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Avaliagdo colostral e de niveis séricos imunes de bezerros holandeses

oriundos de vacas acometidas ou nao por mastite

RESUMO- O objetivo do estudo foi avaliar a transferéncia de imunidade passiva
(TIP) de vacas que pariram com mastite assintomatica e clinica para os seus
bezerros. Foram avaliados quatro grupos, a saber: Grupo | (GI) composto de
10 vacas primiparas sadias com contagem de ceélulas sométicas (CCS) <300
mil cél/mL, Grupo Il (GIl) composto de 10 vacas pluriparas sadias com CCS
301-600 mil cél/mL; Grupo Il (Glll) composto de 10 vacas pluriparas com
histérico de mastite que pariram com mastite assintomatica com CCS>600 mil
cél/mL sem alteragBes no Ubere e colostro; e Grupo IV (GIV) composto por 10
vacas pluriparas com histérico de mastite que pariram com mastite clinica com
CCS>600 mil cél/mL com alteracBes no Ubere e/ou colostro. Foram coletadas
amostras de sangue e colostro imediatamente apds o parto, 24 e 48 horas
apos o parto/nascimento. O cultivo microbiolégico mostrou ser Streptococcus
sp. o principal agente isolado nos animais com mastite assintomatica e o
Staphylococcus sp. nos animais com mastite clinica. A CCS estipulada para os
animais do grupo controle ndo pode ser seguida, uma vez que as secrecdes de
animais sadios apresentaram valores médios superiores a 992 mil cél/mL de
colostro. O CMT foi valioso no diagndstico a mastite no pés-parto imediato. O
exame ultrassonografico mostrou-se eficaz na determinacdo de parénquimas
acometidos por infeccdo. Nao foram observadas diferencas entre os valores
dos constituintes proteicos do colostro e dos valores de citocinas de vacas
primiparas e pluriparas. A ingestdo de colostro oriundo de vacas com mastite
clinica e assintomatica ndo causa falha na transferéncia de imunidade passiva

nos respectivos conceptos.

Palavras-chave: mastite, colostro, bezerro, citocinas, imunoglobulinas,

proteinas de fase aguda, transferéncia de imunidade passiva.



Evaluation of colostrum and serum immune components from Holstein

calves delivery from cows with and without mastitis.

SUMMARY-The aim of this study was to evaluate the transfer of passive
immunity (TPI) in Holstein calves delivery from cows with subclinical and clinical
mastitis. Four groups of studies were evaluated. Group | (Gl) 10 healthy
primiparous cows with SCC < 300,000 cells/mL, Group Il (GIl) 10 healthy
multiparous cows with SCC 301-600,000 cells/mL, Group Il (GlIl) 10
multiparous cows with mastitis records that calved with subclinical mastitis with
SCC> 600,000 cells/mL with normality in udder and colostrum and Group IV
(GIV) 10 multiparous cows with mastitis records that calved with clinical mastitis
with SCC> 600 000 cells/mL with changes in the udder and/or colostrum. Blood
samples and colostrum were collected immediately after birth, 24 and 48 hours
after delivery/birth. The microbiological culture showed that Streptococcus sp.
and Staphylococcus sp. were the most common bacteria isolated from cows
with subclinical and clinical mastitis respectively. The SCC stipulated for the
control group cannot be followed, since the secretions of healthy animals
showed average values greater than 992,000 cells/mL of colostrum. CMT can
be useful to confirm mastitis in post-partum period. The ultrasound was effective
in determining parenchyma affected by infection. No differences were observed
between the values of the protein constituents of colostrum and values of
cytokines in multiparous and primiparous cows. Ingestion of colostrum derived
from cows with clinical and subclinical mastitis is unlikely to be an important

contributor to failure of passive transfer in calves.

Key-words: mastitis, colostrum, calves, cytokines, immunoglobulin, acute phase

protein, immune passive transfer



1 INTRODUCAO

A mortalidade de bezerros nos primeiros meses de vida é uma das
principais causas de prejuizo para a bovinocultura mundial, sendo a falha na
transferéncia de imunidade passiva (FTIP) fator de grande contribuicdo para
essas mortes (SELIM et al., 1995; WITTUM; PERINO, 1995). Os bovinos
apresentam placenta do tipo sineptéliocorial, que impede a passagem de grande
parte das bactérias, virus e, igualmente, das proteinas séricas, principalmente de
imunoglobulinas (TIZARD, 2008).

Os anticorpos sdo proteinas produzidas por estimulo antigénico e
amplamente encontradas no colostro bovino. Essas proteinas sdo de extrema
importancia para os recém-nascidos, pois servem de defesa contra patdégenos.
Dessa forma, os bezerros necessitam de anticorpos por meio da ingestdo de
colostro materno (GODDEN, 2008). A maior taxa de absorcdo de macromoléculas
ocorre nas porcbes mais distais do intestino delgado (CORTESE, 2009). A
absorcdo de imunoglobulinas pelos neonatos € mais intensa nas primeiras quatro
horas de vida. Apds seis horas, somente 50% da capacidade de absorcédo é
observada; apOs oito horas, a taxa de absorcdo decresce para 33%; e, as 24
horas de vida, nenhuma taxa de absorcéo é visivel (CORTESE, 2009; GODDEN,
2008).

A principal imunoglobulina no colostro dos bovinos é a IgG, que
corresponde a 80-95% dos anticorpos presentes, sendo a IgG; responsavel por
cerca de 80 a 90% das imunoglobulinas presentes (GODDEN, 2008). A
passagem da IgG; para o colostro comeca varias semanas antes do parto e
continua até o momento da paricdo (BESSER; GAY, 1994). Cada imunoglobulina
tem funcdo especifica, a saber: a IgG tem a funcéo principal de identificar e
destruir possiveis patdgenos; a IgM serve como primeira defesa nos casos de
septicemia; e, a IgA, protege as mucosas, como, por exemplo, a mucosa
intestinal, ligando-se a parede intestinal e evitando a adesdo de possiveis
patdogenos. Contudo, o efeito da IgA perdura enquanto o bezerro estiver

consumindo colostro, pois atua na parede externa do intestino (TIZARD, 2008).
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Nao apenas anticorpos estdo presentes no colostro, mas outros
constituintes do sistema imune, tais como macrofagos, neutroéfilos, linfécitos B,
citocinas, fatores de crescimento e hormonios, se tornam totalmente ativos apés a
absorcdo. Enzimas e minerais como calcio, fésforo e magnésio também estao
presentes (FRANCIOSI et al., 2009). A funcéo desses ainda é motivo de estudos,
mas sabe-se que tem a funcdo de realcar mecanismos de defesa nos neonatos,
aumentar a atividade linfocitaria, estimular atividade fagocitica e bactericida no
trato digestério, e aumentar a transferéncia de imunidade passiva (CORTESE,
2009; GODDEN, 2008).

As citocinas sao proteinas que participam tanto da resposta imune inata
quanto da adaptativa. Sdo produzidas frente aos estimulos de microrganismo e
outros antigenos. Elas sinalizam diversos eventos sinérgicos que contribuem para
o funcionamento e desenvolvimento do sistema imune neonatal. Ha dificuldades
na quantificacdo e no estudo da acdo das citocinas na glandula mamaria, pois
esta € secretada em intervalo de tempo curto e consumida completamente
durante sua atuacdo. Sua acao, preferencialmente local, ocorre em virtude da
meia-vida curta dessa molécula (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Atualmente mais de 30 tipos de citocinas ja foram identificadas, e sua
mensuracdo tem sido utilizada no controle e no diagnéstico da mastite bovina
(SORDILLO et al., 1997). A secrecdo dessas moléculas esta relacionada a duas
populacdes de linfocitos T helper: Thl responséavel pela producao de IL-2, IL-3,
TNF-a e INF-y e o Th2 que, além de produzirem os anticorpos, produzem IL-4, IL-
5 e IL-10 (MADUREIRA, 2011). Esses linfocitos as produzem em resposta ao
reconhecimento dos antigenos por parte do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) presentes nos linfécitos B e nos macréfagos
(SORDILLO et al., 1997). O colostro bovino contém uma série de citocinas como
a IL-6 e TNF-a. Pouco se conhece a respeito do papel dessas moléculas, porém
acredita-se que esteja ligado a imunidade do neonato (HAGIWARA et al., 2000).

A produgédo das proteinas de fase aguda esta diretamente relacionada as
citocinas. Apos leséo tecidual ocorre a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
(ECKERSALL, 2000). O TNF-a, IL-1B e INF-y, sdo fundamentais na indugédo de

outras citocinas e agentes inflamatérios. Esses agentes atuam nos hepatdcitos
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estimulando a producdo das proteinas de fase aguda como a ceruloplasmina,
transferrina, haptoglobina, entre outras, que auxiliam no diagndstico precoce e no
prognéstico de enfermidades inflamatorias, tdo comuns em neonatos
(BARRAGRY, 1997; FAGLIARI; SILVA, 2002; FAGLIARI et al., 2003; GRUYS et
al., 2005).

A inflamacéo da glandula mamaria causada pela invasao de microrganismo
€ uma das principais causas de diminuicdo da producdo leiteira. O processo
inflamatorio desencadeia o recrutamento de inumeras ceélulas de defesa e
mediadores inflamatérios que séo responsaveis pela protecéo do tecido glandular
(RIOLETT et al., 2000). Além disso, a severidade da mastite influencia a
quantidade de citocinas liberadas (WENZ et al., 2010). O tipo de agente também
€ responsavel pelo padrdo de resposta e pelo tipo de citocina liberada
(SORDILLO et al., 1997; WENZ et al., 2010).

No rebanho brasileiro a mastite pode ter prevaléncia de até 71%. Contudo,
a maior porcentagem de perdas pela mastite € devido a forma assintoméatica da
doenca (70-80%), sendo mais dificil de ser diagnosticada (COSTA, 1995). A
incidéncia de mastite nas vacas leiteiras parece elevar-se com 0 aumento da
idade dos animais. Essa infeccdo, quando adquirida durante o periodo seco,
persiste de forma assintomatica até o parto ou o inicio da lactacdo (SMITH et al.,
1985).

O diagnéstico da mastite € realizado por meio do exame fisico,
caracteristicas macroscopicas do leite, contagem de células somaticas por
fluxometria, ou indiretamente, pelo California Mastitis Test (CMT), contagem
bacteriana total e cultura de patégenos do leite (GROUNLUND et al., 2005). A
ultrassonografia do Ubere também pode ser realizada para o diagnoéstico da
mastite. Porém, seu uso nao substitui 0 exame bacteriolégico e de contagem de
células sométicas em quartos acometidos por mastite, mas fornece informacdes
mais precisas sobre a normalidade do ubere do que a palpacdo, e ajuda no
estabelecimento do diagnéstico da enfermidade (FRANZ et al., 2009).

Vacas primiparas tém menor prevaléncia de mastite clinica do que vacas
mais velhas, as quais, por sua vez, apresentam maior variagdo na contagem de

células somaticas (CCS) do que vacas de primeira cria (MILLER et al., 1991).
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Glandulas mamarias sem histérico recente de mastite tém grande namero de cé-
lulas somaticas nos primeiros dias de lactacdo, ou seja, na fase colostral, e de-
créscimo nesse valor com a evolucdo dos dias. Segundo Dohoo (1993) vacas
primiparas e pluriparas apresentam valores elevados na CCS nos primeiros nove
a onze dias apos o parto, respectivamente. Raimondo et al. (2008) estudando os
valores de células somaticas em animais da raca Jersey observaram que apés o
15° dia de lactagdo os valores de CCS sdo plausiveis aos patamares de plena
lactacdo. Porém, na literatura ndo existem valores de células somaticas definidos
gue possam confirmar o diagnéstico da mastite na secrecao colostral.

Quando as amostras de colostro sdo submetidas ao exame do CMT ha
divergéncias sobre a porcentagem de reacdes negativas ao teste, devido,
provavelmente, ao fato de ser um método semi-quantitativo e de apresentar
sensibilidade na deteccdo de amostras com alto nimero de células (BIRGEL
JUNIOR, 2006). Porém, estudos comprovam ser o CMT uma ferramenta Gtil no
diagndstico da mastite no pés-parto imediato (MAUNSELL et al., 1999).

A mastite que ocorre no periodo seco e no inicio da lactacdo é causada,
geralmente, devido a infeccdo por Staphylococcus sp. (SORDILLO et al., 1989). O
S.aureus é o0 maior causador da mastite bovina em varios paises do mundo
(ROBERSON et al.,, 1998). Esse patégeno causa reducdo da capacidade
secretéria e de sintese das células epiteliais da glandula mamaria de vacas
pluriparas durante a colostrogénse (MAUNSELL et al., 1998). Tanto bactérias
Gram-positivas como Gram negativas ja foram identificadas no colostro bovino
(MAUNSELL et al.,, 1998), e diferentes respostas celulares séo observadas
dependendo do tipo de patégeno presente (RIOLLET et al., 2000).

O objetivo desse estudo foi o de investigar os efeitos da mastite clinica e
assintomatica, bem como a influéncia do nimero de lactagcbes em vacas da raca
Holandesa nas caracteristicas fisicas, microbioldgicas e imunes do colostro
produzido, de forma a avaliar a eficiéncia de transferéncia de imunidade passiva

em seus respectivos produtos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Colostro

O colostro bovino tem sido foco de muitos estudos ao longo dos ultimos
anos (GODDEN, 2008; MADUREIRA, 2011; ROCHA, 2010; SANT'ANA, 2004).
Sua importancia esta intimamente ligada a producéo animal, pois uma satisfatéria
transferéncia de imunoglobulinas para os recém-nascidos resulta em melhora no
ganho de peso, reducao da mortalidade neonatal, reducédo da idade a primeira
cria, aumento na producéo leiteira entre outras caracteristicas importantes para a
cadeia produtiva do leite e da carne (GODDEN, 2008). Contudo, o colostro &
extremamente rico em células de defesa para o neonato ainda sem competéncia
imunoldgica (CORTESE, 2009). Uma producao colostral de boa qualidade permite
efetiva transferéncia de imunidade passiva. Nesse aspecto, a glandula mamaria
deve estar isenta de microrganismo para que ndo haja sua transferéncia
(JOHNSON et al., 2007).

No que tange a qualidade e quantidade de colostro produzido, alguns
aspectos devem ser levados em consideracdo. A categoria animal € inerente a
essas caracteristicas, pois a glandula maméaria cresce a cada gestacao
comportando, assim, uma quantidade de colostro superior a prenhez anterior
(SWANSON; POFFENBARGER, 1979). Porém, acredita-se que exista relacao
inversa entre a quantidade produzida e a concentragcdo de imunoglobulinas.
Supbe-se que um volume maior de colostro dilua essas proteinas. Portanto, o
volume produzido néo tem relagcdo com a concentracao de anticorpos produzidos.
No que concerne a nutricdo pré-parto, suspeita-se que nado haja influéncia na
producdo de imunoglobulinas, mas a administragdo de elementos, como vitamina
E e Se, podem aumentar a quantidade de colostro secretado (GODDEN, 2008).

Os bezerros recém-nascidos sao susceptiveis a infec¢des, pois a
placenta das fémeas bovinas impede a passagem de anticorpos para esses

animais. A fonte dessas glicoproteinas é também o primeiro alimento, o colostro
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(GODDEN, 2008). Este possui citocinas, imunoglobulinas, leucécitos, hormonios,
fatores de crescimento entre outras que sao de extrema importancia tanto para o
desenvolvimento quanto para a defesa dos conceptos (BARRINTHON; PARISH,
2001).

Ha quatro classes de imunoglobulinas presentes na glandula mamaria
que auxiliam em sua defesa IgG1, 1gG,, IgA e IgM. Todas essas sé&o encontradas
normalmente no leite e no colostro bovino, porém em casos de mastite e durante
a colostrogénese suas concentracdes atingem o pico de producdo (SORDILLO;
STREICHER, 2002). De todos os is6topos a IgG € a molécula com maior
representacdo no colostro, sendo seguida pela IgM e IgA (BARRINTHON;
PARISH, 2001; GODDEN, 2008; TIZARD, 2008).

