neonatal 0,5654 0,8292 0,4611 0,0014 0,0007 0,1934 0,0488 0,0061 0,0901 ) 0,3642 0,6957 0,3403 0,2917

-0,3499 -0,29962 -0,27598 -0,21201 -0,16246 -0,37923 -0,30339 0,07721 0,59856 -0,13539 - 0,74695 0,42188 0,43601
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Gﬁg:g?é‘i;z@” 0,0159 00455  0,0665 0,1671 0,292  0,0111 0,0453 0,606 <0,0001  0,3642 <0,0001  0,0031  0,0022
Fosfatase  -0,34141 -0,25758 -0,27685 -0,29104 -0,24808 -0,262 -0,28955 0,24416 050671 0,05857  0,74695 0,29336  0,30781
alcalina 0,0188 0,0876 00656  0,0553 0,1044 0,0858 0,0566 0,0981 0,0003  0,6957  <0,0001 ) 0,0454  0,0353
l|g Gcadeia .054156 -0,47455 -0,55693 -0,43633 -0,43065 -0,51697 -0,43811 0,06838 0,63834 -0,14222  0,42188  0,29336 0,9858
npeisna:& <0,0001 0,001  <0,0001 00031 00035 00003 00029 06479 <0,0001 0,3403 0,0031 0,0454 ) <0,0001
lg G cadeia  -0.57012 -0,49677 -055511 -0,38027 -0,36022 -0,51777 -0,37473 002015 0,63136 -0,15707 043601  0,30781  0,9858

leve neonatal  <0,0001  0,0005 <0,0001 0,0109 00163 00003 00122 0,893 <0,0001 0,2917 0,0022 0,0353  <0,0001




