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RESUMO

VALLE, C.R. Estudo da influéncia da suplementacdo de vitamina E nas atividades
funcionais dos neutrofilos do leite de bovinos. 2005. 82 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de

Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2005.

No inicio da lactacdo as vacas podem apresentar varias doencas metabolicas e infecciosas,
como a mastite, devido as abruptas mudancas fisioldgicas, entre elas a supressdo da reposta
imune, concomitante com a queda da ingestdo de matéria seca e da concentracdo sérica de
vitamina E. Com o objetivo de estudar a influéncia da suplementacdo de vitamina E nas
atividades funcionais dos neutrofilos do leite de bovinos, catorze novilhas da raca holandesa
foram divididas aletoriamente em dois grupos, sendo um com sete animais ndao suplementados
(controle) e outro com sete animais suplementados com 1000 Ul/dia de vitamina E durante 30
dias antes do parto previsto e 10 dias apds 0 mesmo. Na primeira semana ap6s o parto foi colhido
o0 leite dos quartos mamarios CMT negativo, ap6s estimulacdo da leucocitose com a infusdo
intramamaria de solucdo de glicogénio de ostra a 0,1% e 0,5%, 36 e 12 horas respectivamente,
antes da colheita do leite. As células foram isoladas, contadas e estimou-se a viabilidade das
mesmas. Em seguida foram realizados os testes de fagocitose incubando-se zimosan opsonizado
(2x10%ml) com neutréfilos (2x10°/ml), contados no microscépio 6ptico. Suspensdes na
concentracdo de 2x10%/ml de cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Corynebacterium bovis, Escherichia coli e Prototheca zopfii procedendes de casos de mastite
clinica bovina foram incubados com neutréfilos (2x10°/ml). A solucéo foi plaqueada antes da
incubacdo para fagocitose, apds a fagocitose, ap6s o tratamento com antibiéticos e apds a lise dos
neutrofilos para a determinacdo dos patdgenos destruidos. As analises estatiscas foram feitas
através da ANOVA. A porcentagem de células que englobaram trés ou mais particulas de
zimosan opsonizado foi de 52% no grupo ndo suplementado e 66% no grupo suplementado
(P<0,05). Nao foram detectadas diferencas estatisticas para a porcentagem de fagocitose de
microrganismos opsonizados, sendo 30,2% e 28,8% para 0 grupo controle e suplementado,
respectivamente. A destruigdo intracelular de patogenos foi de 99%, ndo diferindo entre os
grupos. Em seguida, determinou-se a producdo de O, e H,0,, sendo 1,6 e 3,0 nmol de O, e 0,83
e 0,67 uM de H,O, para o grupo controle e suplementado, respectivamente. A atividade
enzimatica no grupo controle e suplementado foi de 4,3 e 3,6 umol/min/mg proteina para a
catalase, 43 e 49 nmol/min/mg de proteina para a glutationa redutase, 16,2 € 30 nmol/min/mg
proteina para a glutaiona peroxidase, 3,85 e 6,32 U/mg proteina para a superoxido dismutase e
0,67 e 0,29 U/mg proteina para a mieloperoxidase, sendo que ndo foram encontradas diferencas
estatisticas entre os grupos. A suplementacdo com vitamina E aumentou a habilidade fagocitaria
dos neutrofilos somente no ensaio com zimosan e ndo alterou a atividade enzimatica assim como
a producdo de espécies reativas de oxigénio. O equilibrio entre as espécies reativas de oxigénio,
importante para a destruicdo intracelular de patdgenos, e 0s antioxidantes € extremamente
complexo, ndo sendo afetado pela suplementacdo de um Unico agente antioxidante.

Palavras-chave: espécies reativas de oxigénio, fagocitose, neutréfilos, mastite, vitamina E.



ABSTRACT

VALLE, C.R. Study of influence vitamin E supplementation on milk neutrophil function in
dairy cows. 2005. 82 f. Ph.D. Thesis — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2005.

At the early lactation, lactating cows are more exposed to metabolic and infectious
diseases as mastitis, due to the physiological modifications accomplished with diminishing of dry
matter ingestion, immune response depressed and the vitamin E plasmatic concentration level
reduction. Therefore, to study the influence of vitamin E supplementation on the function of milk
neutrophils, fourteen primigravid holstein heifers were casually allocated in two groups: one was
oral supplemented with vitamin E (1000Ul/day) 30 days pre parturition and 10 days post
parturition, the other group did not receive vitamin E supplementation (control group). During the
first week post-parturition, milk was collected from negative CMT quarter after induction of
leucocytosis with a intramammary infusion of oyster glycogen infusion (0,1% e 0,5%, 36 e 12
hours respectively). The cells were isolated from milk, counted and the viability was estimated.
After these trials the assays: phagocytosis with opsonized zymosan and phagocytosis with
microorganisms that cause mastitis were performed. zymosan opzonized particles (2x10%/mL)
were incubated with neutrophils (2x107/mL) and counted on the optic microscope. The
microorganisms (2x10%/mL) Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium
bovis, Escherichia coli and Prototheca zopfii were incubated with neutrophils (2.10°/mL) from
milk. Solution were spread plated pre phagocytosis assay, after phagocytosis, post treatment with
antibiotics and after break of neutrophils. The results were analysed from the statistical ANOVA.
For the phagocytosis assays, 52% of neutrophils from control group phagocyted three or more
zymosan particles, and in the supplemented group, 66% of the cells (P< 0,05). For the
microorganisms, did not have statistical difference and the results were 30.7% and 28.2% for the
control and supplemented groups. The average of the pathogens intracellular kill was 99% in the
both groups. In sequence the tests for production O," and H,O,, enzimatic activity of catalase,
superoxide dismutase, glutathione redutase, glutathione peroxidase and myeloperoxidase were
made. It were no detected any statiscal differences in respect to the production of O," and H,0..
The production of O, was 1,6 nmol and 3,0 nmol and the H,O; production was 0,83 uM and 0,67
uM for the groups control and supplemented. The control and supplemented group enzymatic
activity results obtained were: catalase 4.3 and 3.6 umol/min/mg protein, glutathione redutase 43
and 49 nmol/min/mg protein, glutathione peroxidase 16.2 and 30 nmol/min/mg protein,
superoxide dismuthase 3.85 and 6.32 U/mg protein and myeloperoxidase 0,67 and 0,29 U/mg
protein. In relation to these results it was not detected any statistical difference. Vitamin E
supplementation increased zymosan phagocytosis and did not affect enzyme activities involved in
the mechanisms of protection against oxigen reactive species and microorganism phagocytosis in
the neutrophils. The vitamin E supplementation didn"t change the complex balance among the
reactions of antioxidants and oxigen reactive species. It can be concluded that due to the
complexity of the mechanisms involved the supplementation with just one isolate antioxidant did
not interfered with the defence neutrophil activities.

Key words: neutrophil, mastitis, oxigen reactive species, phagocytosis, vitamin E.
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13

1 INTRODUCAO

A prevencdo e o tratamento da mastite sdo preocupacfes primarias da industria leiteira.
As praticas como a higiene na ordenha, a reducdo da exposi¢do aos patdgenos ambientais e 0
tratamento de vacas secas com antibidticos sdo medidas que tém reduzido a ocorréncia da doenca
(SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DeROSA,1997), mas ndo o suficiente para diminuir o
impacto econémico da mesma (POLITIS et al., 1996), sendo considerada, por muitos autores, a

doenca de maior importancia econémica nos rebanhos (HEMINGWAY, 1999).

As perdas na producdo, o custo com o0s tratamentos e o0 descarte prematuro de vacas sao
problemas sérios enfrentados pelos criadores, além das penalidades impostas pelos laticinios com
relacdo ao leite com alta contagem de células somaticas (COSTA et al, 1999; HEMINGWAY,
1999).