Outra categoria de células presente sdo os leucécitos. Pesquisas ja
apontaram a existéncia das células brancas na secrecdo colostral (GODDEN,
2008; GOMES, 2008; TIZARD, 2008). Os leucdcitos fazem parte das chamadas
células sométicas. Essa terminologia inclui os glébulos brancos, originarios da
corrente sanguinea, e as células de descamacéo do epitélio glandular secretor.
Os leucdcitos, em sua maioria, sdo mobilizados do sangue para o tecido mamario
diante de alteracdes na permeabilidade capilar. Seu aporte se intensifica na
quarta semana pré-parto, diminuindo gradativamente até uma semana pos-parto.
(PHILPOT; NICKERSON, 1991). O numero dessas células depende de varios
fatores, inclusive do periodo da lactacdo (FAGAN et al., 2008).

Outro componente importante presente no colostro bovino sédo as
citocinas (HAGIWARA et al., 2000). Essas proteinas participam tanto da resposta
imune inata quanto da adaptativa. Sua presenca na glandula mamaria é
extremamente importante, pois sao responsaveis por desencadear defesa
incipiente. Por sua vez, essas também sdo transmitidas aos recém-nascidos por
meio do colostro. Porém, somente por meio deste, que 0s neonatos adquirem
essas moléculas que auxiliam o sistema imune ainda imaturo (MADUREIRA,
2011). Acredita-se que o mecanismo de absorcao das citocinas seja semelhante
aos das imunoglobulinas e que, com o passar do tempo, ha a diminuicdo de
receptores na mucosa intestinal, diminuindo, assim, a absorcdo dessas moléculas
(BARRINTHON; PARISH, 2001). Tanto no leite quanto no colostro sua
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concentragdo parece estar aumentada na presenca de microrganismo e outros
antigenos (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

2.2 Mastite bovina

A mastite € a principal doenca infecciosa que afeta o rebanho leiteiro no
mundo (BARKEMA et al., 2009). Poucos estudos tém evidenciado as perdas
econdbmicas com essa doenca no Brasil. Holanda et al. (2005) contabilizaram o
prejuizo atribuido a mastite em cinco rebanhos do interior de Minas Gerais. Esses
autores mensuraram perdas econdmicas na ordem de US$126 por animal.
Demeu et al. (2009) estimaram prejuizos da ordem de US$693,32-733,19 por
animal ao longo da lactacdo. Esses prejuizos sao referentes tanto a diminuicdo da
producdo leiteira, da qualidade do leite como também aos gastos com
medicamentos e exames complementares para o diagndstico da doenca.

A mastite nos bovinos pode se apresentar de duas formas: assintomatica
e clinica. A mastite assintomatica ndo se caracteriza por alteracdes
macroscopicas na secrecao lactea, poréem ha mudancas na composicao do leite
além do isolamento de microrganismo. Esse tipo de mastite tem impacto maior na
producao leiteira, pois a auséncia de sinais evidentes da inflamacdo da glandula
mamaria passa despercebida na maioria das vezes (BRITO et al., 1997).

Atualmente a mastite clinica € dividida em trés escores segundo o grau de
severidade da doenga. Grau 1: anormalidade no leite; grau 2 anormalidade no
leite e no Ubere; e grau 3: anormalidade no leite, Ubere e alteracbes clinicas,
como aumento da temperatura retal, diminuicAo dos movimentos ruminais,
desidratacédo e alteracdo de postura (RUEGG, 2012; WENZ et al., 2010).

No Brasil, a partir da década de 1990, algumas cooperativas de laticinios
iniciaram a implantacdo gradativa de programas de pagamento do leite por
gualidade tendo por base as provas de redutase, crioscopia e contagem global de
microrganismo. Em casos isolados, os rendimentos por qualidade incluia a CCS
(MULLER, 2002). Porém, o Pais ndo possuia normas que regularizavam a cadeia
produtiva do leite. Atualmente as condi¢cdes ideais do leite produzido no Brasil
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estdo regulamentadas pela instrucdo normativa 62 (IN 62). Essa normativa
estipula os requisitos basicos a serem adotados na composicao e producdo do
leite comercializado. A CCS é um dos padrfes mais usados para a mensuracao
da higiene do leite. Pela legislacdo em vigor a CCS do leite tipo A integral é de
4,80x10° células /mL (BRASIL, 2011). A secrecdo lactea de um Ubere sadio
apresenta numero de células sométicas baixo, sendo essas células representadas
predominantemente pelos macrofagos (SORDILLO et al.,, 1997). Quando ha a
invasdo de um patdégeno ocorre a liberacdo de IL-18 e TNF-a. Essas moléculas
atraem para o interior da glandula grandes quantidades de glébulos brancos,
sendo os neutréfilos as células predominantes, podendo chegar a até 90% do
total, culminando com o aumento na CCS. Essa intensa diapedese causa lesdes
no parénquima mamario e ocasiona diminuicdo da producao de leite. Além do
namero de macrofagos diminuirem, sua atividade fagocitica também € deprimida.
(SORDILLO; STREICHER, 2002).

Na dependéncia do tipo de agente ha maior liberacdo de determinado tipo
de citocina, porem o TNF-a e a IL-6 desempenham papel fundamental para a
resposta imune do hospedeiro (GRUYS et al., 2005). A grande liberacdo de TNF-
a ocorre principalmente quando o Ubere é invadido por bactérias Gram-negativas.
Sua secrecdo desencadeia uma série de respostas inflamatérias que podem ser
nocivas ao animal. Além disso, essa molécula em conjunto com a IL-13 é
responsavel pela liberacdo da IL-6. Essa citocina esta envolvida na resposta
imune inata e adaptativa além de estimular a diferenciacao dos linfocitos B para a
producdo de imunoglobulinas. A IL-6 e 0 TNF-a, também sao responsaveis pela
producdo hepética de proteinas de fase aguda que agem tanto sistemicamente
como localmente na glandula mamaria (ECKERSALL et al., 2006; GRUYS et al.,
2005).

Os microrganismos envolvidos na etiologia da mastite bovina podem ser
classificados epidemiologicamente em dois grupos, segundo a fonte de infeccéao e
modo de transmissao: microrganismos contagiosos transmitidos principalmente
durante a ordenha, que necessitam do animal para sobreviverem e se multiplicar
no interior da glandula mamaria; os microrganismos ambientais, presentes no ar,

cama, agua e fezes. No primeiro grupo encontram-se o Streptococcus agalactiae,
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Staphylococcus aureus, e no segundo grupo, Streptococcus uberis e outros
estreptococos, enterobactérias, além de fungos, principalmente leveduras, e algas
clorofiladas do género Prototheca sp. (COSTA, 1998).

A reacado inflamatéria causada por esses patdgenos causa profundas
mudancas na composicao do leite. Em relacdo aos componentes lacteos ocorre
redugdo naqueles sintetizados na glandula mamaria (a e [ caseina, a-
lactoalbumina e B-lactoglobulina) e aumento das proteinas de origem sangulinea
(albumina sérica e imunoglobulinas). Em virtude do processo infeccioso ha maior
permeabilidade entre a glandula mamaria e a corrente sanguinea fazendo com
qgue haja o influxo de constituintes séricos para o interior do sistema afetado
(KITCHEN, 1981; LARSON, 1980). Outra proteina que apresenta alteracao
marcante nas mastites é a lactoferrina. Essa proteina absorve o ferro necessario
para a replicacdo bacteriana aumentando sua concentracdo na presenca de um
estimulo inflamatério (TSUJI et al., 1990).

No entanto, ha divergéncias na literatura no que diz respeito as alteracbes
dos constituintes lacteos. Maunsell et al. (1998) ndo observaram diferencas
significativas nas concentracées de imunoglobulinas no colostro de vacas com
mastite clinica quando comparadas as de vacas sadias. Sant'ana (2004) nao
observou diferengas entre as concentragdes de a-lactoalbumina e B-lactoglobulina
de animais sadios e animais com mastite. Porém, esse mesmo autor evidenciou
maior concentracdo de albumina no leite de animais acometidos por mastite, mas
nao constatou diferenca, em sua concentracdo, em amostras estéreis e
contaminadas por microrganismo.

A eficiéncia do diagnéstico da mastite depende de varios fatores. A
experiéncia clinica € fundamental para tal éxito, contudo existe uma série de
testes complementares que podem auxiliar o clinico de maneira mais efetiva. O
California Mastitis Test (CMT) possibilita ao clinico o diagndstico rapido da doenca
no rebanho. A utilizacdo do CMT € muito util, principalmente no diagnéstico da
mastite assintomatica aonde a reacdo ocorrida entre o reagente e o leite é
proporcional a concentracdo de células de defesa presentes, podendo indicar, de
forma subjetiva, a intensidade do processo inflamatério (BRITO et al., 1997). Os
testes do recipiente do fundo escuro e da caneca telada também sé&o
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considerados de extrema valia para o diagnostico da doenca. Todos esses testes

podem ser realizados ao pé da vaca e séo facilmente interpretados.

2.3 Resposta ao processo inflamatorio de fase aguda

Na ultima década o estudo da monitoragdo e do diagnéstico precoce das
reacoes inflamatérias tem ganhado importancia. A resposta de fase aguda (RFA)
€ primordial para a acdo do sistema imune inato contra as acoes lesivas dos
microrganismos no hospedeiro (ECKERSALL et al., 2006). Esse tipo de resposta
ocorre no estagio inicial do processo inflamatério ndo sendo necesséria uma
memoria imunoldgica para que o organismo reconheca e destrua o antigeno. A
penetracdo desses agentes no organismo causa varios tipos de alteracdes como
lesbes teciduais, inflamacgdo, distarbio imunolégico, entre outras. Em virtude
dessas alteragBes, o sistema imune age rapidamente, liberando moléculas
chamadas citocinas. Existe uma gama de diferentes tipos de citocinas, porém a
primeira linha de defesa apresenta caracteristicas pré-inflamatérias (GRUYS et
al., 2005; WENZ et al., 2010). IL-1B, INF-y e TNF-a sdo as primeiras citocinas
liberadas. Essas proteinas induzem sinais sistémicos no animal como febre e
anorexia. Além disso, h4 aumento dos precursores de células brancas na medula
0ssea, aumento dos fibroblastos e macréfagos (GRUYS et al., 2005).

As moléculas supracitadas também sdo responsaveis pela liberacdo de
outras citocinas como a IL-6. As interleucinas sdo um grupo de moléculas
responsaveis pela sinalizacao entre os linfocitos (TIZARD, 2008). Em resposta a
inflamacdo aguda, essa molécula é secretada pelos macréfagos presentes no
local afetado, iniciando uma série de reacdes que tem por finalidade a defesa do
organismo (ECKERSALL et al., 2006). A IL-6 € necessaria para a diferenciacédo
final dos linfécitos B em plasmocitos. Ela atua em conjunto com outras
interleucinas para promover a producédo de diferentes classes de imunoglobulinas
como, por exemplo, a IgA e a IgM (TIZARD, 2008).

O TNF-a é uma citocina secretada por macrofagos e linfocitos T. Esta

molécula esta envolvida diretamente no processo inflamatério agudo, assim como



as interleucinas (TIZARD, 2008), sendo consumida rapidamente (SORDILLO;
STREICHER, 2002). Portanto, essas moléculas estdo presentes em grandes
concentragbes no sangue de animais acometidos por processos inflamatérios
(GRUYS et al., 2005).

Essas citocinas auxiliam localmente no combate aos agentes patogénicos,
no entanto, a IL-6 e o TNF-a desencadeiam a resposta de fase aguda atuando em
receptores hepéticos. No figado séo responsaveis pela ativacdo do RNAm para a
sintese das proteinas de fase aguda positivas. Essas proteinas tém essa
denominagdo, pois aumentam sua concentracdo em resposta a processos
inflamatorios ou infecciosos. Nos bovinos sdo representadas pela ceruloplasmina,
haptoglobina e a;j.glicoproteina acida. Ao mesmo tempo ha diminuigdo de outras
proteinas como a transferrina e a albumina, que sdo denominadas de proteinas
de fase aguda negativas (ECKERSALL, 2000; GRUYS et al., 2005).

Nos seres humanos as proteinas de fase aguda (PFA) séo classificadas
em trés grupos de acordo com a elevagéo sérica de suas concentracdes durante
a RFA. Grupo 1-aumento de 50%: ceruloplasmina; Grupo 2-aumento de duas a
trés vezes: haptoglobina e fibrinogénio; Grupo 3-aumento de cinco a 1000 vezes:
Proteina-C reativa e Amiloide sérica A. Porém, na medicina veterinaria, as
diferentes espécies animais apresentam respostas distintas. Por exemplo, em
bovinos a haptoglobina pode aumentar em até 100 vezes devido a inflamagéo ou
infeccdo, sendo a PFA mais utilizada para o diagndstico precoce de processos
morbidos. Em aves a transferrina € considerada uma PFA positiva,
diferentemente do que ocorre nos bovinos (ECKERSALL, 2000; GRUYS et al.,
2005). Em cées, nos seres humanos, e nos suinos, a Proteina-C reativa € a
proteina mais importante, aumentando sua concentracdo em até 1000 vezes
durante a RFA (ECKERSALL, 2000).

Sabe-se que grande numero de doencas nos bovinos é responsavel pela
estimulacdo da RFA. A mastite tem sido amplamente estudada no que se refere
as alteragbes das PFA, tanto no leite como no soro sanguineo dos animais
acometidos (ECKERSALL et al.,, 2006; SANT’ANA, 2004; VELS et al., 2009;
WENZ et al.,, 2010). No entanto, os animais recém-nascidos também tém sido
foco de estudos (FAGLIARI et al., 2006; ROCHA, 2010). Nesses animais as PFA

26



podem ser preditoras de reacdes inflamatorias sofridas ainda dentro do utero
materno (HUZZLEY et al., 2009). Fagliari et al. (2003) observaram aumento sérico
da ceruloplasmina, haptoglobina e aj.glicoproteina acida duas horas apds a
inoculacdo de cepas de M. haemolytica em bezerros holandeses, demonstrando
que as PFA sdo extremamente importantes para o diagnostico precoce de

enfermidades inflamatorias e infecciosas em bovinos jovens.

2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de

sodio (SDS-PAGE).

A determinacdo do proteinograma é extremamente importante para a
identificacdo e quantificacdo das fracdes proteicas presentes na amostra
analisada. Ao longo dos anos essa técnica tem sido usada por diferentes autores
para o estudo tanto em amostras de soro sanguineo como da secrec¢ao lactea de
vacas (KATO et al., 1989; ROCHA, 2010; SANT'ANA, 2004).

O fracionamento proteico € usado para a confirmacdo do diagndstico de
algumas enfermidades inflamatérias, entre elas a mastite. Kato et al. (1989)
detectaram, por meio de corridas eletroforéticas em gel de poliacrilamida,
alteracdo em no minimo doze fracdes protéicas do leite de vacas com mastite.
Por permitir maior segregacao proteica, essa técnica auxilia na quantificacdo das
PFA, tado sensiveis a resposta inflamatéria, tais como: haptoglobina,
ceruloplasmina, transferrina, a;-glicoproteina acida, além da IgG, o que nao é
possivel na eletroforese em gel de agarose, permitindo a deteccdo da FTIP em
recém-nascidos (FAGLIARI et al., 2006, ROCHA, 2010; SANT’ANA, 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas 40 fémeas bovinas com e sem mastite, em fase puerperal,
da raca Holandesa, provenientes de propriedade leiteira localizada no interior do
Estado de Sdo Paulo, na regido de Aracatuba. Cerca de 40 bezerros, filhos das
respectivas vacas, também foram acompanhados do nascimento até as 48 horas
de vida. Os animais permaneceram com as suas maes apos 0 nascimento e
receberam os cuidados habituais recomendados no periodo pds-parto. O estudo
foi aprovado pelos Principios Eticos da Experimentacdo Animal (COBEA)
(Protocolo N°02494-2011).

3.2 Selecao dos grupos animais

As vacas dos diferentes grupos foram alocadas da seguinte forma, a saber:
Grupo | (Gl): 10 vacas saudaveis primiparas, com contagem de células
somaticas no colostro de até 300.000 células.

Grupo Il (Gll): 10 vacas saudaveis pluriparas, com contagem de células
somaticas no colostro entre 301.000 a 600.000 células.

Grupo Il (Glll): 10 vacas com mastite assintomética e contagem de células
somaticas no colostro superior a 600.000 células, mas sem alteracdes fisicas do
parénquima glandular e macroscépicas do leite.

Grupo IV (GIV): 10 vacas com mastite clinica e contagem de células superior a
600.000 células, e com alteracdes fisicas do Ubere e/ou macroscépicas do leite.
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3.3 Selecao dos animais

A selecdo das vacas pluriparas foi feita imediatamente antes do inicio do
periodo seco, e apo6s o parto, por meio do exame fisico do Ubere e da avaliacao
das caracteristicas macroscopicas da secrecédo lactea. Foram acompanhadas, no
inicio do periodo seco, o total de 49 vacas pluriparas (de duas a sete gestacdes)
selecionando-se 10 vacas pluriparas sadias ao parto, 10 vacas pluriparas que
pariram com mastite assintomética e 10 vacas pluriparas que pariram com mastite
clinica. As mesmas avaliacbes foram realizadas em 10 vacas de primeira cria,
imediatamente a paricdo. Para melhor insercdo dos animais nos diferentes
grupos, levou-se também em consideracdo o historico desses animais com
relacdo a saude da glandula mamaria nas diferentes fases, ja que a propriedade
realizava a CCS mensal dos animais em lactacdo, bem como possuia registros
individuais dos mesmos, no que se refere a presenca de mastite em um ou em

mais periodos de lactagéo.

3.4 Alimentacdo e manejo geral dos animais

Na propriedade utilizada no presente estudo, os animais eram mantidos
em pasto, recebendo alimentacdo a base de silagem de milho e ragcdo comercial,
na dependéncia da producao lactea.

Aos sete meses de gestacao era realizada a secagem dos animais, reti-
rando-os da ordenha. Aproximadamente quatro semanas antes da data prevista
para o parto, esses animais eram alocados no piquete maternidade, proximo as
casas dos funcionarios, para melhor monitoracao.

Quando os animais entravam em trabalho de parto, sempre que possivel,
um funcionario observava a vaca e somente interferia quando se passava mais de
duas horas ap0s a exposi¢cao dos cascos do feto sem que a paricado ocorresse.

Todos os partos das fémeas utilizadas no presente estudo foram acom-
panhados. A propriedade adotava, como regra geral de manejo, a permanéncia

do bezerro com a respectiva mae por periodo minimo de seis a oito horas. Porém,
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para o andamento normal do projeto, logo apés o parto a fémea era colocada no
tronco de contencéo e o CMT, teste da caneca do fundo escuro e a colheita do
colostro eram realizados. ApoOs esse periodo, a fémea retornava para a compa-
nhia de seu respectivo concepto o qual ficava em observacao até a efetiva inges-
tdo do colostro. Apos o evento, esses foram transferidos para piquetes coletivos,
aonde recebiam racao especifica para a faixa etaria, feno e agua “ad libidum”. Da
mesma forma, a vaca retornava ao tronco de contencéo para a primeira ordenha

e realizacdo dos exames ultrassonograficos e fisico da mama.

3.5 Colheitas das amostras de colostro e leite

As amostras de colostro provenientes dos quartos mamarios das fémeas
bovinas recém-paridas foram obtidas no tronco de contencdo, logo apo6s a
paricdo, bem como as 24 e as 48 horas pos-parto. As colheitas foram realizadas
apos os procedimentos rotineiros de preparo dos animais. Para tanto, a glandula
mamaria e os tetos foram higienizados, retirando-se as sujidades, sendo os tetos
embebidos em solugédo clorada e secos, individualmente, com papel toalha.
Procedeu-se a assepsia da extremidade do teto, particularmente do seu orificio,
utilizando-se algoddo embebido em alcool 70° GL, de acordo com os padrdes
recomendados em boletim da International Dairy Federation (1981). Apdés
assepsia, uma amostra representativa de cada quarto (MIX), foi colhida em um
tubo do tipo Falcon estéril, de 50 mL, inclinado em angulo de 90° em relacao ao
teto, para evitar contaminacdo. O frasco permaneceu aberto por, n0o maximo,
cinco segundos, sendo posteriormente transportado ao laboratorio em caixas de
isopor com gelo.

Esse volume foi separado em dois tubos estéreis. O primeiro foi
centrifugado a 700 G por 50 minutos a 4°C. Esta velocidade permitiu a separacao
da gordura, somente das amostras colhidas as 24 e as 48 horas. As amostras
colhidas durante o poOs-parto imediato ndo obtiveram separacdo em trés fases
nitidas. Portanto, padronizou-se a centrifugacdo de todos os momentos em

microtubos, com capacidade de 1,5mL, em centrifuga préopria, a 6000 G durante
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30 minutos, a 4°C obtendo, assim, uma solucéo trifasica. A gordura foi retirada
com uma bomba de vacuo e o sobrenadante foi armazenado em criotubos e
congelado a -80°C (MADUREIRA, 2011).

A segunda aliquota, adicionou-se solucéo de renina’ referente a 10% do
volume total presente no tubo, permanecendo em banho-maria a 37°C por 20
minutos até a retracdo do coagulo. Posteriormente, foram centrifugados a 4200 G
por 20 minutos a 15C°. Apoés a centrifugacéo, a gordura foi removida com auxilio
de uma bomba de vacuo e, a porcéo intermediaria da solucao trifasica obtida, foi
armazenada em microtubos, com capacidade de 1,5mL e armazenados a -20°C,

até o momento das analises laboratoriais (ROCHA, 2010).

3.6 Colheita de amostras de sangue

As amostras de sangue foram colhidas dos bezerros recém-nascidos logo
apos o nascimento, as 24 e as 48 horas de vida, por meio de puncédo da veia
jugular, usando sistema a vacuo, em um tubo siliconizado com anticoagulante® e
uso de agulha para multiplas colheitas (25mm X 8mm). Apds a colheita, as
amostras foram levadas ao laboratério sob refrigeracdo. Em seguida, ap6s a
retracdo do coagulo, foram centrifugadas a 1000 G, durante 10 minutos em
centrifuga comum. ApGs a centrifugacao o soro foi aliquotado em microtubos com
capacidade de 1,5mL e congelados a -20°C e -80°C para a posterior mensuracao

das proteinas de fase aguda e de citocinas, respectivamente.

3.7 Avaliacéo das glandulas mamarias

As glandulas maméarias de cada vaca foram avaliadas seguindo-se as
recomendacdes de Maunsell et al. (1998). Cada glandula foi examinada segundo

as seguintes caracteristicas, a saber: cor, tamanho, temperatura e consisténcia. A

! Coalho Estrella®, Chr. Hansen Brasil Ind. E Com. LTDA, Valinhos, Sao Paulo
2 Vacutainer, Bencton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA.
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cor foi classificada como normal (amarelada) e avermelhada. O tamanho foi
caracterizado como normal, maior que o esperado, ou menor que o esperado. A
temperatura foi indicada como normal, quente e fria. A consisténcia foi
caracterizada como normal (relativamente pastosa), firme e dura, segundo
Dirksen (1993)

Para melhor avaliagdo do grau de lesdo do parénquima glandular,
realizaram-se exames ultrassonogréaficos. Para tanto, animais eram mantidos em
tronco de contencdo, em posicdo quadrupedal, e submetidos a higienizacdo do
Ubere com agua e sabédo, secando-o, posteriormente, com papel toalha. O exame
ultrassonografico foi realizado com aparelho portatil®, equipado com transdutor
linear de 5MHz. Apés a aplicacdo de gel, o transdutor era apoiado e movimentado
sobre superficie da pele dos parénquimas mamarios, visando a realizacdo de

ultrassonogramas longitudinais e transversais.

3.8 Avaliacdo macroscopica da secrecdo lactea

As secrecdes colostrais colhidas de cada um dos quatro quartos mamarios
foram avaliadas de acordo com as recomendacdes de Maunsell et al. (1998), com
relacdo a cor, viscosidade, opacidade e consisténcia. Alguns jatos de colostro
foram desprezados em canecas de fundo escuro para verificar alteracdes
macroscopicas na secrecdo. A cor foi classificada como amarelada,
esbranquicada, avermelhada, incolor ou acastanhada. A viscosidade foi
classificada como viscosa (semelhante ao mel), ligeiramente viscosa (semelhante
ao leite) ou aquosa (semelhante a agua). A opacidade foi avaliada como opaca ou
transparente. A consisténcia foi determinada como normal, se ndo houvesse a

presenca de grumos, estrias de sangue ou pus.

* Mindray DP 2200vet, Shenzhen 518057, P. R. China.
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3.9 Realizacdo da CCS e do California Mastitis Test (CMT)

A analise das células somaticas das amostras de leite foi realizada nas
vacas imediatamente ap0s o parto, utilizando-se um contador de células
somaticas portatil*. Uma amostra representativa de cada quarto mamario (MIX) foi
coletada em um tubo Falcon estéril com 15 mL de capacidade.

O CMT foi realizado apdés a colheita de leite dos quartos mamarios,
individualmente, em uma bandeja apropriada. Adicionou-se detergente anionico
neutro®, que atua rompendo a membrana das células e liberando o material
nucleico (DNA), que apresenta alta viscosidade. De acordo com a intensidade da
reacao classificou-se em: negativa (0), levemente positivo (+), nitidamente positiva
(++) e fortemente positiva (+++) (GRUNERT, 1993). Dessa forma, quanto maior a
gelificacdo da amostra de leite, maior o escore atribuido a essa mistura (BIRGEL,
2004). Esse teste teve por finalidade identificar de maneira rapida e pratica os
animais acometidos por mastite assintomatica (SCHALM et al.,1971). O teste foi
realizado logo apds o parto, as 24 e as 48 horas ap0s o evento, e 0s resultados
anotados em fichas individuais.

3.10 Analise microbiolégica do colostro e leite

As andlises microbiolégicas foram realizadas no laboratério de
microbiologia do Departamento de Apoio, Producdo e Saude Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba/UNESP. A obtencdo e
acondicionamento das amostras foram feitos de acordo com as recomendacgdes
de Birgel Junior (2006), desprezando-se os trés primeiros jatos em um recipiente
de fundo escuro. Cerca de cinco mL de leite foram armazenados em tubos do tipo
Falcon estéreis, com capacidade para 15 mL, acondicionando-as em caixas de

isopor, sendo posteriormente congeladas a -20°C. Ap0s o descongelamento, as

“DeLaval cell counter DCC, DelLaval®, Estocolomo, Suécia

® Reagente CMT, FATEC IndUstria de nutricdo e salde animal LTDA, Aruja, Sdo Paulo
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mesmas foram semeadas em meio de agar sangue de equino desfibrinado e
MacConkey e incubadas a 37°C, sendo realizadas leituras do aspecto das
colbnias ap0s 24, 48 e 72 horas de incubacéao.

Estudou-se a morfologia das colbnias, anotando-se caracteristicas com
relacdo ao tamanho, forma, producdo ou ndo de pigmento e presenca de
hemdlise. Foram consideradas como cultura positiva quando havia o crescimento
de pelo menos trés colbnias idénticas em um mesmo meio de cultivo, exceto para
S. aureus, que se considerou como positiva a partir do crescimento de uma
colonia (NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1999). O isolamento dos
microrganismos foi feito de acordo com as técnicas descritas por (QUINN et al.,
1994).

3.11 Parametros bioquimicos do soro sanguineo e da secrecdao lactea.

As analises séricas foram realizadas no Centro de Pesquisa do
Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aracatuba/UNESP. A proteina total do soro sanguineo e
do soro lacteo foi determinada pelo método do Biureto (STRUFALDI, 1987),
utilizando reagentes comerciais®. As leituras foram feitas utilizando-se analisador
bioquimico” em comprimento de onda apropriado para o teste. O principio do
método baseia-se na reacdo de peptideos e proteinas presentes no soro
sanguineo e lacteo com ions de cobre, presentes no reativo biureto, em meio
alcalino, formando-se um complexo de coloragéo violeta.

Para o fracionamento proteico em SDS-PAGE foi utilizada a técnica
proposta por Laemmli (1970). Apés o fracionamento o gel foi corado por
aproximadamente duas horas em solucdo de Coomasie blue 0,2%, e
posteriormente, colocado em solucdo de acido acético 0,1% e alcool metilico
0,25% para retirar 0 excesso do corante, até que as fragcdes proteicas fossem

nitidas. O gel foi conservado em solucdo de acido acético a 7%. As fracdes foram

® Labtest, Diagnéstica, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil

" Celm,SB-190,Barueri, Sio Paulo, Brasil
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mensuradas por meio de um programa computadorizado®. Como referéncia foi
utilizada uma solucéo marcadora® com diferentes pesos moleculares de amplo e
estreito espectro, além das proteinas purificadas IgG sérica, transferrina,

lactoferrina, a;-glicoproteina acida, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina.

3.12 Determinacao das concentracfes de citocinas

A dosagem das citocinas foi feita por meio de kits comerciais pelo método
de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). O método é apontado como
sendo altamente especifico para a quantificacdo dessas moléculas em diferentes
fluidos corporeos.

Adotou-se o kit formulado para a espécie humana®®. As citocinas de
diferentes espécies podem ser homélogas, se a sequéncia de aminoacidos da
citocina da espécie analisada apresentar, no minimo, 60% de identidade com os
aminoacidos da espécie padrao do kit utilizado. As citocinas analisadas nesta
pesquisa seguiram este padrao (SCHEERLINCK, 1999).

As citocinas TNF-a e IL-6 foram obtidas do sobrenadante do colostro das
fémeas bovinas e no soro sanguineo de seus respectivos produtos. O principio do
ELISA baseou-se na presenca de um anticorpo monoclonal anti IL-6 e anti TNF-a
distribuidos nos pocos das placas. As citocinas presentes na amostra ou no
padrdo se ligam aos anticorpos adsorvidos nos pocos. A biotina conjugada
(anticorpo monoclonal anti-citocina) se ligou a citocina capturada pelo primeiro
anticorpo. A estreptavidina-HRP se ligou a biotina conjugada anti-citocina. Apos
trés horas de incubacdo a biotina e a estreptavidina-HRP foram removidas
durante a etapa de lavagem e a solucdo substrato reativa HRP adicionada aos
pocos. Uma reacao colorimétrica foi formada com a intensidade relacionada a
concentracdo de citocina presente na amostra estudada. A reacéo foi finalizada
com a adicdo de uma solucéo de parada (Acido fosforico 1M). A absorvancia foi

lida em 450nm. Uma curva padréo foi preparada a partir de sete diluices padroes

8 Image Quant TL GE healthcare, versdo 7, Buckinghamshire-U.K
® Sigma, St Louis, MO, USA
' GE HealthCare,Buckinghamshire, U.K.



e a concentracado das citocinas presentes determinada, com os resultados em
pg/mL.

No presente estudo, tanto para as amostras de soro sanguineo como para
0 sobrenadante da secrecéo lactea, foram adotadas as concentragcdes minimas
estabelecidas pelo fabricante quando os valores se mostravam negativos (BREEN
et al., 2011)

Para a determinacéo das citocinas utilizou-se o leitor computadorizado™ e

um software para a mensuracéo das concentracdes das amostras avaliadas™?.

3.13 Analise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e a homogeneidade de
variancias, pré-requisitos necessarios para a analise de variancia. As variaveis
foram submetidas a andlise de variancia, com medidas repetidas, sendo as
meédias comparadas por meio do teste de Tukey no nivel de significancia de 5%.
Os valores de ceruloplasmina e células somaticas foram transformados em log e
posteriormente submetidos aos testes estatisticos supracitados. As variaveis IL-6
e TNF-a foram analisadas usando o teste de Kruskal-Wallis para comparar os
grupos em cada momento e o teste de Friedman para comparar 0S momentos em
cada grupo, seguido do teste de Dunn para comparac¢des multiplas.

Empregou-se o teste de correlacdo de Spearman entre as variaveis
estudadas, considerando-se significativo os resultados quando p<0,05 ou p< 0,01.
Para variavel categorica, CMT, utilizou-se o teste de Mean-Whitney. Para as
demais variaveis categoéricas associadas a glandula maméaria (tamanho,
consisténcia, temperatura e cor) e a secrecdo colostral (cor, viscosidade,
opacidade e consisténcia) foram utilizados o teste de qui-quadrado ou teste exato
de Fisher para verificar a associacao entre grupos e variaveis estudadas.