Nos levantamentos feitos em rebanhos leiteiros de So Paulo e Minas Gerais, 72 % das
vacas apresentaram mastite subclinica em pelo menos um quarto e a taxa de quartos afetados foi
de 46 %. A porcentagem de animais com mastite clinica foi de 17,45 % (COSTA et al., 1995a).
Considerando que a mastite subclinica reduz de 3 a 46 % a producédo de leite no quarto afetado,
pode-se perceber que estes rebanhos estdo perdendo, em média, cerca de 12 % da producdo de
leite em decorréncia da mastite. Os prejuizos por mastite subclinica em propriedades, nestas
mesmas regides, corresponderam em média a US$ 317,00 por vaca/ano e US$ 21000,00 por
propriedade/ano (COSTA et al., 1999).

Como o uso de antibiéticos para combater as infec¢bes intramamarias é associado a
possibilidade de desenvolver resisténcia e a contaminagdo dos alimentos com residuos dos
mesmos (COSTA, 1998), as pesquisas tém-se concentrado em estratégias alternativas para

controlar a doenca e minimizar a necessidade de utilizar a antibioticoterapia como tratamento.

Um dos meios de diminuir o impacto da mastite na industria leiteira € através do aumento
da habilidade natural da vaca de resistir as infeccdes. A defesa da glandula mamaria contra 0s
patogenos causadores de mastite € mediada por diversos fatores anatdmicos, celulares e sollveis.
A eficiéncia destes mecanismos de defesa, ap0s a penetracdo do patdgeno pelo esfincter do teto,
determinard a resisténcia da glandula as novas infec¢des intramamarias. Existem certos periodos
na lactacdo em que as defesas ndo operam adequadamente, deixando a vaca mais susceptivel a

mastite. As estratégias auxiliares para melhorar a resposta imune da glandula mamaria durante
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estes periodos de imuno depressdao podem exercer grande impacto na habilidade da vaca em
resistir as infecgbes (COSTA, 1998; SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DeROSA,1997).

Durante o metabolismo sdo produzidos diversas espécies reativas de oxigénio como 0s
radicais livres, superdxido (O,7), radical peroxil (ROO), radical hidroxil (OH") e outros oxidantes
ndo radicais como peréxido de hidrogénio (H,0.) e oxigénio singlete (*O.). Os efeitos deletérios
das espécies reativas de oxigénio (lipoperoxidacdo, danos ao DNA e destrui¢ao de proteinas) sao
referidos como causadores de cancer, doencas inflamatdrias, arteriosclerose e envelhecimento
(NOCKELS, 1996). Os efeitos indiretos sdo devidos ao consumo competitivo de energia,
aumentando a utilizacdo de glicose e interferindo em fun¢des metabolicas importantes (MILLER,;
BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA; MADSEN,1993).

Além disto, células fagocitarias como neutréfilos e macrofagos produzem espécies
reativas de oxigénio nas reacdes respiratorias, que sdo usadas para destruir 0s microrganismos
fagocitados (NOCKELS, 1996), porém o acumulo de peroxidos de hidrogénio nos
polimorfonucleares € associado a reducdo da destruicdo intracelular de patéogenos (MILLER;
BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA; MADSEN,1993; SMITH; HOGAN; WEISS,1997).

A deficiéncia de substancias protetoras naturais ou a exposicao excessiva aos estimulos
produtores de oxidantes podem resultar em estresse oxidativo. O envolvimento do estresse
oxidativo na etiologia de certas doencgas em vacas leiteiras € sugerido pela constatacdo da reducéo
da retencdo de placenta e da mastite quando a vitamina E e o selénio sdo suplementados na dieta.
A vitamina E é essencial para o crescimento, a reproducdo, a prevencdo de vérias doengas e a
protecdo da integridade dos tecidos (MILLER; BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA;
MADSEN,1993; Mc DOWELL et al., 1996; SMITH; HOGAN; WEISS,1997).

No inicio da lactacdo, as vacas leiteiras podem apresentar muitas doencas infecciosas e
metabdlicas devido, provavelmente, as abruptas mudancas fisioldgicas e de manejo que ocorrem
no periodo de transicdo. Um evento critico que acontece no periodo peri-parto € a significativa
supressdo da resposta imune (MALLARD et al.,1998).

A imunossupressao periparto é multifatorial, sendo associada com mudancas endocrinas e

com a acentuada queda de ingestdo de matéria seca que ocorre nesta época (GOFF; HORST,
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1997). A diminuicéo da fagocitose e da destruicdo intracelular de patégenos ocorre paralelamente
com a diminuicdo da ingestdo de matéria seca e da concentracdo de vitamina E circulante.
Estudos como o Weiss et al. (1990) mostraram que a suplementacdo com vitamina E no periodo
seco e no inicio da lactacdo evita a queda na concentracdo sanguinea da mesma, mas nao
necessariamente, diminui a incidéncia de doencas (ALLISON; LAVEN, 2000).

A literatura tem apresentado resultados controversos em relacdo a suplementacdo com
vitamina E. Portanto, sdo necessarios estudos mais detalhados para avaliar a resposta a
suplementacdo, como, diferencas desta quanto aos patdgenos causadores de infeccdes. Valle et al.
(2000a) observaram maior porcentagem de infecgdes intramamarias, em vacas que receberam
uma suplementacéo diaria com 3000 Ul de vitamina E, provavelmente, devido a menor producéo
de espécies reativas de oxigénio, inibindo assim um dos principais mecanismos de destruicdo de

patdgenos, a explosao respiratoria.

No trabalho de Valle (2000) foram observadas diferencas na resposta a suplementagéo
com vitamina E entre 0s grupos experimentais em trés rebanhos examinados. Na propriedade
onde os animais suplementados apresentaram reducdo na ocorréncia de mastite clinica havia
predominancia de infec¢des por Corynebacterium sp, sendo que nas demais, onde predominaram
outros microrganismos (Staphylococcus sp, Streptococcus sp), ndo foram detectadas diferencas
entre 0s grupos suplementados e ndo suplementados. Estes resultados indicam uma possivel
interferéncia da suplementacdo de vitamina E nas mastites por tal microrganismo, diminuindo os

sinais clinicos das mesmas.

Staphylococcus sp, Streptococcus sp e Corynebacterium sp, agentes de mastites
contagiosas, tém sido os principais microrganismos isolados dos casos mastites clinicas e
subclinicas em rebanhos dos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, considerou-se relevante
avaliar in vitro a atividade dos neutrofilos desafiados com estes microorganismos, assim como a
habilidade fagocitéria, a destruicdo de patdgenos e a producdo de espécies reativas de oxigénio.
Para esclarecer possiveis alteracfes nas atividades do neutrofilos expostos aos agentes

ambientais, foram incluidos no protocolo experimental Escherichia coli e Prototheca zopfii.

Desta forma buscar-se-ia possiveis explicagdes para os fendmenos observados in vivo, nos

estudos de Valle (2000) e Valle et al. (2000a), bem como, para os contraditorios resultados
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obtidos por diversos autores que estudaram a suplementacdo de vitamina E como estratégia

auxiliar no controle de mastite bovina.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Mastite

A mastite, processo inflamatorio da glandula mamaria, pode ter varias causas, sendo que a
infecciosa € a mais frequente, geralmente causada por bactérias. Os fungos e as algas também
podem estar envolvidos na sua etiologia (BRAMLEY; DODD, 1984; COSTA et al., 1994a). Em
trabalho de reviséo sobre a etiologia da mastite, Watts (1988) levantou 137 espécies diferentes de

microrganismos causadores da mesma.

Nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais predominam as mastites causadas por
Staphylococcus sp, Streptococcus sp e Corynebacterium sp (BALDASSI, et al., 1991; BENITES
et al., 2001; COSTA, 1998; COSTA et al., 1986, 1994b, 2000, 2001; LANGONI et al., 1991,
1998; NADER FILHO et al., 1985), sendo também estes os principais agentes etiologicos da
mastite clinica nestes mesmos estados (COSTA et al., 1995b, 2001, BENITES et al., 2001).