Andlises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa SAS
(Statistical Analysis System). (ZAR, 1999).

11Spectra Count, Packard, Missouri City, USA
“GraphPad PRISM, La Jolla, CA92037 USA
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo fisica do Ubere, caracteristicas macroscoépicas e
laboratoriais de secrecdes colostrais oriundas de vacas saudaveis e com

mastite assintomatica e clinica.

4.1.1 Caracteristicas fisicas do Ubere e macroscépicas de secrecdes

lacteas

As caracteristicas fisicas da glandula mamaéaria estudadas foram escolhidas
em virtude de algumas alteragcbes estarem presentes na maioria dos animais com
mastite em plena lactacdo. Contudo, nem todos os animais puderam ser
avaliados. Um total de cinco animais (um do Gl, dois do GIl e dois do GIV)
apresentaram hipocalcemia pdés-parto impedindo o exame fisico na glandula
mamaria; no entanto, a colheita das amostras de colostro foi realizada em todos
os animais. As 36 glandulas avaliadas nos animais do grupo controle (Gl)
apresentaram, quase em sua totalidade, resultados de normalidade as avaliacGes
fisica e organoléptica do colostro e leite. Observou-se, logo apds a paricéo,
variabilidade das caracteristicas fisicas dos quartos mamarios nas vacas
pluriparas (Gll). Dos 32 quartos avaliados, 11 (34,3%) estavam com tamanho
normal ao exame fisico, e trés apresentavam-se firmes a palpacédo (9,37%).
Porém, das 40 secrecdes avaliadas, 10 ndo apresentavam a coloracao
caracteristica (amarelada). Quatro (10%) apresentavam-se acastanhada, quatro
(10%) com coloracédo esbranquicada e duas (5%) com coloracdo avermelhada,
porém sem a presenca de grumos, pus ou estrias de sangue.

Constatou-se, também, variabilidade das caracteristicas fisicas dos quartos
mamarios nos animais portadores de mastite assintomatica (GllIl). Dos 40 quartos
avaliados, 14 (35%) mostravam-se firmes a palpacdo, contudo, sem nodulos em

seu parénquima, sendo que 12 (30%) quartos mamarios possuiam tamanho
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normal e trés (7,5%) apresentavam-se pequenos. Entretanto, também né&o foram
constatados grumos, pus ou estrias de sangue na secre¢do colostral, indicando,
pela auséncia de alteracbes macroscoépicas, que esses animais efetivamente nao
apresentavam mastite clinica. Tal certeza foi corroborada pelo elevado nimero de
células somaticas nas amostras de secrecdo colostral de animais portadores de
mastite assintomética em relacdo aquelas do grupo controle, com concomitante
crescimento microbiano. Estes dados foram cruciais para confirmagéo do
diagnéstico diferencial.

As alteracdes da glandula mamaria também foram evidentes nos animais
possuidores de mastite clinica (GIV), ja que dos 32 quartos avaliados 12 (37,5%)
apresentaram consisténcia firme no momento do parto. A temperatura cutanea
encontrava-se elevada em trés (9,37%) quartos mamarios avaliados,
possivelmente em decorréncia do processo inflamatorio.

As glandulas de animais acometidos por mastite clinica e assintomatica
possuiam maior ecogenicidade no parénquima mamario quando comparadas com
aguelas de animais com glandulas consideradas sadias. Franz et al. (2009)
relataram que animais com mastite apresentam tais caracteristicas devido ao
aumento da celularidade do leite. Na tabela 1 observa-se que os animais do Glll e
GIV apresentam CCS superior aos animais sadios.

Segundo Maunsell et al. (1999), secrecdes colostrais com a presenca de
grumos e/ou sanguinolenta sdo achados caracteristicos de processo inflamatorio.
15 amostras de colostro dos animais do GIV apresentaram alteracdes
macroscopicas. Verificou-se a presenca de grumos em 10 amostras. Contudo, a
presenca de estrias de sangue foi verificada em somente duas amostras, com
coloracdo acastanhada e ndo hemorragica, contrariando, em parte, as afirmacdes
dos autores supracitados. Trés secrecfes possuiam grande quantidade de pus no
momento do parto. Somente uma glandula do GIV demonstrou secrecao colostral
avermelhada, sem ocorréncia de grumos, pus e estrias de sangue, no teste da
caneca de fundo escuro. A ordenha de leite com coloracdo avermelhada
(sanguinolenta) pode ser considerada como fisiolégica nos primeiros 10 dias de
lactacdo (GRUNERT, 1993).
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Nenhuma caracteristica fisica diferiu marcadamente entre 0s grupos
estudados. Em nenhum animal do GIV foi observada a presenca de grumos em
todos os quartos, confirmando que o processo inflamatério estava restrito a
somente a um unico quarto mamario. O mesmo foi observado por Maunsell et al.
(1998). No presente estudo a presenca de grumos, pus ou estrias de sangue no

colostro estava associada a presenca de mastite no momento do parto
(p<0,0001).

4.1.2 Determinagao de células sométicas e CMT

A determinacdo da CCS no leite € método convencional e amplamente
usado para o diagnéstico da mastite assintomatica em regifes de pecudria leiteira
desenvolvida. E também o parametro mais empregado para a avaliacdo da
qualidade higiénica do leite (HEESCHEN; REICHMUTH, 1995). A elevada
celularidade resulta em prejuizos para a cadeia leiteira, visto que a qualidade do
leite e de seus derivados se tornam extremamente comprometidas (KITCHEN,
1981). A CCS ¢ influenciada por varios fatores, mas especialmente pela presenca
de inflamagédo da glandula mamaria. Outros fatores que podem interferir sédo a
época do ano, a raga, o estagio de lactacdo, o numero de ordenhas, a producéo
de leite e 0 manejo alimentar (OSTRENSKY, 1999; VIANA, 2000). Raimondo et
al. (2006) observaram valores médios de células somatica no colostro de vacas
da raca Jersey logo apés o parto de 946.444 células/mL. Schutz et al. (1990),
trabalhando com vacas da raca Holandesa, Guernsey e Jersey, constataram
maiores valores para o inicio e final da lactacdo. Fagan et al. (2008) verificaram
aumento na CCS no final da lactacdo devido a diminui¢cdo da producao leiteira e
ao aumento da descamacéo do tecido epitelial. Maunsell et al. (1998) reportaram
valores médios de CCS para animais sadios no pos-parto de 891.000 células /mL.
Ressalta-se, porém, que elevadas contagens de CCS no pos-parto imediato, ndo
necessariamente, devem caracterizar a ocorréncia de mastite, pois além da CCS,
o isolamento microbiano, acompanhado das alteracdes fisicas da glandula e

macroscopicas do leite, dever-se-ao sempre ser levados em considerados.
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Contudo, ainda existe grande controvérsia a respeito da CCS em diferentes
estagios da lactagao. A definicao de “ndo doente” ou “ndo infectado” em relagao a
CCS tem apresentado valores discrepantes, que variam desde cerca de 100.000
até 500.000 células/mL para animais em plena lactacdo (CASURA, 1985). Os re-

sultados encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) da contagem de células
somaticas (CCS x 103mL) em amostras de colostro e leite de vacas
primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas pluriparas saudaveis (GlI=10),
vacas com mastite assintomatica (Glll, n=10) e vacas com mastite
clinica (GIV, n=10), imediatamente ap0s o parto (0), as 24 e as 48

horas ap0s o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

CCS (X=S)
Grupo
oh 24 h 48 h
Gl 992,29+ 927.00 Ab 550,00 + 669,58 Bb 362,96 + 506,47 BC
Gl 1290.63+1449.61 Ab  1164,06+2137,18 Ab  1212,50+2281,96 Ab
Gl 5735054+ 1677,75 Aa 1681,04 + 1159,83 Ba 1407,81+ 1149,47 Bb

GIV 3378,63 + 2856,93 Aa 2003,13 + 1235,39 Aa 1808,93 + 884,11 Aa

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna,

diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 1 - Representacdo gréafica dos valores médios da CCS no colostro e
leite de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomética (Glll), e vacas
com mastite clinica (GIV), imediatamente ap6s o parto (0), as 24 e

as 48 horas apos o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

A contagem de células somaticas nho momento do parto € alta em virtude
da presenca de inUmeras células de defesa (GODDEN, 2008). Observaram-se
concentracfes de células somaticas elevadas em todas as amostras obtidas no
pos-parto imediato (Tabela 1). Os animais do Gl e GIl ndo apresentaram
isolamento microbiano e nem alteracdes fisicas significativas no Ubere e na
secrecdo lactea no momento do parto. Portanto, a elevada celularidade das
amostras oriundas dessas vacas nao serviram como indicadoras de processo
inflamatorio e/ou infeccioso do parénquima glandular nessa fase de lactacao.
Diferenca significativa entre a CCS dos animais acometidos por mastite (Glll e
GIV) dos animais sadios (Gl e GIl) (Tabela 1) foi identificada. Denotou-se,
também, diminuicdo gradativa dos valores médios ao longo das 48 horas pos-
parto. Somente nos Grupos | e lll constatou-se diferenca entre os momentos
estudados, fato nao verificado nos valores obtidos dos animais do Grupo Il e IV
(Tabela 1 e Gréfico 1).



Os resultados de CCS obtidos no poés-parto imediato dos animais com
mastite clinica, por serem menores, diferem dos observados por Maunsell et al.
(1998), que verificaram média de 4413x103/mL em animais da raca Holandesa
que pariram com mastite sintomatica. Entretanto, Ferdowski Nia et al. (2010), ava-
liando 69 vacas holandesas que apresentaram mastite no momento do parto, ob-
servaram variagdo no numero de células somaticas entre 960 - 5051x 103 células
/mL de leite. Esses autores constataram que essa diferencga de valores era devida
as variadas intensidades de mastite que esses animais apresentavam no momen-
to do parto. Segundo Kitchen (1981), dependendo da severidade, da extenséo, da
infeccdo e do tipo de microrganismo, a CCS pode apresentar uma ampla varia-
cdo. Contudo, os valores médios observados no presente estudo, para animais
que pariram com mastite clinica e assintomatica, estavam dentro da faixa de valo-
res descritos por esses pesquisadores.

A identificacdo dos animais com mastite assintomatica em plena lactacéo
é realizada invariavelmente por meio do CMT, CCS e isolamento microbiologico.
Foram realizados os testes da caneca de fundo escuro e do CMT das secrecdes
lacteas obtidas logo ap6s a paricdo. A realizacdo do CMT no pds-parto imediato
€, na maioria das vezes, considerada como positiva (SCHALM et al., 1971). Esse
teste apresenta, entretanto, o inconveniente da subjetividade, sujeito a produzir
resultados falso-positivos e falso-negativos.

Diferentemente dos animais com mastite clinica, a mastite assintomatica
nado se caracteriza pela presenca de grumos na secrecdo lactea. Segundo
Maunsell et al. (1999), o CMT € arma util para a identificagdo da mastite nos
animais recém-paridos. Deve-se atentar, contudo, que outras caracteristicas
colostrais, tais como a presenca de estrias de sangue, pds ou grumos na
secrecdo lactea, também devem ser associadas a ocorréncia de mastite no
periodo em questdo. Birgel (2004) relatou que apesar das inumeras
particularidades entre o numero de células somaticas e os diferentes estagios de
lactacdo, ndo h& davidas que os resultados positivos no CMT sdo, em sua
maioria, oriundos de mastite.

Com o passar do tempo, a intensidade da reacéo diminuiu gradativamente.

Segundo Godden (2008), ha diminuicdo das células liberadas pela secrecdo
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lactea com o passar das horas pés-parto, fato que elucida a diminuicdo gradativa
da intensidade das reagcfes. Nos animais que pariram com mastite clinica, os
quartos anteriores receberam maior nimero de resultados considerados como
nitidamente e fortemente positivos (53,84%). Porém, o fato inverso foi observado
nos animais que pariram com mastite assintomatica (60%).

O teste do CMT foi feito em 40 glandulas de vacas primiparas logo apos a
paricdo. Dentre estas, 20 glandulas receberam resultado levemente positivo (+),
representando a pontuacdo mais obtida nos animais desse grupo. Contudo, em
virtude da elevada concentracao de células de defesa, 14 glandulas apresentaram
reacoes fortemente positivas (+++), tornando-se o segundo resultado mais
observado.

Da mesma forma, 40 glandulas dos animais do Gll foram analisadas logo
apos o parto. Destas, 14 quartos mamarios foram classificados como levemente
positivas (+). Secrecdes oriundas de 15 glandulas receberam o resultado negativo
(0) no momento do parto. Porém, cinco secrecdes possuiam reacdes fortemente
positivas (+++) e seis nitidamente positiva (++).

Houve equilibrio dos valores do CMT das secrecdes lacteas de vacas com
mastite assintomatica obtidas no momento do parto. Constatou-se o escore de
trés cruzes em 12 (30%) amostras e de duas cruzes em outras 10 (25%)
amostras, das 40 secrecdes avaliadas. Dessa forma, ao menos uma glandula de
cada animal apresentava, no momento do parto, escore de CMT de duas ou trés
cruzes. Menos da metade das amostras (45%), no entanto, mostrava-se negativa
ao teste ou fracamente positiva (+). De 40 glandulas de animais com mastite
sintomética avaliadas no momento do parto, 21 tinham escore de trés cruzes e
cinco de duas cruzes, representando, tais resultados, 65% do total de amostras

avaliadas.
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GRAFICO 2 - Representacdo grafica dos escores do CMT, em amostras de
colostro de vacas primiparas e pluriparas saudaveis (Sadio) e
vacas com mastite assintoméatica e clinica (Mastite),

imediatamente apos o parto. Aracatuba-SP, 2013.

Os resultados obtidos nessa pesquisa diferem dos dados de Raimondo et
al. (2006). Esses autores observaram maior numero de reacdes negativas ao
CMT em animais sadios da raca Jersey, no momento do parto. No presente
estudo, os animais sadios receberam como resultado mais comum o0 escore
fracamente positivo (+) e aqueles com mastite fortemente positivo (+++). Talvez
essa diferenca seja devido aos diferentes tipos de manejo e de racas estudados.
Outro fator se deve, possivelmente, ao fato que o referido autor ndo utilizou
amostras de colostro com isolamento microbiolégico positivo, diferentemente do
presente estudo.

Houve diferenca significativa entre os resultados de CMT (p=0,0016)
para amostras de glandulas mamarias de animais sadios e acometidos por
mastite assintomatica e clinica. Os valores referentes as amostras obtidas dos
animais com mastite, a primeira ordenha, estdo de acordo com o0s resultados
obtidos por Maunsell et al. (1999). Segundo esses pesquisadores, o CMT é parte
importante de um conjunto de artificios utilizados para o diagnodstico da mastite

em secregOes colostrais. Esses autores concluiram que escore de CMT = 2 (++
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ou +++) no pos-parto imediato € caracteristico de secrecdo oriunda de animais
com mastite. No presente estudo, 33 secre¢des oriundas de animais com mastite
(Glll e GIV) apresentaram o0 escore +++ e outras 15, o escore ++, 0 que

representa cerca de 60% do total de amostras avaliadas.

4.1.3 Exame microbioldgico das secrecdes lacteas

O manejo correto na secagem dos animais é fundamental para o inicio da
lactacdo sem transtornos. Nessa fase, as defesas celulares da glandula maméaria
estdo diminuidas, deixando o animal a mercé de patdogenos ambientais. Além da
diminuicdo da atividade fagocitica de inimeros componentes celulares, a
producdo do colostro aumenta a presséo intra-mamaria dilatando o canal do teto.
Ha, consequentemente, gotejamento da secrecdo colostral e a liberacdo da
camada de queratina, deixando o canal do teto aberto para a entrada de agentes
patogénicos (SORDILLO; STREICHER, 2002).

Devido a grande variabilidade de microrganismo que podem causar
mastite, é essencial para o diagndstico seguro e correto que todas as amostras
submetidas para exame laboratorial sejam colhidas assepticamente e em frascos
estéreis. Todos o0s requisitos de higiene e conservacdo para obtencdo e
armazenamento das amostras, que foram enviadas ao exame microbiolégico para
impedir o crescimento de contaminantes, foram adotados no presente estudo.
Houve o crescimento microbiano em somente quartos mamarios dos animais que
apresentaram mastite assintomatica e sintomatica no momento do parto.
Amostras lacteas oriundas dos animais do Gl e Gll ndo evidenciaram isolamento
microbiolégico. Como discutido anteriormente, esses animais possuiam maiores
valores de células soméaticas do que os animais sadios, logo apés a paricao,
corroborando com a afirmacéo de que o isolamento microbiano causa aumento da
CCS (FERDOWSKI NIA et al., 2010; OSTRENSKY, 1999; SORDILLO;
STREICHER, 2002).

Geralmente as infeccbes no periodo seco resultam em casos de mastite
sintoméatica no periodo pos-parto (OLIVER; SORDILLO, 1988). Constatou-se, no



presente estudo, 41 quartos mamarios (25,62%) com crescimento microbiano.
Portanto, é possivel que essas espécies tenham infectado a glandula mamaria
desses animais durante o referido periodo.

Tabela 2- Numero (N°), porcentagem (%) e identificacdo microbiolégica em
amostras de colostro obtidas de 20 vacas holandesas com mastite
assintomatica e clinica. Aragatuba-SP, 2013.

Classificacéao Grupo  N°amostras Glandulas Identificac&do (N9)
Mastite infectadas
(N2 e %)

Streptococcus sp. (16)

Staphylococcus intermedius (04)

Staphylococcus sp. (03)
Assintomatica ] 40 28 (70%) Mannheimia haemolytica (02)

Staphylococcus aureus (01)

Trueperella sp. (01)

Bacilos Gram — (01)

Streptococcus sp. (05)
Staphylococcus intermedius (04)

Clinica v 40 13 (32,5%)  Staphylococcus sp. (02)
Staphylococcus aureus (01)
Bacilos cereus (01)

Ocorreu isolamento majoritario de Streptococcus sp. em animais que
pariram com mastite assintomatica quando comparado com aqueles que pariram
com mastite clinica; porém, estes ndo apresentaram anormalidades no exame
macroscopico da secrecdo colostral. No GIV houve o isolamento majoritario de
Staphylococcus sp.

Das 40 amostras obtidas de glandulas mamarias de vacas que pariram
com mastite assintomatica, constatou-se o crescimento de Streptococcus sp. em
57,14%, e de S. intermedius em 14,28% delas. Apesar do isolamento de um
maior nimero de agentes nas glandulas mamarias dos animais do GllII, ndo se
verificaram grandes altera¢cdes no exame fisico da mama nem macroscopicas no
colostro avaliado. Aléem do mais, esse maior numero de agentes ndo proporcionou
valor médio de células soméaticas superiores aos animais com mastite sintomatica.

Porém, a elevada CCS e um maior numero de reac¢des nitidamente e fortemente



positivas ao teste do CMT, foram preditoras da presenca de processo inflamatério
ndo observado a inspegéo.

Em 40 secre¢bes do GIV avaliadas, somente 13 apresentaram cultivo
microbiolégico positivo. O Staphylococcus sp. foi isolado em 53,84% (7
glandulas), sendo que o S.intermedius foi 0 agente mais comum (4 glandulas).
Um total de 15 glandulas dos animais do GIV apresentaram grumos, pus ou
estrias de sangue no colostro, porém em duas amostras nao houve isolamento
microbiano.

Os resultados acima concordam da literatura compulsada. Fecteau et al.
(2002) os quais, analisando 234 amostras de colostro, obtiveram isolamento
majoritario de Staphylococcus sp. Segundo Oliver e Sordillo (1988), o
Staphylococcus sp. sdo os agentes patdégenos mais frequentes nas mastites de
bovinos que ocorrem no periodo seco. Maunsell et al. (1998) em seu estudo
observaram isolamento majoritario de S. hyiucus em animais que pariram com
sinais de mastite clinica. No que tange aos animais do grupo com mastite
assintomatica, os resultados obtidos concordam com Urech et al. (1999) que
afirmam ser o Streptococcus sp. um dos principais agentes causadores de
mastite assintomatica.

Do total de glandulas avaliadas, dois animais apresentaram o isolamento
de mais de um agente etiologico. Em um animal do Glll foram isolados
Streptococcus sp. e Staphylococcus intermedius, e em outro, pertencente ao GIV,

foram isolados Streptococcus sp. e Staphylococcus sp.

4.2 Proteinograma das secrecdes lacteas

O eletroforetograma das proteinas do soro lacteo permitiu a identificacao
de até 14 fracdes proteicas. Desse total, seis foram consideradas de interesse e
tiveram suas concentragcdes mensuradas, a saber: imunoglobulina A, lactoferrina,
albumina de origem plasmatica, imunoglobulina G total, B-lactoglobulina e a-

lactoalbumina
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4.2.1 Proteina total do soro lacteo

Verificaram-se maiores concentracdes de proteina total do soro lacteo de
vacas acometidas por mastite clinica quando comparado aos animais saudaveis
no dia do parto. Os dados aqui apresentados concordam com Sant’ana (2004). O
aumento da proteina total do soro lacteo ocorre devido & intensa transudacao de
moléculas oriundas do plasma para o interior da glandula mamaria inflamada,
devido ao aumento da permeabilidade vascular local (KITCHEN, 1981).

Sant’ana (2004) néao verificou diferenca significativa nos teores de proteina
total do soro lacteo em animais com diferentes nimeros de lactacdo. O mesmo foi
observado no presente estudo. Ocorreu reducdo gradual na concentracdo de
proteina total do soro lacteo ao longo do periodo experimental. Porém, Rocha
(2010) verificou valores significativamente inferiores de proteina no soro lacteo de
secrecdes colostrais de vacas primiparas em relacdo as pluriparas, diferindo do
presente estudo.

Segundo Smith et al. (1985), vacas primiparas apresentam celularidade
menor na secrecdo colostral quando comparadas as fémeas pluriparas.
Possivelmente, vacas velhas apresentam maior numero de ordenhas e,
conseguentemente, maior exposicdo aos patdégenos do meio ambiente do que

animais de primeira cria.
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Tabela 3- Valores médios (X) e desvio-padréo (S) do teor de proteina total (g/dL)
em amostras de colostro e leite de vacas primiparas saudaveis (Gl,
n=10), vacas pluriparas saudaveis (GlI=10), vacas com mastite
assintomatica (GlIl, n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10),
imediatamente apos o parto (0), as 24 e as 48 horas ap0s o referido
evento. Aracatuba-SP, 2013.

Proteina Total (X+ S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 15,30£2,27 Ab 7,98+4,31 B 6,46+7,17 B
Gli 15,30£3,77 Ab 6,66+4,65 B 2,05+0,96 B
Gl 17,16£1,11 Aab 4,64+2,25 B 2,56+0,63 B
GIV 20,43+1,43 Aa 6,16+3,16 B 2,20+0,65 B

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna,
diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 3 - Representacdo grafica do teor de proteina total (mg/dL) no soro

lacteo de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas

saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica (Glll) e vacas

com mastite clinica (GIV), imediatamente apds o parto (0), as 24 e

as 48 horas ap6s o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

4.2.2 Teor de imunoglobulina A (IgA) no soro lacteo

N&o foi observada diferenca significativa entre 0s grupos quanto aos teores

de IgA no soro lacteo. Suas concentracdes foram significativamente maiores no

momento do parto e, com a evolucdo do tempo, houve reducédo gradual até o

segundo dia de avaliacdo. O mesmo comportamento foi observado por Rocha

(2010), ndo se verificando diferenca em relacdo ao numero de paricbes das

vacas.

A IgA é produzida pelos plasmdcitos da glandula mamaria e transmitida,

pelo colostro, para o neonato. E a principal imunoglobulina no colostro das

diferentes espécies de mamiferos, exceto nos ruminantes, onde representa,

aproximadamente, 5% das imunoglobulinas (Larson et al., 1980). Kehoe et al.

(2007) observaram valores de 166mg/dL nos teores de IgA no colostro de vacas
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holandesas por meio da técnica de imunodifuséo radial. Rocha (2010), utilizando
a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, obteve valores semelhantes
aos encontrados no presente estudo.

Tabela 4- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) do teor de imunoglobulina A
(mg/dL) em amostras de colostro e leite de vacas primiparas saudaveis
(Gl, n=10), vacas pluriparas saudaveis (Gll=10), vacas com mastite
assintomatica (GllIl, n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10),
imediatamente apos o parto (0), as 24 e as 48 horas apos o referido
evento. Aracatuba-SP, 2013.

IgA (X£S)
Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 661,68+132,97 A 318,13+207,75 B 52,26x+27,74 C
Gll 700,84+105,90 A 152,64+80,22 B 31,81+15,22 C
Gl 537,03+126,16 A 113,21+46,88 B 37,36+9,56 C
GIV 550,49+195,22 A 227,42+154,36 B 44,59+19,51 C

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 4 - Representacéo gréafica do teor de imunoglobulina A (mg/dL) no
soro lacteo de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica (Glll) e vacas
com mastite clinica (GIV), imediatamente apds o parto (0), as 24
e as 48 horas apos o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

4.2.3 Teor de lactoferrina (LF) no soro lacteo

Constatou-se reducédo gradual dos teores de LF ao longo do periodo
experimental. As secrecdes colostrais dos animais do GIV apresentaram, apds a
paricdo, concentracdes de LF mais elevadas. Sant’ana (2004) observou a mesma
tendéncia em seus resultados, porém, ndo verificou diferenca significativa entre
secrecfes de animais sadios e com isolamento microbiano.

A presenca de infeccdo intramamaria causa aumento nos teores de LF no
leite. Grande parte das células somaticas, normalmente aumentada nessa
situacdo, € composta pelos neutrofilos produtores da LF (SANT'ANA, 2004; TSUJI
et al., 1990). Kawai et al. 1999, constataram maior valor da LF em leite de animais
com mastite assintomatica e sintomatica em relacdo aos animais sadios, tendo

sido a presenca de microrganismo fator preponderal para tal achado. No presente



estudo observou-se aumento da LF somente em animais do GIV. Esses, por sua
vez, também possuiam valores elevados de CCS quando comparados aos
animais sadios. Porém, a LF do colostro dos animais do Glll n&o diferiu
significativamente da dos Grupos Gl e GlI.

Corroborando os achados de Tsuji et al. (1990), obteve-se correlacao
positiva entre os valores de LF e de células sométicas entre os grupos estudados
(p<0,05; r=0,44), confirmando que cerca de 90% das células somaticas
observadas em secrecbes mamitosas sdo constituidas por neutrofilos
(SORDILLO; STREICHER, 2002).

O teor de LF colostral no Gl e GlI foi superior ao encontrado por Sant'ana
(2004) no colostro de vacas da raca Jersey e Gir (67,62+35,80mg/dL). Esse
mesmo autor observou valores de LF em secrecdes lacteas mamitosas
(121,43+97,28 mg/dL), consideravelmente diferentes dos resultados apresentados
no presente estudo. Contudo, 0 mesmo autor observou tal valor em animais em
que apresentaram mastite em plena lactacdo. Tsuji et al. (1990) estudando
colostro de vacas da raga holandesa verificaram valores inferiores aos
encontrados no presente estudo (196+27 mg/dL) obtidos por meio do teste de
imunodifusdo radial. Essa discrepancia de valores pode ter ocorrido em virtude
das diferentes racas e técnicas laboratoriais utilizadas.

A LF é uma glicoproteina produzida pelos neutréfilos (ARNOLD et al.,
1980). Desempenha importante papel na defesa tanto na glandula mamaria dos
animais em lactacdo como da mucosa intestinal contra infeccées (CHENG et al.,
2008; ROBBLEE et al., 2003). Sua funcdo é de quelar o ferro, um dos principais
substratos para 0 crescimento microbiano, atuando, assim, de forma
bacteriostatica (ARNOLD et al., 1980). Outras possiveis acdes dessa proteina
estdo vinculadas ao aumento da permeabilidade da parede bacteriana aos
antibiéticos e a ligagdo a membrana externa das bactérias Gram-negativas,
causando rapida liberacdo da lipossacaridases e aumento na permeabilidade da
membrana (ARNOLD et al., 1977).
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Tabela 5- Valores médios (X) e desvios-padréo (S) do teor de lactoferrina (mg/dL)

em amostras de colostro e leite de vacas primiparas saudaveis (Gl,
n=10), vacas pluriparas saudaveis (GIlI=10), vacas com mastite
assintomatica (Glll, n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10),
imediatamente apds o parto (0), as 24 e as 48 horas apos o referido

evento. Aracatuba-SP, 2013.

Lactoferrina (X = S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 870,66+66,32 Ab 457,85+212,95Ba  56,28+30,54 Ca
Gll 903,15+189,16 Ab 311,12+163,51 Ba 95,04+45,47 Ca
Glli 942,50+155,70 Ab 257,39+83,34 Ba 109,40+56,10 Ca
GIv 1413,71+357,24 Aa  420,99+215,18 Ba  131,45%+47,69 Ca

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna,

diferem entre si (p < 0,05)



1600
1400 X

1200 \
1000 \

= N ——Gl
=]
S 800 N
& \\\ —=—Gll
= 600
Glll
400 GV
200
0 T T 1
0h 24h 48h

Horas

GRAFICO 5 - Representacido grafica do teor de lactoferrina (mg/dL) no soro
lacteo de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica (Glll) e vacas
com mastite clinica (GIV), imediatamente apds o parto (0), as 24 e
as 48 horas apos o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

4.2.4 Teor de albumina no soro lacteo

N&o houve diferenca significativa entre 0s momentos a partir do primeiro
dia ap6s o parto, com exce¢do do GI, as 24 horas, quando comparado as 48
horas. Com relacao aos grupos, o GIV possuiu teores de albumina no soro lacteo
superior aos demais grupos no dia do parto. Animais do GIll seguiram a mesma
tendéncia dos do Glll, as 24 horas. As amostras dos animais do GIV tinham
valores intermediarios e, o GlI, superiores para 0 mesmo periodo. No segundo dia
apos o parto, nao se verificou diferenca significativa entre os grupos estudados.

Riolett et al. (2000), apds a inducdo de mastite experimental em vacas
holandesas saudaveis, observaram valores médios semelhantes aos encontrados
(1040+360mg/dL). Segundo Bounous (2000), o aumento dessa fracdo proteica

esta intimamente ligado a presenca do processo inflamatério na glandula



mamaria, ja que essa molécula participa da defesa do Ubere, apresentando
funcdo antioxidante, por agir nos radicais livres oriundos do processo inflamatério.
Portanto, existiria correlagcdo direta entre a sua concentracdo e a CCS nas
secrecbes mamitosas, fato observado nos grupos estudados (p<0,05; r=0,41).

A molécula de albumina encontrada no leite € a mesma do sangue
(KANEKO, 2008). Sua concentracdo aumenta em algumas situacbes que a
glandula maméria enfrenta, como por exemplo, durante a mastite assintomatica e
sintomatica (RIOLLET et al., 2000).

Sant’ana (2004) observou elevados teores séricos de albumina nos animais
com mastite sintomatica quando comparado com 0s animais sadios. Esse mesmo
autor, contudo, ndo percebeu diferencas significativas entre secrecdes lacteas de
animais sadios e com isolamento microbioldégico. As mesmas observagées foram

constatadas no presente estudo.

Tabela 6- Valores médios (X) e desvios-padrédo (S) do teor de albumina (mg/dL)
em amostras de colostro e leite de vacas primiparas saudaveis (Gl,
n=10), vacas pluriparas saudaveis (GIlI=10), vacas com mastite
assintomatica (Glll, n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10),
imediatamente apds o parto (0), as 24 e as 48 horas apés o referido
evento. Aracatuba-SP, 2013.