Em relagdo aos patdgenos causadores da mastite, € comum a distin¢do em dois grupos, 0s
agentes contagiosos e os ambientais. Os agentes contagiosos necessitam do animal para a
sobrevivéncia, multiplicando-se no interior da glandula mamaria, no canal do teto ou sobre a pele
e sdo transmitidos, principalmente, durante a ordenha. Os principais agentes contagiosos s&o:
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativo,
Corynebacterium bovis. Os agentes ambientais sdo oportunistas e estdo presentes no ambiente em
que o animal vive, sendo que a infeccdo pode ocorrer tanto no periodo entre ordenhas quanto
durante a ordenha. Dentre estes, os principais sdo: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, K.
oxytoca, Enterobacter aerogenes, espécies de Citrobacter, Serratia e Proteus, Streptococcus
uberis, S. dysgalactiae, S. faecalis, S. faecium e outros Streptococcus, Pseudomonas aeruginosa,
Actinomicetales (Actinomyces pyogenes, Nocardia asteroides e N. brasiliensis), leveduras,
fungos micelianos, e algas (Prototheca zopfii) (BENITES et al., 1999, 2000; BRAMLEY;
DODD, 1984; COSTA et al., 1996; LANGONI et al., 1992; MCDONALD, 1984; SANDHOLM;
KAARTINEN; PYORALA, 1990; RADOSTITS et al., 2002; RIBEIRO et al., 2001; SMITH;
TODHUNTER; SCHONBERGER, 1985).

A infeccdo de uma glandula sadia geralmente com a entrada do microrganismo pelo canal

do teto, ocasionando a infeccdo intramamaria. A infeccdo pode ocorrer também por via sistémica
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como, por exemplo, em doencas como a tuberculose, brucelose, leptospirose, salmonelose e
listeriose (COSTA, 1998).

Vérias ocorréncias facilitam a penetracdo do ducto do teto pelos patdgenos da mastite.
Um trauma pode afetar a integridade do canal do teto levando a infeccdo. O equipamento de
ordenha mal regulado pode influenciar nas taxas de infec¢do devido as flutuagbes de vacuo e
pulsacdo inadequada, promovendo a entrada de organismos patogénicos no interior do teto,
facilitando a passagem de patdgenos de uma vaca para outra, exacerbando qualquer tipo de lesdo,
causando hiperqueratose ou edema (SHEPHERD, 1996).

A interrupcdo da lactacdo também contribui para a instalacdo dos microrganismos. Na
glandula mamaria ativa, o fluxo de saida do leite dificulta a colonizacdo dos microrganismos,
eliminando-os mecanicamente. As alteracdes fisioldgicas que ocorrem durante o periodo seco
podem facilitar a ocorréncia de infeccbes (BRAMLEY; DODD, 1984). Evidéncias clinicas e
experimentais sugerem que as mudancas ocorridas durante o periodo seco aumentam a
susceptibilidade do Ubere as novas infec¢des (SMITH; TODHUNTER.; SCHONBERGER, 1985;
SORDILLO; NICKERSON, 1988).

A susceptibilidade da glandula a infec¢do € maior no inicio e no final do periodo seco.
Entre os fatores que interferem no aumento da susceptibilidade destaca-se o aumento da
populacdo bacteriana na extremidade distal do teto, sendo que os procedimentos de limpeza e
anti-sepsia ndo sdo mais realizados. As modificacGes histoldgicas do canal do teto também
contribuem para o aumento da susceptibilidade (NICKERSON, 1989). Entre os mecanismos de
resisténcia da glandula durante o processo de involugdo destacam-se 0 aumento na concentragdo
de células fagociticas, de linfocitos, de imunoglobulinas e de lactoferrina, porém, estes eventos
podem ocorrer lentamente deixando a glandula exposta a infeccdo. A fagocitose pelos neutréfilos
parece ser inibida nas secre¢des da glandula em involugdo e os linfocitos apresentam-se, neste
periodo, menos sensiveis aos estimulos antigénicos. Além disso, no pré-parto, a concentracao de
células somaticas e de lactoferrina diminuem acentuadamente. Neste periodo, a glandula torna-se
edemaciada e aumenta o volume de secrecdo. Alguns trabalhos demonstram a capacidade de
varios patdgenos causadores de mastite de sobreviver e crescer in vitro em secrecdes coletadas
nas diferentes épocas do periodo seco (EBERHART, 1986; NICKERSON, 1989).
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As infeccOes estabelecidas durante o periodo seco sdo as principais causas de mastites
clinicas nas primeiras semanas da lactacdo subseqiente (EBERHART, 1992; PANKEY;
DRECHSLER, 1993; SORDILLO; NICKERSON, 1988).

2.2 Resposta imune

A glandula mamaria é um 6rgdo complexo que propicia a descendéncia do animal a
alimentacdo e a resisténcia as doencas. Com a selecdo genética e os avancos tecnoldgicos, a
producdo de leite supera a necessidade do recém-nascido, sendo o excedente a base da industria
leiteira. Os fatores associados a producéo intensiva podem afetar profundamente a imunidade da
glandula mamaria e a habilidade do hospedeiro de resistir a mastite (SORDILLO; SHAFER-
WEAVER; DeROSA, 1997).

Os mecanismos de defesa podem ser separados em duas categorias distintas: imunidade
inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata, também conhecida como imunidade
inespecifica, é a defesa predominante nos primeiros estagios da infeccdo. Esta resposta esta
presente ou € ativada rapidamente no local da infeccdo por numerosos estimulos, entretanto, eles
ndo aumentam por exposicao repetida a mesma injaria. A resposta inata € mediada pela barreira
fisica do canal do teto, por macrofagos, por neutréfilos e por fatores sollveis. Inversamente, a
resposta imune adaptativa ou especifica, reconhece determinado patégeno facilitando a sua
eliminacdo seletiva. O reconhecimento de fatores patogénicos € mediado por anticorpos, por
macrofagos e por linfocitos. Devido a “memoria” de certos linfécitos, a resposta imune especifica
pode ser ampliada por exposicdes repetidas aos patogenos (SORDILLO; SHAFER-WEAVER;
DeROSA, 1997).

A mastite ocorre quando o0 agente patogénico penetra na glandula mamaria pelo canal do
teto. Por esta razdo, este é considerado a primeira linha de defesa contra invasores. O esfincter do
teto contém masculos que ficam contraidos entre ordenhas impedindo a penetracdo de agentes. O
canal do teto é revestido com queratina, sendo a mesma crucial para a manutencao da funcdo de
barreira. A remocdo da queratina aumenta a susceptibilidade a invasdo e a colonizacédo
bacteriana. Na camada de queratina, tém sido identificados agentes antimicrobianos. Os acidos
graxos esterificados e os ndo esterificados presentes na queratina como o ac. miristico, o &c.
palmitoleico e o &c. linoleico sdo bacteriostaticos. Adicionalmente, as proteinas catinicas

presentes no canal do teto ligam-se eletrostaticamente aos patogenos, alterando a estrutura da
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parede celular, aumentando a susceptibilidade destes a pressdo osmotica, levando-os a lise e
morte (SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DeROSA, 1997).

A atividade dos leucdcitos existentes ou recentemente recrutados nos estagios iniciais da
patogénese, exerce um papel importante no estabelecimento de novas infecgfes. A contagem de
células sométicas no leite consiste em diferentes tipos celulares, incluindo neutrdéfilos,
macrofagos, linfocitos e uma pequena porcentagem de células epiteliais. Na glandula mamaria
em lactacdo e saudavel, a contagem total de células soméaticas estd em torno de 5x10° a
10x10*/ml de leite. Durante uma nova infecgéo, o total pode aumentar para > 10°/ml de leite em
poucas horas (THIERS, 1999).

Varios estudos tém demonstrado que a severidade e a duracdo da mastite estd
estreitamente ligada a prontiddo da resposta migratdria dos leucdcitos e a atividade bactericida
das células no local da infeccdo. Algumas bactérias produzem metabolitos, toxinas ou
componentes da parede celular para colonizarem e se multiplicarem na glandula mamaria. Estes
fatores bacterianos servem indiretamente como quimiotateis para os leucocitos. Se as células
migram rapidamente da corrente sangiinea para a glandula mamaria, eliminando o estimulo
inflamatdrio decorrente da invasdo bacteriana, o recrutamento de leucdcitos cessa e a contagem
de células somaticas retorna as concentragdes normais. Caso as bactérias sobrevivam a esta
resposta imediata, continua a inflamacdo e a migracdo celular em direcdo ao lumen alveolar
(CAPUCO; PAAPE; NICKERSON, 1986). A prolongada diapedese dos leucocitos causa danos
ao parénquima mamario, diminuindo a producao leiteira (SORDILLO; NICKERSON, 1988).

Os neutréfilos sdo as células predominantes nos tecidos mamarios e nas secrecoes
mamarias nos estagios inflamatdrios iniciais e podem constituir >90% do total dos leucdcitos da
glandula mamaria (SORDILLO; NICKERSON; AKERS, 1989; THIERS, 1999). Estas células
migram para a glandula mamaria em resposta aos varios mediadores inflamatorios como
citocinas, complemento e leucotrienos. Uma vez no sitio da infeccdo, fagocitam e destroem as
bactérias. Os neutrofilos exercem seus efeitos bactericidas através dos mecanismos de destruicédo
dependentes de oxigénio, como a explosdo respiratoria, gerando a partir do anion superoxido, o
peréxido de hidrogénio, o radical hidroxil e o oxigénio singlete; e o sistema perdxido de
hidrogénio-mieloperoxidase halogenato, formando oxidantes téxicos hipoaldides (PEAKMAN;
VERGANI, 1999; TIZARD, 2002).
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Durante a fagocitose, as bactérias podem ser expostas também aos diversos reativos
independentes de oxigénio, como peroxidase, lisozima, hidrolases e lactoferrina. Em adicéo, os
neutrofilos possuem pequenos peptideos antibacterianos, capazes de destruir um grande nimero
de agentes causadores de mastite (PEAKMAN; VERGANI, 1999; SORDILLO; NICKERSON;
AKERS,1989).

Os macrdfagos sdo as células predominantes no leite e nos tecidos mamarios saudaveis de
vacas leiteiras. Estas células fagocitam bactérias, células debilitadas e componentes lacteos
acumulados. A taxa de fagocitose dos macrofagos pode melhorar substancialmente na presenca
de anticorpos especificos que opsonisam patogenos. Devido a ingestdo indiscriminada de
gorduras, caseina e outros componentes do leite, os neutrofilos e macréfagos da glandula
mamaria sao menos efetivos na fagocitose comparados aos leucécitos sanguineos (SORDILLO;
NICKERSON, 1988).

2.3 Destruicdo de patogenos pelo mecanismo dependente de oxigénio

Inimeros componentes microbianos promovem a quimiotaxia dos fagocitos para o local
da infeccdo, como por exemplo, endotoxinas que ativam a via alternativa do complemento
liberando C5a e C3a e formil peptideos, além de moléculas derivadas da lesdo tecidual como
fibrinopeptideo B, quimiocinas e leucotrieno B4 (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999). O passo
seguinte para a fagocitose é a adesdo do microrganismo a célula fagocitaria, sendo que esta ndo
ocorre espontaneamente, pois ambos possuem cargas negativas. A carga negativa da bactéria é
neutralizada através da opsonizacdo, que consiste na ligacdo do componente C3b do
complemento e do anticorpo (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999; TIZARD, 2002).

Alguns microrganismos desenvolveram maneiras de sobreviver no ambiente intracelular,
aderindo-se a estruturas superficiais, evitando muitas vezes a ativacdo das vias microbicidas
(ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999).

Apés a internalizacdo do patogeno, sdo ativados os mecanismos de destruicdo como: o
mecanismo dependente de oxigénio, reativos intermediarios do nitrogénio, proteinas catiénicas

semelhantes as do antibiético e outros.
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Os neutrdfilos, estimulados pela adesdo dos patdgenos opsonizados, aumentam o
consumo de oxigénio, cerca de 10 a 20 vezes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). No
mecanismo depedente de oxigénio, desencadeiam-se uma série de reacGes enzimaticas, iniciada
pela ativacdo da NADPH oxidase, formando anion superéxido a partir do oxigénio (NADPH +
20, NADPH oxidase N ADP* + H*+ 20,7). Em seguida ocorre a geracéo de peréxido de hidrogénio,

reacdo catalisada pela superoxido dimutase (O, + O, + 2H*Superoxido dismutase . 5 1 ) ou pela
dismutacdo ndo enzimatica. O sistema microbicida do peroxido de hidrogénio-mieloperoxidase
halogenato ocorre através da seguinte reacdo: H,O, + 2CI" + H* mieloperoxidase 1,3+ Cl, + OH"
sendo estes produtos extremamente toxicos para os patdgenos (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; PEAKMAN;VERGANI, 1999).

Porém, para a protecdo do organismo contra o acimulo das espécies reativas de oxigénio,
as células desenvolveram sistemas antioxidantes como: glutationa redutase; o - tocoferol;
superdxido dismutases; catalase e glutationa peroxidase (MICHIELS et al.,1994; MILLER;
BRZEZINSKA-SLEBODZINSKA; MADSEN, 1993). Existem duas superdxido dismutases nas
células eucarioticas, uma citosolica: Cobre, Zinco superoxido dismutase (Cu, Zn — SOD) e outra
mitocondrial: manganés superdéxido dismutase (Mn-SOD) (FRIDOVICH, 1997). A glutationa
peroxidase reduz peroxido de hidrogénio a agua através da oxidacdo de duas moléculas de
glutationa reduzida (GSH) em sua forma oxidada (GSSG) (PAGLIA; VALENTINE, 1967). A
GSH é regenerada pela glutationa redutase (CARLBERG; MANNERVIKC, 1985). A catalase
também converte perdxido de hidrogénio a agua e oxigénio, porém, a glutationa peroxidase tem
maior afinidade por perdxido de hidrogénio do que a catalase, sugerindo ser a principal via de

degradacdo do perdxido de hidrogénio em condi¢des normais (MICHIELS et al.,1994).

2.4 Vitamina E e selénio

Alguns estudos tém avaliado a influéncia da vitamina E durante as duas ou trés semanas
que precedem ou sucedem o parto, uma vez que este periodo € critico pela supressdo da resposta
imune de certas células, aumentando consequentemente a susceptibilidade & mastite (HOGAN;
WEISS; SMITH,1993; WEISS, 1998).

A vitamina E parece ser especialmente importante para a salde da glandula mamaria

durante o periodo periparto. As concentracGes plasmaticas de a-tocoferol comecam a cair do
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sétimo ao decimo dia antes do parto e permanecem baixas durante trés a cinco dias apds o
mesmo, aumentando a partir deste periodo. Quando as concentra¢fes plasmaticas de a-tocoferol
sd80 mantidas durante o periodo periparto, por inje¢des de a-tocoferol, a lise intracelular de

patdgenos pelos neutrofilos sangliineos € ampliada (HOGAN et al.,1990).

A funcdo metabdlica do selénio estd intimamente ligada a vitamina E. Ambos protegem
as membranas biolégicas da degeneracdo oxidativa. A vitamina E e a glutationa peroxidase
(enzima que contém selénio) fazem parte do sistema antioxidante presente nas células, atuando
em locais diferentes. A glutationa peroxidase atua no citosol e a vitamina E é parte integrante das
membranas lipidicas (Mc DOWELL et al.,1996).