Albumina (X+S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 456,37£318,49 Ab  529,18+284,25Aa 56,02+68,89 Ba
Gli 560,09+£121,59 Ab 151,51+79,63 Bb 36,52+17,50 Ba
Gl 646,17+210,34 Ab  158,08+122,99 Bb 61,05+56,40 Ba
GIV 1307,52+309,15Aa 369,63+253,49 Bab 100,53+44,42 Ba

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mintscula na coluna,

diferem entre si (p < 0,05).
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GRAFICO 6 - Representacdo grafica do teor de albumina (mg/dL) no soro lacteo
de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas saudaveis
(GlI), vacas com mastite assintomatica (GlIl) e vacas com mastite
clinica (GIV), imediatamente apo6s o parto (0), as 24 e as 48 horas

apos o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

4.2.5 Teor de imunoglobulina G total no soro lacteo

O teor de imunoglobulina G total (IgG) no soro lacteo foi superior nos
animais do GIV quando comparado aos demais grupos no momento do parto.
Constataram-se maiores concentracdes desta proteina a paricdo e reducéo
gradativa até o segundo dia de lactacdo, em todos os grupos estudados. Segundo
Godden (2008), animais com duas ou mais lactacbes apresentam maior
concentracédo de IgG no colostro quando comparados aos de primeira lactacao.
Porém, no presente estudo ndo foram observadas diferencas entre os animais do
Gl e GII. Santana (2004) verificou valores superiores de imunoglobulinas em

animais de quatro ou mais lactacOes, valores intermediarios em animais de



primeira lactacdo, e valores inferiores em animais de duas ou trés lactacdes.
Rocha (2010) ndo denotou diferenca significativa entre animais de primeira cria
com animais de duas crias ou mais.

A 1gG é a porgcdo mais representativa dos anticorpos presentes no colostro
bovino, representando cerca de 85-90% do total de imunoglobulinas. Esse is6topo
atravessa a barreira existente entre a glandula mamaria e a corrente sanguinea,
onde se origina, para incorporar-se ao colostro (LARSON et al., 1980). Essa
imunoglobulina tem papel principal na transferéncia de imunidade passiva devido
a sua acao de identificar e destruir os patdbgenos aos quais 0 neonato € exposto
nos primeiros momentos de vida (TIZARD, 2008).

Sordillo et al. (1997) relataram maior producao dessas proteinas durante a
mastite. Esses mesmos autores afirmaram que as elevadas concentracoes
dependiam da quantidade de células produtoras dessas moléculas na glandula
mamaria e do grau de permeabilidade da barreira do parénquima glandular.
Sant’ana (2004) observou valores de imunoglobulinas superiores em animais com
mastite sintomatica quando comparado a animais sadios. Maunsell et al. (1998)
nao denotaram diferencas significativas entre os valores de animais com e sem
infeccdo persistente na glandula mamaria.

Vacas de alta producdo podem produzir colostro com menor concentracao
de imunoglobulinas mesmo na primeira lactacdo (MAUNSELL, et al., 1998). O
namero de lactacdes, duracdo do periodo seco e a raca desses animais,
influenciam tanto o volume quanto a concentracdo de imunoglobulinas no colostro
(MAUNSELL et al., 1998; MULLER; ELLINGER, 1981). Outros fatores que podem
causar a diminuicdo da concentragcdo de imunoglobulinas no colostro sédo o
gotejamento de colostro, antes e/ou durante o parto (PETRIE, 1984), atraso na
primeira ordenha pos-parto (KRUSE, 1970), deficiéncia de selénio (SWEKER et
al., 1995) e estresse calérico (NARDONE et al., 1997); entretanto, a grande
variacdo da concentracdo de imunoglobulinas colostral entre as vacas ainda
continua permeada de duvidas.

O teor de IgG total no soro lacteo das vacas no dia do parto correlacionou-

se com o teor de proteina total no soro lacteo no dia do parto (r=0,73, p<0,01).
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Tabela 7- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) do teor de imunoglobulina G

total (mg/dL) em amostras de colostro e leite de vacas primiparas

saudaveis (Gl, n=10), vacas pluriparas saudaveis (Gl1=10), vacas com

mastite assintomatica (Glll, n=10) e vacas com mastite clinica (GIV,

n=10), imediatamente apds o parto (0), as 24 e as 48 horas apos o

referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

IgG (X% S)
Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 7530,18+1363,54Ab 3697,36+978,21 B 771,98+250,77 C
Gli 8020,25+1210,22Ab 3014,90+1584,44 B 913,68+437,15C
Glli 8668,18+976,28Aab 2483,99+985,58 B 1187,98+515,57 C

GIV 10193,11+619,50Aa 2885,56+1651,24 B

893,67+253,39 C

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna,

diferem entre si (p < 0,05).
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GRAFICO 7 - Representacéo gréafica do teor de imunoglobulina G total (mg/dL) no
soro lacteo de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomética (GlIl) e vacas
com mastite clinica (GIV), imediatamente apds o parto (0), as 24 e

as 48 horas apos o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

4.2.6 Teor de B-lactoglobulina no soro lacteo

N&o se constatou diferenca significativa entre os grupos no decorrer do
periodo experimental. As maiores concentracfes foram verificadas no dia do
parto. A mesma tendéncia foi observada por Rocha (2010). Sant’'ana (2004) ndo
denotou diferenca significativa entre animais com mastite sintomatica e animais
sadios. Porém, relatou maior elevacdo dessa proteina em animais de primeira cria
guando comparados as vacas de quatro ou mais lactacoes.

O presente estudo mostrou que o isolamento de um agente microbiano em
uma glandula sem sinais de processo inflamatorio ndo é fundamental para alterar
as variantes proteicas de origem glandular, tais como a B-lactoglobulina e a-
lactoalbumina. O mesmo resultado foi corroborado por Sant’ana (2004). Porém,

Randolph et al. (1974) e Boehmer et al. (2010), observaram declinio dessa fracao



proteica na secrecdo lactea de animais com mastite experimental. Essa
divergéncia de resultados pode ser explicada pelo método utilizado por esses
autores e pelo microrganismo utilizado para a indugcéo experimental do processo
inflamatorio na glandula mamaria.

Rocha (2010) relatou concentracbes de B-lactoglobulina superiores as
apresentadas no presente estudo. Folch et al. (1999) relataram que essa proteina
apresenta diferenca proporcional e qualitativa nas diferentes racas de bovinos. A
B-lactoglobulina é a proteina mais abundante no soro do leite maduro. Essa
molécula é sintetizada exclusivamente na glandula mamaria (MEZA-NIETO et al.,
2007). Sua funcao ainda nédo esta totalmente esclarecida, mas acredita-se que ela
seja responséavel por transmitir o retinol para o neonato (HOGARTH et al., 2004).
Essa proteina apresenta duas variantes genéticas A e B (MEZA-NIETO et al.,
2007). Segundo Rocha (2010), a técnica de eletroforese permite a separacao de

uma ou ambas variantes.

Tabela 8- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) do teor de B-lactoglobulina
(mg/dL) em amostras de colostro e leite de vacas primiparas saudaveis
(Gl, n=10), vacas pluriparas saudaveis (Gll=10), vacas com mastite
assintomatica (GlIl, n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10),
imediatamente apds o parto (0), as 24 e as 48 horas apos o referido
evento. Aracatuba-SP, 2013.

B-lactoglobulina (X +S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 3603,87+1122,82 A  1683,48+728,65B  824,14+266,53 B
Gll 3422,20+514,60 A 1515,88+796,65 B 664,12+317,75 B
Glll 3312,79+1488,29 A  1191,36+774,34 B  670,29+184,20 B
GIvV 3665,64+1734,14 A  1062,49+437,78 B 536,99+120,28 B

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 8 - Representacéo grafica do teor de B-lactoglobulina (mg/dL) no soro
lacteo de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (Gll), vacas com mastite assintoméatica (Glll) e vacas
com mastite clinica (GIV), imediatamente apés o parto (0), as 24 e
as 48 horas apos o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

4.2.7 Teor de a-lactoalbumina no soro lacteo

O teor de a-lactoalbumina no soro lacteo nédo diferiu entre os diferentes
grupos estudados ao longo das 48 horas. Porém, em todos os grupos e ao longo
do tempo, houve decréscimo na sua concentracdo, sendo significativamente
inferior no ultimo periodo avaliado.

A a-lactoalbumina, assim como a B-lactoglobulina, é uma fracdo proteica
sintetizada pela glandula mamaria (SANT'ANA, 2004). A a-lactoalbumina
apresenta papel essencial na biossintese da lactose sendo de importancia para o
neonato (MAO et al., 1991). E também importante fonte de proteina e ajuda na
producéo e secrecéo do leite (FARRELL JUNIOR et al.,2004).

Boehemer et al. (2010) relataram menores concentracdes dessa proteina

em animais com infeccbes mamarias, o que difere dos resultados apontados no



presente estudo. Contudo, Sant’ana (2004) também n&o observou diferencas
significativas entre os teores séricos dessa proteina em animais com mastite
sintomética. Talvez a intensidade da inflamacéo e a espécie do microrganismo
responsavel pelo processo inflamatorio possam justificar a discrepancia entre os
diferentes resultados.

Rocha (2010) reportou maiores concentragdes de a-lactoalbumina em
vacas pluriparas quando comparado a vacas primiparas. Diferindo desses
autores, o presente estudo ndo denotou diferencas entre animais do Gl e GIl.
Porém, nos resultados aqui apresentados, observou-se tendéncia de maiores
valores em amostras de vacas pluriparas quando comparados aquelas de animais

de primeira cria.

Tabela 9- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) do teor de a-lactoalbumina
(mg/dL) em amostras de colostro e leite de vacas primiparas saudaveis
(Gl, n=10), vacas pluriparas saudaveis (Gll=10) vacas com mastite
assintoméatica (Glll, n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10),
imediatamente apds o parto (0), as 24 e as 48 horas apos o referido

evento. Aracatuba-SP.

o-lactoalbumina (X S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 491,03+84,57 A 403,41+287,87 A 158,33+81,24 B
Gli 703,53+155,73 A 258,52+135,86 B 147,53+70,58 B
Gl 612,43+157,21 A 208,39+72,62 B 173,83+55,33 B
GIV 559,80+176,98 A 219,40+57,21 B 117,34+21,09 B

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 9 - Representagdo grafica do teor de a-lactoalbumina (mg/dL) no soro
lacteo de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica (Glll) e vacas
com mastite clinica (GIV), imediatamente apds o parto (0), as 24 e
as 48 horas apos o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

4.2.8 Teor de citocinas no sobrenadante do colostro e do leite das

vacas

N&o foram observadas diferencgas significativas entre 0s grupos no que se
refere as concentracbes de IL-6 e TNF-a. No entanto, os animais do Gl
apresentaram os menores valores medianos de TNF-a ao parto e os valores
maximos 24 horas apos o referido evento. Os valores medianos e médios para as
citocinas IL-6 e TNF-a no sobrenadante do colostro foram inferiores aos
observados por Madureira (2011). Esses autores encontraram valores Seéricos
medianos de 31,3 e 39,2 pg/mL e valores médios de 33,4 e 80,0 pg/mL para IL-6
e TNF-a, respectivamente, para colostro de animais sadios. Foram encontrados
valores médios de 2,24 e 13,58 pg/mL de IL-6 e 18,0 e 17,80 pg/mL de TNF-q,

para vacas saudaveis primiparas e pluriparas, respectivamente.



Hagiwara et al. (2000) observaram a presenca de RNAm para diferentes
tipos de citocinas, incluindo o TNF-a e IL-6, em células isoladas do colostro de
bovinos sadios. Ou seja, a presenca dessas moléculas no colostro independe da
presenca de agente patogénico. Esses mesmos autores, usando kits de ELISA
para bovinos, encontraram valores para IL-6 e TNF-a de 770,0 e 9260,5 pg/mL,
respectivamente. Esses valores foram superiores aos obtidos na presente
pesquisa. Enfatiza-se que esses autores utilizaram citocinas purificadas, as quais
atuam como imundgenos, estimulando, assim, maior liberacdo dessas moléculas.

Segundo Vels et al. (2009) a presenca de processo inflamatorio na
glandula mamaéaria estimula a producado das citocinas pro-inflamatérias como TNF-
a e IL-6. Hisaeda et al. (2001) determinaram os valores de TNF-a no colostro de
vacas naturalmente acometidas por mastite causada por E. coli por meio da
técnica de ELISA sanduiche, com imunoglobulinas purificadas especificas para
bovinos. O valor médio da citocina supracitada foi de 20.000pg/mL, ou seja,
superior ao encontrado para os animais do GIV. Uma explicagdo plausivel para
essa discrepancia de resultados pode estar fundamentada no tipo de agente
isolado. O presente trabalho apresentou isolamento majoritario de bactérias
Gram-positivas (Streptococcus sp.,Staphylococcus sp.). Wenz et al. (2010),
estudando vacas naturalmente infectadas por mastite, ndo observaram niveis
detectaveis de TNF-a em 71% dos animais que apresentaram cultura positiva
para microrganismos Gram-positivos. Segundo Bannerman (2009), o aumento na
concentracdo de TNF-a em animais acometidos por mastite por S. uberis,
somente foi evidente em cerca de 66 horas ap6s o estimulo inflamatério. De
acordo com esse autor, a concentracdo maxima obtida dessa citocina estava
muito aguém daqguela obtida por uma mastite causada por uma bactéria Gram-
negativa.

No que concerne a IL-6, h& grande discrepancia de valores observados
na literatura. Hagiwara et al. (2001) descreveram valores entre 30000-
90000pg/mL em vacas com mastite naturalmente infectadas por E. coli. Esses
teores foram também superiores aos observados no presente estudo. A

expresséo da IL-6 é marcante tanto em infec¢des mamarias por agentes Gram-
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positivos e Gram-negativos, principalmente E.coli, S. aureus e em algumas
espécies de Streptococcus (BANNERMAN, 2009).

Inimeros fatores podem estar associados as diferencas dos teores de
citocinas no sobrenadante do colostro e do leite dos bovinos estudados. Essas
moléculas sdo de vida curta e possuem receptores altamente especializados e
diversificados (TIZARD, 2008). Aléem do mais, as diferentes concentracfes
identificadas nos trabalhos avaliados podem existir em decorréncia de fatores
relacionados ao manejo do animal e ambiente onde sdo mantidos. Entretanto, os
manejos nutricional e sanitario dos animais sao extremamente importantes por
refletirem a quantidade de células presentes no colostro bovino e também a sua
qualidade, fazendo com que haja enorme variabilidade de todos os componentes

celulares presentes, incluindo as citocinas.

Tabela 10- Valores medianos das concentracdes de IL-6 (pg/mL) em amostras de
colostro e leite de vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas
pluriparas saudaveis (GlI=10), vacas com mastite assintomatica (GllI,
n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10), imediatamente apds o

parto (0), as 24 e as 48 apods o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

Oh 24h 48h
GRUPO Md Min-Max Md Min-Max Md Min-Max
Gl 140A 1,40-8,12 5248 A 1,40-96,54 57,77 A 1,40-79,25
Gll 1,40A 1,40-86,65 199A 1,40-4588 5,04A 1,40-39,66
Gl 140A 1,40-40,71 4480 A 1,40-80,87 3,94A 1,40-50,98

GIV 1,40 A 1,40-86,65 32,60 A 1,40-58,50 37,23 A 6,35-122,90

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 10 - Representacdo gréafica do teor mediano de IL-6 (pg/mL) no soro

lacteo de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica (Glll) e vacas
com mastite clinica (GIV), imediatamente apos o parto (0), as 24 e

as 48 horas ap6s o referido evento. Aragatuba-SP, 2013.

Tabela 11- Valores medianos das concentracdes de TNF-a (pg/mL) em amostras

de colostro e leite de vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas
pluriparas saudaveis (GlI=10), vacas com mastite assintomatica (GllI,
n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10), imediatamente ap6s o

parto (0), as 24 e as 48 h apos o referido evento. Aracatuba-SP, 2013.

GRUPO

Oh 24h 48h

Md Min-Max Md Min-Max Md Min-Max

Gl
Gl
Gl
GIV

250B 2,50-80,0 119,97 A 13,95-348,06 83,82 AB 2,50-301,46
250A 2,50-124,86 2,50A 2,50-185,72 795A  2,50-83,82
250A 2,50-117,43 94,00A 0,98-327,11 250A 2,50-112,04
2,50 A 2,50-635,25 14124 A 2,50-411,04 93,31 A 9,49-495,90

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 11 - Representacéo grafica do teor mediano de TNF-a (pg/mL) no soro
lacteo de vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica (Glll) e vacas
com mastite clinica (GIV), imediatamente apos o parto (0), as 24 e

as 48 horas ap6s o referido evento. Aragatuba-SP, 2013.