Smith et al. (1984) comparando com o grupo controle (ndo suplementado), administraram
uma inje¢do com 0,1 mg Se/kg de peso vivo, 21 dias antes do parto, e suplementaram com uma
dose diaria de 0,74 g de vitamina E por vaca, durante o periodo seco. Estes autores observaram
um decréscimo de 37% na incidéncia de mastite clinica em animais que receberam apenas
vitamina E. A injecdo de selénio provocou uma pequena reducdo (12 %) da mastite clinica no
grupo suplementado. N&o houve evidéncia de interacdo entre os dois suplementos em relacéo a
ocorréncia de mastite clinica. Quanto a duracdo desta, os resultados apresentaram 44% de
reducdo para a suplementacdo com vitamina E, 46% para a suplementacdo com selénio e 62%
para vitamina E + selénio comparados ao controle, indicando uma possivel interacdo entre

ambos.

Weiss et al. (1990) estudando a suplementacdo de selénio e de vitamina E em vacas no
periodo periparto, concluiram que os animais alimentados com uma dieta com aproximadamente
0,3 ppm de Se e 110 Ul / kg de MS (matéria seca) de vitamina E, durante o periodo seco, e
recebendo uma injecdo de 50 mg de Se e 300 Ul de vitamina E, 21 dias antes da data prevista
para 0 parto, mantiveram uma adequada atividade da glutationa peroxidase assim como
adequadas concentracdes plasmatica e sanguinea de Se. Continuando a alimentacdo com dieta
similar em vitamina E e Se no inicio da lactacdo, estes padrées adequados foram mantidos. Na
suplementacdo com altas quantidades de vitamina E, durante o periodo seco, a queda nas
concentracOes plasmaticas de a-tocoferol no periodo periparto foi reduzida, mas ndo eliminada.
Com o progresso da lactacdo e com 0 aumento da ingestdo de matéria seca, a concentracao

plasmética de a-tocoferol ndo foi diferente entre animais suplementados e ndo suplementados. A
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suplementacdo de curta duracdo com vitamina E aumentou a concentracdo plasmatica de o-
tocoferol em niveis acima da concentracdo de animais suplementados por longos periodos,
sugerindo que, apés um periodo de suplementacéo insuficiente, a absor¢do da vitamina pode ser

superior.

Hogan et al. (1990) estudaram os efeitos da suplementacdo de vitamina E (600 Ul/dia) e
de selénio (0,3 ppm na dieta) durante o periodo seco e os primeiros 21 dias de lactacéo,
combinada com uma injecao de 50 mg de selenito de sodio e 680 Ul de acetato de alpha-tocoferol
aos 21 dias pds-parto, para vacas leiteiras cujos neutrdfilos foram desafiados in vitro. Estes
autores observaram que a vitamina E aumentou a lise intracelular de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli por acéo dos neutrofilos. O selénio aumentou somente a lise de Staphylococcus
aureus. Ndo foram detectadas interacfes significativas entre os suplementos. A habilidade
fagocitaria dos neutréfilos tanto para Staphylococcus aureus quanto para Escherichia coli foi
independente da suplementacdo. Hogan et al. (1992) também observaram maior destruicdo
intracelular de patdgenos nos neutrdfilos de animais que receberam duas injegdes de 3000 Ul de
vitamina E (10 e 5 dias antes do parto), sendo que a porcentagem de fagocitose ndo modificou
entre os grupos. Nos animais que receberam suplementacdo oral de 1040 Ul de vitamina E no
periodo seco, ndo foram detectadas diferengas quanto a destruicdo de patdgenos e a porcentagem
de fagocitose quando comparados aos animais ndo suplementados.

Ndiweni et al.(1991) investigaram nove rebanhos com incidéncia de mastite superior a
30% e nove rebanhos com incidéncia de mastite inferior a 30% durante doze meses e ndo
encontraram diferencas entre os rebanhos na contagem de células somaticas (CCS), na atividade
da glutationa peroxidase e na concentracdo plasmatica de vitamina E. Os autores ndo
encontraram correlagdo entre CCS e concentragdo plasmatica de vitamina E. Erskine et al.
(1987) também néo encontraram diferencas nas concentracfes séricas de vitamina E entre dois
grupos compostos por 16 rebanhos leiteiros, sendo um com CCS aproximada de 150 x 10*/ml e
outro com CCS de 700 x 10%ml. Entretanto, Barnouin e Chassagne (1998) investigando 139
rebanhos franceses, detectaram que rebanhos com alta incidéncia de mastite clinica nos primeiros
60 dias de lactacdo apresentaram baixas porcentagens de vacas suplementadas com vitaminas

ADE no periodo seco e altas porcentagens de partos no inverno.
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Batra, Hidiroglou e Smith (1992) avaliaram a incidéncia de mastite em 224 vacas
submetidas ou ndo a suplementacdo de vitamina E durante o periodo seco e os trés primeiros
meses de lactacdo. O grupo suplementado recebeu 1000 Ul no pré-parto e 500 Ul no periodo em
lactacdo. As concentracdes sangiineas de vitamina E foram maiores para o grupo suplementado.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos em: porcentagem de quartos CMT positivo,
numero de casos de mastite clinica e porcentagem de vacas infectadas com mastite clinica.
Quanto aos patdgenos, Staphylococcus aureus foi isolado em 31,6 % e 39,1 % das amostras dos
grupos controle e suplementado respectivamente. Este foi o microrganismo isolado com maior
frequéncia, seguido por coliformes, isolados em 26,3 % no grupo controle e 18,8 % no
suplementado. Outros Streptococcus, que ndo Streptococcus agalactiae foram isolados somente
nos animais suplementados em 4,4 % das amostras. Dos quartos CMT positivo, ndo foram
isolados os microrganismos em 38,1 % do controle e 37,7 % do grupo suplementado. Amostras
compostas de leite dos quartos foram colhidas nos 562, 1129 1682, 224° e 2802 dias de lactacéo
para contagem de células somaticas sendo que, as vacas do grupo suplementado apresentaram

menor CCS somente no 1122 dia comparadas ao grupo controle.

Investigando a atividade da glutationa peroxidase, as concentracOes de vitamina E, de
vitamina A e de -caroteno no soro, a contagem de células somaticas, as infec¢fes bacterianas no
Ubere e a incidéncia de mastite clinica, Jukola et al. (1996) concluiram que, com o aumento do
selénio no soro, a incidéncia de todas as infec¢des diminuiram (-17,7 %) incluindo infec¢bes por
Staphylococcus aureus (- 31,7 %) e por Corynebacterium sp (-70,6 %). Nao foram detectadas
associac0es entre as diferentes infeccdes e a contagem de células somaticas com as concentracfes
séricas de vitamina E, de vitamina A ou de p-caroteno. A baixa concentragdo sérica de selénio
ndo aumentou a incidéncia de mastite clinica. As concentracdes de selénio no sangue de 200 ug/L

foram consideradas suficientes para otimizar a satde da glandula mamaria.

Ndiweni e Finch (1996) avaliaram a acédo in vitro da vitamina E em polimorfonucleares
neutréfilos bovinos e observaram que as altas concentragBes desta causaram a agregacdo das
células, mas ndo afetaram a viabilidade das mesmas. A migracdo casualizada de
polimorfonucleares (PMN) expostos a baixas concentracfes da vitamina foi aumentada e esta
apresentou efeito estimulatério maior do que o selenito, entretanto, doses excessivas

apresentaram pouco efeito. A quimiotaxia foi aumentada apds a suplementacdo com baixas
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concentracdes de vitamina E. A vitamina E aumentou significantemente a fagocitose de S. aureus
opsonizados por PMN de bovinos. Em contraste, Hogan et al. (1990) relataram que a
suplementacdo in vivo de vitamina E ndo exerceu efeito na capacidade fagocitaria in vitro dos
mesmos. No estudo de Ndiweni e Finch (1996) foi observado que a suplementagdo com selenito
apresentou um efeito levemente inibitério. No mesmo trabalho, verificou-se que, quando S.
aureus foi incubado por 2 horas com estes antioxidantes, na auséncia de PMN, ndo houve
influéncia na viabilidade deste microrganismo, demonstrando, portanto, ndo haver acao
antibacteriana direta. Foi também observado pelos mesmos autores que os PMN expostos a
vitamina E e ao selénio produziram quantidades de superoxido levemente superiores aquelas dos
PMN nédo tratadas, portanto, provavelmente apresentaram maior capacidade de lise de
microrganismos fagocitados. Por outro lado, as concentragdes muito altas apresentaram efeito
inibitério na producdo de superdxidos. Neste estudo foram verificados os efeitos da
suplementacdo combinada dos dois elementos e ndo foi evidenciado qualquer efeito sinérgico.

Politis et al. (1995) verificaram que os neutrofilos sanguineos de vacas recebendo uma
suplementacdo de 3000 Ul de vitamina E, durante quatro semanas antes do parto e oito semanas
apos o parto, combinada com uma injecdo de 5000 Ul de vitamina, uma semana antes do parto,
produziram duas vezes mais anion superéxido, comparados com os neutréfilos dos animais nao
suplementados. Entretanto, Politis et al. (1996), utilizando o mesmo protocolo, ndo observaram
diferencas na producdo de superdxido ou fatores quimiotaxicos por macrofagos da glandula
mamaria. A suplementacdo de vitamina E evitou a reducdo das concentracdes sangliineas da
mesma e a supressao periparto da quimiotaxia dos neutréfilos sangiiineos. Com relacdo a
producdo de interleucina-1 e ao complexo maior de histocompatibilidade Il, somente foram
detectadas diferencas nos neutréfilos isolados do sangue, sendo 15 e 35% maior,
respectivamente, no grupo suplementado. Nos macrofagos isolados da glandula maméria nédo
foram observadas diferencas entre os grupos (POLITIS et al., 1995). Dulin, Paape e Nikerson
(1988) observaram tambem que a porcentagem de fagocitose foi 9,6% menor nos neutrofilos
isolados de glandulas mamarias em lactacdo comparada com a de neutréfilos sanguineos e
concluiram que a ingestdo de globulos de gordura e caseina interfere nas atividades funcionais

dos neutroéfilos isolados do leite.

Segundo Weiss et al. (1997), vacas que receberam uma dieta com 1000 Ul/dia de

vitamina E durante o periodo seco e 500 Ul/dia durante os primeiros 30 dias de lactacdo,
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apresentaram uma diminuicdo de 30% da mastite clinica nos primeiros 7 dias de lactacéo frente
as vacas que receberam 100 Ul/dia nestes mesmos periodos. A redugdo da mastite clinica foi de
88% no mesmo periodo em vacas que receberam 1000 Ul/dia durante o periodo seco até 15 dias
antes do parto, 4000 Ul/dia nas duas semanas que antecederam o parto e 2000 Ul/dia nos 30 dias
ap6s o parto. A prevaléncia de mastite clinica causada por Staphylococcus sp foi de 6,8%
(controle), 0 e 1,3% para doses crescentes da vitamina. A porcentagem de quartos com novas
infeccdes no parto foi 11,8% menor para as vacas que receberam altas doses de vitamina E.
Segundo estes mesmos autores, as concentracdes plasmaticas minimas de 3ug/ml a-tocoferol séo
necessarias no periparto quando o selénio é marginal e, para tanto, é necessario suplementar com

vitamina E acima de 1000 Ul/dia quando volumosos conservados sdéo componentes da dieta.

No estudo de Valle et al.(2000b), a ocorréncia de mastite clinica na primeira semana de
lactacdo reduziu em 70% nos grupos suplementados com doses diarias de 1000 Ul e 3000 Ul no

pré e no pos-parto comparados ao grupo nao suplementado.

Com relacdo a incidéncia de mastite clinica durante 30 dias pos-parto, Erskine et al.
(1997) ndo observaram efeito quando uma Unica injecdo de 3000 Ul de vitamina E foi
administrada por via sistémica, aproximadamente duas semanas antes do parto. Leblanc et al.
(2002) estudando o efeito da vitamina E (3000 Ul subcutanea, uma semana antes do parto) na
salde de vacas leiteiras no periodo de transicdo ndo encontraram diferencas na incidéncia de
retencdo de placenta, metrite, mastite, cetose, torcdo de abomaso e laminite entre 0s grupos

experimentais.

Suplementando diariamente por via oral as vacas leiteiras no pré-parto e durante toda a
lactacdo, Zanetti et al. (1998) observaram que a incidéncia de mastite subclinica diagnosticada
através do exame CMT foi de 56,25% para o grupo ndo suplementado, 37,5% para 0 grupo
suplementado com 5mg de selénio, 56,25% para o grupo suplementado com 500 Ul de vitamina
E e 62,5% para 0 grupo que recebeu 5mg de selénio + 500 Ul de vitamina E. Neste estudo,
detectou-se uma reducdo significativa na incidéncia de mastite subclinica apenas para 0os animais
que receberam 5mg de selénio, ndo sendo verificadas diferencas com a suplementagéo de
vitamina E, provavelmente pelo fato de que os animais, por terem tido acesso a forragens verdes,
ndo apresentavam deficiéncia deste nutriente. Costa et al. (1997) ndo detectaram diferencas na

ocorréncia de mastite clinica ou subclinica e de infecgdes intramamaérias durante a lactagdo em
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vacas que receberam uma aplicacdo intramuscular de 0,1mg/kg de selenito de sddio
aproximadamente 20 dias antes do parto e atribuiram estes resultados a inexisténcia de

deficiéncia do mineral nos animais experimentais.

Valle et al. (2000a) observaram uma reducdo na ocorréncia de mastite clinica durante a
lactagdo nos grupos suplementados diariamente com 1000 Ul e 3000 Ul de vitamina E, no pré e
no pos-parto, quando comparados ao grupo controle. Ndo foram encontradas diferencas
estatisticas quanto a ocorréncia de mastite subclinica entre os trés grupos. A ocorréncia de
infeccBes intramamarias foi maior no grupo suplementado com 3000 Ul do que nos demais,
sendo que no grupo suplementado com 1000 Ul foi maior do que no grupo ndo suplementado.

Schukken et al. (1999) avaliaram os fatores que poderiam determinar a permanéncia da
infeccdo intramamaria em glandulas desafiadas com Staphylococcus aureus, entre eles, 0s niveis
sanguineos de vitamina E e ndo encontraram diferengas significativas destes com o
estabelecimento da infecgdo. No estudo de Paes et al. (2001), avaliando-se a resposta ao desafio
com Staphylococcus aureus em cabras que receberam 2000 Ul de vitamina E intramuscular no
dia do parto e sete dias ap6s 0 mesmo, observou-se que a suplementacao resultou em menor CCS
e menor numero de microrganismos recuperados no leite. Concordando com estes resultados,
Baldi et al.(2000) observaram menor CCS no leite de vacas recebendo 2000 Ul de vitamina E por

14 dias antes do parto e 7 dias ap6s o parto comparando com animais recebendo 1000 UL.

Paschoal, Zanetti e Cunha (2003) verificaram uma reducdo de 72% na incidéncia de
mastite clinica durante as oito primeiras semanas de lactagcdo, nos animais do grupo
suplementado com vitamina E (1000UI) e selénio (5mg) durante 30 dias antes do parto previsto,
de 51,3% nos animais suplementados com vitamina E, e de 23% com a suplementacéo de selénio
guando comparados aos animais do grupo controle. Com relacdo a reducdo da contagem de
células somaticas, somente o grupo suplementado com selénio apresentou diferenca significativa
neste mesmo periodo (PASCHOAL, 2002).