4.3 Teores de proteina total e fracionamento eletroforético séricos

4.3.1 Proteina sérica total

O objetivo desse experimento foi de verificar se a ingestdo do colostro,
oriundo de vacas que pariram com mastite, causaria FTIP. A avaliacdo da
transferéncia de imunidade passiva colostral deve ser feita, preferencialmente,
entre 24 e 48 horas de vida, periodo em que ocorre maior concentracdo das
imunoglobulinas maternas no soro sanguineo de bezerros (BARRINGTON;
PARISH, 2001). A determinacdo da ocorréncia ou ndo de FTIP neste periodo é
importante do ponto de vista clinico, ja que viabilizaria a imediata intervencao
veterinaria, minimizando os possiveis riscos de infecgcdes. A néo ingestdo de

colostro em bezerros recém-nascidos € a principal causa de FTIP, podendo atingir



ate 40% dos bezerros (BARRAGRY, 1997). A proteina total pode ser usada como
ferramenta a fim de avaliar a eficiéncia da transferéncia de imunidade passiva.
Borges et al. (2001) encontraram valores de proteina total variando de 4,08 a
4,75¢g/dl, em bezerros da raca Holandesa, antes da ingestdo de colostro, valores
semelhantes aos encontrados no presente estudo. Segundo Perino et al. (1993),
animais que apresentam valor de proteina préximo de 4,2g/dL, com 48 horas de
idade, ndo possuem absorcao adequada de imunoglobulinas.

Verificou-se diferenca significativa nos valores de proteina total ao
nascimento com os demais momentos. Da mesma forma, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos nos respectivos momentos (Tabela 12 e Grafico 12).
Johnson et al. (2007) observaram valores de proteina total em animais que
ingeriram colostro com isolamento microbioldgico significativamente menores
gquando comparado aos que ingeriram colostro estéril, diferindo dos achados
obtidos no presente estudo. No entanto, esses autores mensuraram a
concentracdo sérica de proteina total pelo método de refratometria,
diferentemente do método utilizado nessa pesquisa. Outro aspecto importante
deve-se ao fato que os bezerros do Glll e GIV ingeriram tanto colostro oriundo de
quartos infectados como sadios, uma vez que nenhuma vaca apresentou mastite
assintomatica ou clinica em todos os quartos mamarios diagnosticada
imediatamente apds a paricao.

Porém, como observado no grafico abaixo, os valores de proteina total
desses bezerros seguiram a mesma tendéncia dos resultados observados pelos
autores supracitados, apesar de nao ter sido notada diferenca significativa entre
os valores apresentados.

O teor de proteina total apresentou correlagdo com os valores de IgG
(r=0,83, p<0,01), as 24 horas de vida confirmando-a como meio para a avaliacao

da transferéncia de imunidade passiva.
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Tabela 12- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) do teor sérico de proteina
total (g/dL) em amostras de sangue de bezerros, filhos vacas
primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas pluriparas saudaveis (Gll1=10),
vacas com mastite assintomatica (Glll, n=10) e vacas com mastite
clinica (GIV, n=10), ao nascimento (0), as 24 e as 48 horas de vida.
Aracatuba-SP, 2013.

Proteina Total (X+S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 4,05+0,38 B 7,14+1,78 A 7,38+0,52 A
Gli 4,38+0,31 B 7,28+1,20 A 7,45+1,22 A
Gl 4,30+0,44 B 6,89+0,74 A 7,02+0,83 A
GIV 4,24+0,38 B 6,16+0,64 A 6,21+0,68 A

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 12 - Representacéo grafica do teor sérico de proteina total (g/dL) de
bezerros, filhos vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas
pluriparas saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica
(GllIl) e vacas com mastite clinica (GIV), ao nascimento (0), as
24 e as 48 horas de vida. Aracatuba-SP, 2013.

4.3.2 Teor sérico de imunoglobulina A (IgA)

As concentracbes séricas de IgA foram superiores as 24 horas,
permanecendo constante até as 48 horas, em todos os grupos avaliados. N&o foi
observada diferenca significativa entre os grupos ao longo do periodo
experimental para os niveis circulantes dessa imunoglobulina. Johnson et al.
(2007) constataram padrédo sérico similar, as 24 horas de vida, em bezerros
alimentados com colostro contaminado e estéril. A IgA representa cerca de 5% do
total de anticorpos presentes no colostro (TIZARD, 2008). Por representar uma
pequena parcela, as alteracdes em sua concentracdo mostram-se pouco
significante do ponto de vista clinico (JOHNSON et al., 2007).

Johnson et al. (2007) descreveram valores séricos de IgA, mensurados por

ELISA, as 24 horas, em animais que ingeriram colostro estéril e contaminado, de
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378mg/dL e 406mg/dL, respectivamente. Esses valores foram superiores aos
encontrados no presente estudo. Essas diferencas podem ser explicadas devido
ao tipo de técnica aplicada na mensuracdo da proteina e também as
caracteristicas inerentes da secrecdo colostral que esses animais ingeriram.
Fagliari et al. (2006) utilizando a técnica de SDS-PAGE, observaram valores
séricos de bezerros saudaveis da raca holandesa de vida entre 262,60-409,86
mg/dL, as 48 horas. Os resultados apresentados nessa pesquisa estdo inseridos

nesse intervalo de valores.

Tabela 13- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) da concentracdo de
imunoglobulina A (mg/dL) em amostras de sangue de bezerros,
filhos vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas pluriparas
saudaveis (GlI=10), vacas com mastite assintomatica (Glll, n=10) e
vacas com mastite clinica (GIV, n=10), ao nascimento (0), as 24 e as
48 horas de vida. Aracatuba-SP, 2013.

IgA (X£S)
Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 98,87+57,89 B 279,36+£76,73 A 292,20+125,81 A
Gli 117,77+48,62 B 302,42+51,93 A 300,29+64,74 A
Gl 98,87+31,28 B 270,58+74,56 A 282,08+68,93 A
GIV 102,51+31,70 B 235,16+90,15 A 264,62+82,61A

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 13 - Representacio gréafica do teor sérico de imunoglobulina A (mg/dL)

de bezerros, filhos vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas

pluriparas saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica (GllI)

e vacas com mastite clinica (GIV), ao nascimento (0), as 24 e as

48 horas de vida. Aracatuba-SP, 2013.

4.3.3 Teor sérico de ceruloplasmina

A ceruloplasmina é uma proteina de fase aguda positiva. Segundo Gruys et

al. (2005), a sua concentracdo aumenta apos estimulo inflamatério ou infeccioso.

O mesmo foi observado por Conner et al. (1988), porém a sua elevacédo foi

considerada retardada quando comparada com outras proteinas mais especificas

envolvidas no processo inflamatério, como a haptoglobina. Essa tendéncia foi

verificada no presente experimento, em bezerros oriundos de animais que pariram

com mastite sintomatica e assintomatica, no que concerne a diferenca na

dindmica das proteinas supracitadas.

O aumento de sua concentragdo sérica foi constatado em animais
submetidos a infec¢ao experimental e natural (CONNER et al., 1988; FAGLIARI et

al., 2003). Thomas (2000) cita que mesmo em condicbes aonde ha aumento de



outras proteinas agudas, a ceruloplasmina pode apresentar-se elevada ou em
niveis normais. Em um estudo aonde os animais foram submetidos a inflamacéao
experimental, a concentracdo dessa proteina duplicou entre seis e sete dias ap6s
o estimulo. Em outra infeccdo experimental com M. haemolytica o aumento foi
menor do que 20% (CONNER et al., 1988). Portanto, sua mensuracdo como meio
diagndstico de enfermidades nos bovinos ainda é muito controversa.

Notou-se aumento gradativo nos teores seéricos de ceruloplasmina do
nascimento até os dois dias de idade em todos os grupos avaliados, sem
diferencas significativas entre 0os grupos e os momentos estudados. A dinamica

dessa proteina ndo se alterou entre 0s grupos.

Tabela 14- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) da concentracdo de
ceruloplasmina (mg/dL) em amostras de sangue de bezerros, filhos
vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas pluriparas saudaveis
(GlI=10) vacas com mastite assintomética (Glll, n=10) e vacas com
mastite clinica (GIV, n=10), ao nascimento (0), as 24 e as 48 horas
de vida. Aracatuba-SP, 2013.

Ceruloplasmina (X S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 6,09+1,26 B 9,77+1,96 AB 12,43+4,62 A
Gli 4,26+3,40 B 11,78+9,80 AB 15,42+13,53 A
Gl 10,05+4,67 B 11,28+11,04 AB 17,83+11,14 A
GIV 6,70+4,16 B 9,88+6,15 AB 17,97+14,71 A

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05).
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GRAFICO 14 - Representacdo grafica do teor sérico de ceruloplasmina (mg/dL)

de bezerros, filhos vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas

pluriparas saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica (GlII)

e vacas com mastite clinica (GIV), ao nascimento (0), as 24 e as

48 horas de vida. Aracatuba-SP, 2013

4.3.4 Teor sérico de transferrina

Verificou-se que somente o Gl apresentou concentracao significativamente

menor logo apO0s o0 nascimento, entre os diferentes momentos estudados.

Contudo, as 24 horas de vida, notou-se maior concentracdo dessa proteina nos

animais do GIl, quando comparado aos demais animais no mesmo momento.

Rocha (2010) ndo observou diferencas significativas no teor dessa proteina entre

bezerros oriundos de novilhas e vacas pluriparas da raca Canchim nem em

diferentes momentos durante as primeiras 48 horas de vida desses animais. Da

mesma forma, Knowles et al. (2000) avaliando 14 bezerros sadios de diferentes

racas de corte, verificaram diminuigdo gradual em torno de 25% a 15% ,nos niveis

séricos de transferrina, do nascimento aos trés dias de vida, contrariando a

cinética dessa proteina no experimento apresentado. No entanto, Carvalho et al.



(2008) observaram marcante diminuicdo nas concentracfes seéricas dessa
proteina em animais infestados por carrapatos.

A transferrina € uma proteina de fase aguda negativa, produzida pelos
hepatocitos, e apresenta concentracdo diminuida apés infeccdo. Sua baixa
secrecdo pelas células hepaticas acarreta na reducéo dos niveis séricos de ferro,
essencial para a replicacédo bacteriana (GRUYS et al., 2005). Infec¢bes cronicas,
neoplasias, anemias e inflamacdes podem causar redugcdo em seus niveis
(FUHRMAN et al., 2004). Além de estar presente no soro sanguineo, essa
proteina também aparece no colostro das espécies ruminantes e realiza a mesma

funcdo que a descrita para o sangue (SANCHEZ et al., 1992).

Tabela 15- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) da concentracdo de
transferrina (mg/dL) em amostras de sangue de bezerros, filhos
vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas pluriparas saudaveis
(Gll1=10), vacas com mastite assintoméatica (GllIl, n=10) e vacas com
mastite clinica (GIV, n=10), ao nascimento (0), as 24 e as 48 horas
de vida. Aracatuba-SP, 2013.

Transferrina (X+ S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 207,14+56,13 Ba  368,02+154,74 Aa  336,00+68,94 Aa
Gli 274,65+59,63 Aa 307,12+88,58 Ab 354,07+82,35 Aa
Gl 260,99+60,25 Aa 240,14+67,13 Ab 262,33+46,50 Aa
GIV 239,84+49,59 Aa 205,77+64,72 Ab 240,42+65,77 Aa

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna,

diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 15 - Representacdo grafica do teor sérico de transferrina (mg/dL) de

bezerros filhos vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas

pluriparas saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica

(GllIl) e vacas com mastite clinica (GIV), ao nascimento (0), as

24 e as 48 de vida. Aracatuba-SP, 2013.

4.3.5 Teor sérico de albumina

N&o foi denotada diferenca significativa entre os grupos quanto aos teores

de albumina sérica. Os valores de albumina, ao nascimento, foram menores

guando comparados aos demais momentos,

exceto no GIV, aonde a

concentracdo dessa proteina manteve-se constante ao longo do periodo

experimental. Nos demais grupos houve aumento as 24 horas, permanecendo

constante aos dois dias de vida. Gonzalez et al. (2008) observaram reducéo dos

valores séricos de albumina em cabras submetidas a inflamacéo experimental

dois dias ap6s a inducdo do estimulo, e o retorno a sua concentracdo normal no

terceiro dia, contrariando os resultados descritos nesse trabalho. Tendo em vista

que as PFA apresentam respostas diferentes entre as espécies animais, €



provavel que a cinética da referida proteina seja diferente em pequenos
ruminantes quando comparado aos bovinos (TIZARD, 2008).

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa, com peso molecular
de aproximadamente 66,4kDa. Sua concentracdo sérica diminui em resposta aos
processos inflamatorios crénicos. Sua concentracéo € cerca de 35 a 50% do total
de proteinas séricas. Devido a sua abundancia no soro, € responsavel, também,
pela pressado osmatica (ECKERSALL, 2008).

Tabela 16- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) da concentracdo de
albumina (mg/dL) em amostras de sangue de bezerros, filhos vacas
n=10),

(Gll1=10), vacas com mastite assintoméatica (Glll, n=10) e vacas com

primiparas saudaveis (Gl, vacas pluriparas saudaveis

mastite clinica (GIV, n=10), ao nascimento (0), as 24 e as 48 horas
de vida. Aracatuba-SP, 2013.

Albumina (X+ S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 3054,08+415,93 B  3451,56+632,35 A  3675,38+337,72 A
Gli 3201,30£213,77 B 3563,21+329,22 A  3670,33+291,13 A
Gl 3107,55+281,82 B  3554,89+381,31 A 3624,84+369,03 A
GIV 3188,94+286,70 A 3052,53+155,07 A  3257,56+361,86 A

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 16 - Representacdo grafica do teor sérico de albumina (mg/dL) de
bezerros,
pluriparas saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica

(GlIl) e vacas com mastite clinica (GIV), ao nascimento (0), as

filhos vacas primiparas saudaveis (Gl),

24 e as 48 horas de vida. Aracatuba-SP, 2013.

4.3.6 Teor sérico de imunoglobulina G total

Os bezerros sdo agamaglobulinémicos ao nascimento e dependem das
imunoglobulinas presentes no colostro (GODDEN, 2008). Portanto, este é
extremamente importante na transferéncia da imunidade passiva (CORTESE,
2009). Somente poucas horas apds a ingestdo do colostro é que suas
concentracfes elevam-se (ECKERSALL, 2008). A ingestdo do colostro nédo
implica em transferéncia de anticorpos adequada, pois aspectos como a

qualidade colostral e tempo entre o nascimento e a ingestdo do colostro sdo

fatores relevantes a serem considerados (BESSER; GAY, 1994).

N&o foi observada diferenga entre os grupos quanto as concentragoes de
IgG. Ap6s 24 horas do periodo experimental denotou-se aumento no nivel sérico

dessa imunoglobulina, indicando que a ingestéo do colostro € fundamental para a

sua aquisicao.

vacas
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O teor de proteina total do soro lacteo das vacas no dia do parto nao
denotou correlacdo com o teor de IgG (r=0,039, p>0,05) e de proteina total
(r=0,006, p>0,05) dos bezerros, as 24 horas de vida. Verificou-se que os bezerros
oriundos de vacas sadias possuiam, as 24 horas, maiores concentracdes de IgG,
sugerindo que o processo inflamatério na glandula mamaria implica em maior
concentragcdo de proteinas no colostro e menor taxa de transferéncia de IgG para
0 recém-nascido.

Jonhson et al. (2007) constataram valores de IgG de 1810+120 mg/dL as
24 horas de vida em bezerros da raca holandesa que ingeriram colostro com
cultivo microbiano semelhante aos observados no presente estudo. Acredita-se
gue 0s microrganismos se liguem aos receptores de anticorpos presentes nos
enterdécitos, reduzindo, assim, 0 numero de estruturas responsaveis pela captacéo
e absorcao das imunoglobulinas (JOHNSON et al., 2007).