Katamoto et al. (1998) investigaram a influéncia do tratamento por via intramuscular com
vitamina E (2,72 Ul/kg) e selénio (0,1mg/kg), em duas aplicacdes com intervalo de oito dias, na
atividade dos neutrofilos, através da redugdo do nitroblue tetrazolium (NBT), em cabras
submetidas ao estresse térmico. Os autores concluiram que o estresse deprime a atividade dos

neutrofilos, diminuindo a reducdo do NBT. Quanto ao tratamento, ndo foram detectadas
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diferencas estatisticas entre 0s grupos, apesar da observacdo de maior reducdo do NBT nos
neutrofilos estimulados do grupo suplementado. J& Lopes et al. (2003), ao injetar cabras com
duas doses de 2000 Ul de vitamina E, no dia do parto e sete dias apds 0 mesmo, e induzindo
mastite por Staphylococcus aureus, observaram que os neutrdfilos estimulados aumentaram a
capacidade de reduzir o NBT, sendo esta capacidade menor no grupo suplementado. Neste
trabalho foi observado que o processo inflamatorio foi mais intenso no grupo nédo suplementado,

onde a CCS foi maior.

Quanto aos efeitos no processo inflamatdrio, Rocksén et al. (2003), investigando a
migracdo dos neutréfilos no tecido pulmonar de ratos, aerolizado com endotoxina, verificaram
que a suplementacdo com vitamina E reduziu o nimero de neutréfilos nos alvéolos pulmonares e
0 edema pulmonar. Schock et al. (2004) observaram que neutrofilos de ratos deficientes em
vitamina E apresentaram maior atividade da NADPH oxidase, aumentando a produgéo de
superdxidos. Segundo Azzi, Ricciarelli e Zingg (2002), o a-tocoferol inibe a atividade da
proteina quinase C em varias células, inibindo conseqlientemente a agregacdo de plaquetas, a
producéo de 6xido nitrico nas células endoteliais e a producdo de superdéxido pelos neutréfilos e
macrofagos. Wu, Hayek e Meydani (2001) demonstraram que a vitamina E reduziu a producéo
de PGE; devido ao decréscimo da atividade da cicloxigenase. Kahl & Elsasser (2004) verificaram
que a vitamina E atenuou os efeitos da injecdo de endotoxina em novilhas, diminuindo a
atividade plasmatica da xantina oxidase e a consequente producao de anion superdxido e acido
arico.

Tauler et al. (2002) avaliaram a suplementacdo de agentes antioxidantes (vitamina E,
vitamina C e B-caroteno) na dieta de atletas quanto a atividade enzimatica nos neutrofilos e
observaram um aumento da razdo da glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG) e
diferencas na atividade da catalase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa
redutase sendo 45%, 35%, 47% e 51% respectivamente maior no grupo suplementado. Katamoto
et al. (1998) também observaram uma tendéncia de maior atividade da glutationa peroxidase com
a suplementacdo de vitamina E em cabras sob estresse térmico, porém sem significancia

estatistica.

Hogan et al. (1993) testou o efeito da vitamina E como adjuvante em vacinas contra

Escherichia coli. A vitamina E somente aumentou a concentracdo de IgM no soro mas nao
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exerceu efeito no titulo de IgM no leite. A mistura de vitamina E + adjuvante incompleto de
Freud resultou em aumentos nos titulos de IgM no leite e no soro comparados com os titulos do
adjuvante de Freud utilizado sozinho. A mistura da vitamina E + adjuvante de Freud propiciou
uma maior persisténcia nos titulos de IgM e apresentou um efeito sinérgico ao reduzir a

severidade dos sinais clinicos sistémicos da doenga.

Comparando as concentragdes de a-tocoferol no leite, no plasma e nos neutréfilos do leite
e do plasma de vacas com mastite clinica aguda com vacas sem mastite, Barret et al. (1997)
observaram que, a inflamacdo intramamaria aguda causada por infusdo de lipopolissacarideo ou
E. coli resultou em aumento da concentracéo de a-tocoferol no leite dos quartos desafiados, mas
ndo afetou a concentracdo plasmatica. As concentracdes de a-tocoferol nos neutrofilos do leite e
do sangue ndo diferiram entre os tratamentos. Aproximadamente 25% e < 10% do a-tocoferol do
leite de glandulas com mastite clinica e glandulas sadias, respectivamente, foram associados com
neutrofilos. Em estudo similar, Hogan et al. (1996) observaram que as concentracdes de o-
tocoferol no leite foram 60% maiores 24 e 48 horas apds o desafio com E. coli e ndo detectaram
alteracGes nas concentragdes plasmaticas. As concentracfes de a-tocoferol no leite foram
correlacionadas positivamente com as contagens de células somaticas em todas as amostragens.
Durante a fase aguda da mastite, a concentracdo de gordura caiu, sendo que esta € a fonte
priméria de a-tocoferol, enquanto a concentracdo de a-tocoferol aumentou, indicando que este

estava associado aos neutréfilos.

2.5 Requerimento de vitamina E e selénio

A literatura sugere que o requerimento de selénio para a maioria das espécies de producao
esta entre 0,05 e 0,3 mg / kg de matéria seca ingerida. Esta variacdo ocorre tanto como resultado
de diferentes fatores que podem influenciar o requerimento de um animal, como pela diversidade
das opinides quanto ao critério usado para estabelecer as necessidades. Os fatores como as fontes
de selénio, a biodisponibilidade, a suplementacdo de vitamina E, as concentracdes de
antagonistas (enxofre, ferro e cobre) na dieta e os métodos usados para a analise do mineral no
animal podem influenciar a determinacdo do requerimento de selénio (GERLOFF, 1992; Mc

DOWELL et al., 1996). Varias informacdes obtidas na literatura sugerem, que para atender a
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demanda em vacas leiteiras, a suplementacdo de selénio deve ser em torno de 6mg/animal/dia
(GERLOFF, 1992).

Os requerimentos de vitamina E e de selénio sdo dependentes das concentracdes dos
mesmos na dieta. A vitamina E reduz o requerimento de selénio mantendo o mineral na forma
ativa, por prevenir a destruicdo das membranas lipidicas e inibir a producdo de perdxidos,
reduzindo assim a quantidade de glutationa peroxidase necessaria a destruicdo dos mesmos. O
selénio é conhecido por poupar a vitamina E preservando a integridade do pancreas, o qual é
responsavel pela digestdo normal das gorduras, melhorando a absor¢do da mesma; reduzindo a
quantidade de vitamina E requerida para manter a integridade das membranas lipidicas via
glutationa peroxidase (McDOWELL,1989).

Os fatores de importancia primaria que podem ter influéncia na suplementacdo de
vitamina E e de selénio incluem: (1) selénio e ou vitamina E deficientes nos volumosos e
concentrados; (2) pastagens excessivamente secas; (3) alimentagdo em confinamento onde estes
nutrientes ndo séo fornecidos ou somente forragens de baixa qualidade sdo oferecidas; (4) dietas
com predomindncia de ingredientes que contém baixos niveis de o-tocoferol e com baixa
atividade; (5) dietas com ingredientes que aumentam 0s requerimentos de selénio (metais
pesados, aflatoxinas) e vitamina E (gorduras insaturadas, agua rica em nitratos); (6) métodos de
colheita, de secagem, de estocagem e de conservacdo dos alimentos que resultam em destruicéo
dos nutrientes; (7) aceleradas taxas de ganho, de producéo e de eficiéncia alimentar com aumento
da demanda metabolica; (8) a producdo intensificada que pode aumentar indiretamente a
necessidade destes nutrientes pelo elevado nivel de estresse, 0 qual aumenta a susceptibilidade as
doengas (Mc DOWELL, 1989).

Baseando-se em dados disponiveis, o programa de suplementagdo de vitamina E sugere,
principalmente, a utilizacdo da administracdo oral e parenteral. Para a protecdo continuada contra
uma possivel deficiéncia de todo o rebanho € essencial uma adequada suplementacao da vitamina

na dieta.

Weiss (1998), revisando trabalhos publicados sobre as necessidades de vitamina E,

concluiu que o requerimento € desconhecido, porem os dados sugerem que a suplementacdo de
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1000UI /dia antes do parto e 500 Ul/dia ap0s o parto pode ser justificada para promover a saude

dos animais.