Segundo Feitosa et al. (2010), bezerros com teores de IgG < 800mg/dL, as
24 horas de vida, apresentam taxa de anticorpos circulantes muito baixa,
caracterizando, portanto, FTIP. Niveis séricos de IgG >1500mg/dL indicariam
transferéncia efetiva. Waldner e Rosengren (2009) observaram que niveis séricos
de IgG maiores que 2400mg/dL conferiam protecao efetiva e reducdo do risco de
morte até os trés meses de idade.

Segundo os dados supracitados e observando os valores médios
encontrados as 24 horas de vida, constatou-se que nao houve FTIP em nenhum
grupo avaliado, corroborando os achados de Johnson et al. (2007) quando
afirmaram que a ingestao de colostro contaminado resulta em menor absor¢cao de
imunoglobulinas, porém a quantidade ingerida € suficiente para a protecao
imunologica do bezerro nos primeiros dias de vida. Igualmente, deve ser
considerado que secrecbes sem isolamento microbiolégico também foram

ingeridas pelos bezerros do Glll e GIV.
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Tabela 17- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) da concentracdo de

Imunoglobulina G total (mg/dL) em amostras de sangue de bezerros,
filhos vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas pluriparas
saudaveis (GlI=10), vacas com mastite assintomatica (Glll, n=10) e
vacas com mastite clinica (GIV, n=10), ao nascimento (0), as 24 e as

48 horas de vida. Aracatuba-SP, 2013.

81

IgG (X+S)
Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 378,97+189,27 Ba 2738,87+298,00 Aa 2919,09+449,70 Aa
Gl 394,63+229,31 Ba 2742,83+588,50 Aa 2613,92+414,93 Aab
Gl 463,57£62,46 Ba 2251,21+88,02 Aab 2274,90+156,96 Abc
GIV 418,26+112,32 Ba 1876,24+99,48 Ab  1898,11+362,78 Ac

Médias seguidas de letras distintas, maiuscula na linha e mindscula na coluna,

diferem entre si (p < 0,05).
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GRAFICO 17 - Representacao gréafica do teor sérico de imunoglobulina G total
(mg/dL), de bezerros filhos vacas primiparas saudaveis (Gl),
vacas pluriparas saudaveis (GllI), vacas com mastite
assintomatica (Glll) e vacas com mastite clinica (GIV), ao
nascimento (0), as 24 e as 48 horas de vida. Aragatuba-SP,
2013.

4.3.7 Teor sérico de haptoglobina (Hp)

Observou-se, ao longo das primeiras 24 horas de vida, aumento gradual na
concentracdo de Hp, coincidindo com o comportamento descrito por Rocha
(2010). Fagliari et al. (2006) relataram valores médios de haptoglobina (53,12 -
87,36 mg/dL) em bezerros da raca holandesa as 48 horas de vida muito
superiores aos observados no presente estudo. Segundo Conner et al. (1988), o
rapido aumento em sua concentracdo pode ser detectada entre 10 e 24 horas
ap0s a resposta inflamatéria. A mesma tendéncia foi verificada no presente
estudo, aonde os valores de Hp no Glll e GIV, as 24 horas, apresentavam-se
significativamente maiores. Porém, o0s resultados obtidos discordaram da

literatura consultada. Eckersall et al. (2001) utilizando o método de ligacdo de



hemoglobina constataram valores séricos de 47mg/dL em vacas com mastite
branda e 74mg/dL em animais com mastite moderada. Eckersall e Conner (1988)
afirmaram que o aumento dessa proteina é inerente a gravidade da leséo
inflamatoria.

Talvez o numero de bactérias que ingressaram na circulacdo sistémica
tenha sido pequeno o suficiente ao ponto de n&o causar graves danos
inflamatorios, uma vez que, parte das bactérias presentes na secre¢do colostral
pode ter ficado aderida aos receptores de imunoglobulinas presentes nos
enterocitos (JOHNSON et al., 2007).

A haptoglobina é a glicoproteina de fase aguda mais utlizada em
ruminantes como preditora de processos inflamatérios agudos. Sua concentracao
pode aumentar em até 100 vezes nessas ocasifes (ECKERSALL, 2001). Em
animais sadios seus niveis sdo nulos ou quase inexistentes; por esse motivo, sua
mensuracao é amplamente usada (ECKERSALL, 2000). Sua funcéo é de se ligar
a hemoglobina livre, inibindo, assim, a proliferacdo bacteriana e reduzindo a
concentracdo de ferro disponivel (HUZZEY et al., 2009). Em bezerros €
extremamente Util na determinacdo de doencas clinicas ou assintomaticas
(GANHEIM et al., 2003). Suas baixas concentracdes no sangue de bezerros apos
0 nascimento poderia, portanto, ser indicativo para avaliar possiveis complicacfes
durante o parto, tais como infec¢des intrauterinas (SCHROEDL et al., 2003). As
baixas concentracdes avaliadas nesses animais ho momento do parto suportam a

afirmacdo supracitada.
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Tabela 18- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) da concentracdo de
haptoglobina (mg/dL) em amostras de sangue de bezerros, filhos
vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas pluriparas saudaveis
(Gl1=10), vacas com mastite assintoméatica (Glll, n=10) e vacas com
mastite clinica (GIV, n=10), ao nascimento (0), as 24 e as 48 horas
de vida. Aracatuba-SP, 2013.

Haptoglobina (X+S)
Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 2,52+1,89 Ba 4,49+0,84 Bc 7,25+3,76 Ab
Gll 2,34+0,77 Ba 5,06+0,97 Bc 6,47+1,34 Ab
Glll 3,80+2,32 Ca 15,24+3,76 Aa 10,89+2,24 Ba
GIV 2,68%0,70 Ba 11,68+0,73 Ab 12,19+2,55 Aa

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna,

diferem entre si (p < 0,05).
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GRAFICO 18 - Representacéo gréafica do teor sérico de haptoglobina (mg/dL) de
bezerros, filhos vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (GllI), vacas com mastite assintomatica (GllIl) e vacas
com mastite clinica (GIV), ao nascimento (0), as 24 e as 48 horas
de vida. Aracatuba-SP, 2013.

4.3.8 Teor sérico de a;-glicoproteina acida

No presente estudo foram observados valores semelhantes aos de Rocha
(2010) para bezerros sadios, as 24 horas de vida. Verificou-se que ndo houve
alteragdo na concentracao sérica de a;-glicoproteina acida nos animais do Gl e
Glll ao longo do periodo experimental. Por sua vez, animais do Gll e GIV
apresentaram menores concentracdes ao nascimento, atingindo concentragdes
maiores no primeiro dia de vida, ndo sendo constatada, porém, diferenca entre os
grupos.

A aj-glicoproteina &acida é uma proteina de fase aguda positiva que
aumenta sua concentracao, frente aos processos inflamatérios crénicos, em cerca
de duas a trés vezes (ECKERSALL et al., 2001; HORADAGODA et al., 1999).

Sabe-se que age sobre as células T, possui propriedades imunossupressoras em
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bovinos e liga-se a hormoénios esteroides, como a progesterona (GRUYS et al.,
2005). Horadagoda et al. (1999) estudando 81 bovinos acometidos por diferente
tipos de enfermidades reportaram valores médios semelhantes, tanto em animais
acometidos por processos agudos quanto cronicos, sugerindo que suas
concentragbes permanecem por mais tempo elevadas. Esses mesmos autores
sugeriram que a elevacdo e a diminuicdo da haptoglobina sdo mais rapidas do

que a proteina em questao.

Tabela 19- Valores médios (X) e desvios-padrdo (S) da concentracdo de aj-
glicoproteina &cida (mg/dL) em amostras de sangue de bezerros,
filhos vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10), vacas pluriparas
saudaveis (GlI=10), vacas com mastite assintomatica (GllIl, n=10) e
vacas com mastite clinica (GIV, n=10), ao nascimento (0), 24 e 48
horas de vida. Aragatuba-SP, 2013.

az-glicoproteina acida (X+S)

Grupo
Oh 24 h 48 h
Gl 2,96+2,01 A 6,04+2,62 A 6,84+2,97 A
Gli 2,69+0,61 B 7,14+3,10 A 7,65+1,60 A
Gl 8,22+7,40 A 8,80+4,92 A 10,59+5,98 A
GIV 2,78+1,07 B 8,90+6,99 A 8,93+4,17 A

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 19 - Representacéo grafica do teor sérico de aj-glicoproteina acida
(mg/dL) de bezerros, filhos vacas primiparas saudaveis (Gl),
vacas pluriparas saudaveis (Gll), vacas com mastite
assintomatica (Glll) e vacas com mastite clinica (GIV), ao
nascimento (0), as 24 e as 48 horas de vida. Aragatuba-SP,
2013.

4.3.9 Teor sérico de citocinas

As citocinas ndo foram detectadas em amostras sanguineas dos bezerros
estudados antes que ocorresse a ingestao de colostro (momento zero). Porém, as
24 horas de vida, as concentracdes séricas dessas moléculas se mostravam
presentes. Yamanaka et al. (2003) também n&o constataram a presenca de
citocinas em animais antes da ingestdo do colostro. Isso possibilita afirmar que
essas citocinas foram obtidas ap0ds a ingestdo da secrec¢ao colostral. Como essas
moléculas sé@o produzidas pelo sistema imune, os recém-nascidos nao tém
competéncia imunoldgica para a producdo autdogena dessas células nos primeiros
dias de vida (TIZARD, 2008). Nao foram observadas diferengas significativas nos
niveis circulantes tanto de IL-6 como de TNF-a as 24 e as 48 horas de vida.



Segundo Barrington e Parish (2001), com o passar do tempo ha diminuicdo das
concentragbes seéricas dessas moléculas, seguindo a mesma tendéncia das
demais células de defesa, na dependéncia da ingestdo de colostro pelos
neonatos. Acredita-se que haja diminuicdo das células responsaveis pela
producdo dos receptores dessas proteinas na mucosa intestinal ao longo do
tempo, apos o nascimento.

Poucos autores mensuraram as concentracgdes citocinas, provenientes do
colostro bovino, no sangue dos respectivos conceptos. Madureira (2011)
observou valores medianos de 1,08 pg/mL para a IL-6 aproximadamente 24 horas
apos a ingestdo de colostro. Esse mesmo autor descreveu valores de 2,30pg/mL
para TNF-a no referido periodo. Yamaka et al. (2003) reportaram valores de IL-6 e
TNF-a em bezerros sadios 24 horas apos terem ingerido o colostro de 1023 e 190
pg/mL, respectivamente. No presente estudo foram verificados valores médios de
IL-6 de 1,39 e 1,85pg/mL para bezerros oriundos de vacas primiparas e pluriparas
respectivamente, as 24 horas de vida e de 15,37 e 5,68pg/mL para TNF-a, em
bezerros oriundos de vacas primiparas e pluriparas no periodo supracitado.
Porém, ndo houve diferencas significativas entre os conceptos das dos diferentes
grupos. Contudo, os valores medianos permaneceram imutaveis entre 0s grupos
e 0S momentos estudados.

Na literatura parece n&o existir consenso entre a gravidade da leséo
inflamatoria e as concentracdes séricas de IL-6. Animais que morreram devido a
mastite clinica severa apresentaram teores séricos maiores do que animais que
sobreviveram (HAGIWARA et al.,, 2001). Contudo, outros autores reportaram
tendéncia inversa nas concentracdes séricas (NAKAJIMA et al., 1997) ou nao
observaram diferencas nas concentracdes sanguineas de IL-6 em animais com
mastite branda e severa (OHTSUKA et al., 2001).

A diferengca de valores obtidos no presente estudo e na literatura
compulsada pode ter varias explicacbes. Segundo Abbas e Lichtman (2005), as
citocinas, uma vez sintetizadas, sdo rapidamente secretadas e consumidas. Por
serem absorvidas pelos neonatos a partir da disponibilidade presente no colostro,
sua producdo e consumo podem ter ocorrido antes da obtencdo das amostras

sanguineas. O kit utilizado pode também ter interferéncia nos diferentes
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resultados obtidos. O kit de ELISA utilizado no presente estudo é de origem
humana. Este kit, em particular, a IL-6 e TNF-a apresentam, respectivamente,
68% e 77% de homologia. Segundo Scheerlinck (1999), a homologia entre as
citocinas de diferentes espécies existe quando essas possuirem pelo menos 60%
de similaridade na sequéncia de aminoacidos. Outra questdo de fundamental
importancia se refere ao colostro. Como afirmado anteriormente, as citocinas
presentes no sangue sao oriundas do colostro ingerido. Portanto, a concentragéo
sérica dessas moléculas estad intimamente ligada aos niveis existentes na
secrecao colostral.

As células de defesa dos neonatos possuem atividade fagocitica
diminuida, e, devido ao estresse do parto, suas acdes bactericidas se tornam
ainda mais deprimidas (BARRINTON, PARISH; 2001). Com tal comprometimento,
ocorre diminuicdo da resposta imune mediada por células que secretam algumas
citocinas, como, por exemplo, o TNF-a (MADUREIRA, 2011).
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Tabela 20- Valores medianos da concentracdo de IL-6 (pg/mL) em amostras de
sangue de bezerros, filhos vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10),
vacas pluriparas saudaveis (GlI=10), vacas com mastite
assintomatica (Glll, n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10), ao

nascimento (0), as 24 e as 48 horas de vida. Aracatuba-SP, 2013.

Grupo Oh , 24h , 48h'
Md Min-Max Md Min-Max Md Min-Max
Gl 0B 0-0 1,40 A 1,35-1,40 1,40A 1,40-1,98
Gll 0B 0-0 1,40 A 1,40-5,00 1,40A 1,04-1,40
GllI 0B 0-0 1,40A 1,40-22,18 1,40A 1,40-61,63
GlV 0B 0-0 1,40 A 0,37-1,40 1,40A 1,40-5,14

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)
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GRAFICO 20 - Representacdo grafica do teor sérico médio de IL-6 (pg/mL) de
bezerros, filhos vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas
pluriparas saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica
(GlIl) e vacas com mastite clinica (GIV), ao nascimento (0), as
24 e as 48 horas de vida. Aracatuba-SP, 2013.
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Tabela 21- Valores medianos da concentracdo de TNF-a (pg/mL) em amostras de
sangue de bezerros, filhos vacas primiparas saudaveis (Gl, n=10),
vacas pluriparas saudaveis (GlI=10), vacas com mastite
assintomatica (Glll, n=10) e vacas com mastite clinica (GIV, n=10), ao

nascimento (0), as 24 e as 48 horas de vida. Aracatuba-SP, 2013.

Grupos Oh, 24h , 48h ,
Md  Min-Max Md Min-Max Md Min-Max
Gl 0B 0-0 250A 2,50-79,73 250A 2,50-108,32
Gll 0B 0-0 250A 2,50-28,01 250A 2,30-2,50
GllI 0B 0-0 250A 2,50-8560 250A 2,50-252,40
GIV 0B 0-0 250A 250-51,88 250A 2,50-124,13

Médias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si (p < 0,05)

GRAFICO 21- Representacéo gréafica do teor sérico médio de TNF-a (pg/mL) de
bezerros, filhos vacas primiparas saudaveis (Gl), vacas pluriparas
saudaveis (Gll), vacas com mastite assintomatica (Glll) e vacas
com mastite clinica (GIV), ao nascimento (0), as 24 e as 48 horas
de vida. Aracatuba-SP, 2013.



5 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos pode-se concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A ingestédo voluntaria de secrecdes colostrais, de um mesmo animal,
gue apresentaram cultivo bacteriano negativo, em alguns quartos, e
gue apresentaram mastite assintomatica e clinica, em outro(s), nao

acarreta em falha na transferéncia de imunidade passiva;

N&o ha diferencas entre os valores de imunoglobulinas, proteinas de
fase aguda e proteina total no colostro de vacas primiparas e pluripa-

ras;

As concentracbes das proteinas nas secrecdes colostrais de vacas
com mastite sdo mais intensas nas glandulas oriundas de animais com

mastite clinica;

O California Mastitis Test (CMT) pode ser utilizado no diagnéstico de

mastite imediatamente apés o parto;

O Streptococcus sp. e 0 Staphylococcus sp. sdo 0s agentes mais isola-
dos nas amostras de secrecdo colostral de vacas holandesas com

mastite assintomatica e clinica, respectivamente;

O exame ultrassonogréafico em associacdo com o exame fisico do pa-
rénquima glandular é ferramenta importante para o estabelecimento do

diagnéstico;
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