Visando a reducdo da mastite clinica, Hogan, Weiss e Smith (1993) recomendaram a
suplementacdo com 1000Ul/dia de vitamina E durante a lactacdo. McDowel et al.(1996) também
sugeriram uma suplementacéo similar, entre 500 a 1200UI para vacas em lactacdo e 1000Ul para

vacas secas.

Estas pesquisas baseiam-se no estresse oxidativo a que sdo submetidas as vacas leiteiras,
considerando a alimentagdo com produtos conservados e ricos em gordura; o periodo de
transicdo, onde a ingestdo de matéria seca € minimizada; a producdo de leite que mobiliza
consideravel quantidade de gordura; o balanco energetico negativo que ocorre no pos-parto, onde
0 catabolismo aumenta, resultando na producdo espécies reativas de oxigénio (ALLISON;
LAVEN, 2000); além das concentracdes sanguineas reduzidas de substancias antioxidantes no
periodo periparto, como a vitamina E e A (MEGLIA et al, 2001).

A edicdo do NRC 1989 (National Research Council) recomenda 150 Ul/dia para vacas
secas e 300 Ul/dia para vacas em lactacdo. Na edicdo atual (NRC, 2001) a recomendacao é de
1000Ul/dia no pré-parto e 500 Ul/ dia na lactacdo, devido as evidéncias encontradas nos
trabalhos publicados nos ultimos anos, porém, h& caréncia de estudos para definir a dosagem
correta (GRUMMER, 2001).

2.6 Fontes alimentares de vitamina E

Oito formas de vitamina E sdo encontradas na natureza: quatro tocoferois (a, 3, y e 8) e
quatro tocotrienois (a, B, y e 8). As diferencas entre o, B, v € & sdo devidas a localizagdo dos
grupos metil no anel. A diferenca entre tocoferol e tocotrienol é devida a insaturacdo no final de
um lado da cadeia (Mc DOWELL, 1989).

A vitamina E é abundante na maioria dos grdos de cereais, particularmente no germe e
nos subprodutos contendo germe. Existe uma larga variacdo no conteudo de vitamina de um
alimento em particular, com muitos alimentos variando o valor de seu contetdo de trés a dez
vezes. Um exemplo é o leite de vaca que apresenta cinco variagcdes estacionais em seu contetdo

de a-tocoferol. As forragens verdes, incluindo os fenos de boa qualidade, sdo excelentes fontes,
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sendo a alfafa especialmente rica. A concentracdo de tocoferol por unidade de matéria seca em
forragens frescas é entre cinco a dez vezes maior do que na maioria dos cereais e Seus
subprodutos (Mc DOWELL et al.,1996).

O contetdo de vitamina E na forragem ¢ afetado pelo estdgio de maturacdo no momento
da colheita e pelo tempo do corte até a desidratacdo. As perdas na estocagem podem atingir 50%
em um més. Tém sido observadas perdas de 54-73% na alfafa estocada a 33°C durante 12
semanas e de 5-33% na desidratacdo comercial da mesma. As dietas de rebanhos confinados séo
sempre dependentes de forragens ensiladas como fonte de volumoso, sendo que estas contém
somente de um quinto a um sexto da quantidade de vitamina E presente nas forragens frescas
(Mc DOWELL et al., 1996). O aumento da participacdo de volumosos estocados na dieta dos
animais aumenta a probabilidade de ocorrer deficiéncia de vitamina E (HOGAN; WEISS;
SMITH, 1993; Mc DOWELL et al., 1996; SMITH; HOGAN; WEISS, 1997).

Como a estabilidade de todos os tocoferdis que ocorrem na natureza é frégil, ha
substanciais perdas da atividade da vitamina E em alimentos processados e estocados. As fontes
de vitamina E nos alimentos sdo deterioradas sob condi¢fes que promovem a oxidagdo dos
mesmos (calor, oxigénio, umidade, gorduras oxidadas e minerais). Para concentrados, a oxidagao
aumenta apds a moagem, a mistura com minerais, a adicdo de gorduras e a peletizacdo. Quando
os alimentos sdo peletizados, a destruicdo de vitaminas A e E pode ocorrer caso a dieta ndo
contenha antioxidantes suficientes para prevenir suas aceleradas oxidac@es sob condicdes de
umidade e de altas temperaturas (Mc DOWELL et al., 1996).

2.7 Absorcao e excrecao da vitamina E

A absorcdo da vitamina E esta ligada a digestdo de gorduras e é facilitada pela bile e pela
lipase pancreética. Sua absor¢do depende da solubilizagdo micelar, assim, falhas na fungéo
pancreatica ou na producdo biliar resultam em mé absorcdo (NRC, 1987). A maior parte da
vitamina E é absorvida na forma de alcool. Os esteres s@o hidrolisados nas paredes intestinais e 0
alcool livre passa pelas paredes intestinais para a corrente linfatica e dai para a circulacdo geral,

permitindo assim sua atuacdo como antioxidante (Mc DOWELL, 1989).
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Estudos indicam que a vitamina E é bem menos absorvida ou retida no organismo quando
comparada a vitamina A. A vitamina E, recuperada nas fezes, segundo estudo de dosagens,
variou entre 65% a 80% em humanos, ratos e galinhas e 25% em frangos. Ndo € conhecida a
quantidade da vitamina fecal que ndo é absorvida e que é excrecdo biliar. A bile tem
concentracdo de tocoferol similar & do sangue (Mc DOWELL, 1989).

A vitamina E é aderida principalmente as lipoproteinas. Os tocoferois passam através das
membranas placentarias em quantidades insuficientes, mas estdo concentrados no colostro (Mc
DOWELL et al.,1996).

A vitamina E é estocada em todos os tecidos corporais, principalmente no figado, porém,
este contém somente uma fracdo da reserva corporal total se comparado a reserva hepatica da
vitamina A que chega a 95%. Pequenas quantidades de vitamina E podem persistir no corpo por
longos periodos, sendo que as reservas sdo exauridas rapidamente por acidos graxos
poliinsaturados nos tecidos. A taxa de excrecdo € proporcional & ingestdo destes. A maior rota de

excrecdo da vitamina absorvida € a bile, onde aparece na forma livre (Mc DOWELL, 1989).

2.8 Hipervitaminose

A vitamina E é conhecida por ser a menos toxica das vitaminas. Entretanto, varios estudos
tém demonstrado efeitos adversos com a utilizacdo de doses extremas em ratos, frangos e
humanos. Estudos com frangos indicaram que niveis de 1000 Ul / kg de dieta por periodos
prolongados ndo causaram efeitos deletérios. Em ratos, o nivel maximo toleravel &,
provavelmente, cerca de 2500 Ul / kg. Na auséncia de dados experimentais para hipervitaminose
em outras espécies, 0 maximo toleravel pode ser referido somente por extrapolacdo dos estudos
feitos com ratos e frangos. Um presumivel nivel maximo de seguranga de cerca de 75 Ul / kg de
peso corporal por dia é sugerido como guia para as formulacdes de dieta. Como 0s requerimentos
para a maioria das espécies variam de 5 a 50 Ul / kg de dieta (ou 2 a 4 Ul / kg de peso vivo), as
ingestdes 20 vezes maiores do que o nivel nutricional adequado podem ser bem toleradas (NRC,
1987).
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Excessos moderados de vitamina E sdo de pequena importancia, mas a alta dosagem pode
induzir perturbacdes gastrintestinais, interferéncia com a absorcdo de vitaminas A e K e
predisposicdo as enterites. A deficiéncia de vitamina A causa um comprometimento da
imunidade, aumentando a susceptibilidade as infec¢bes, podendo inclusive aumentar a
mortalidade (COTRAN et al., 1994).

2.9 Determinagéo de concentrag0es de selénio e vitamina E

A confirmacdo de baixa concentracdo de selénio e de vitamina E nos animais é obtida
quando as doencas especificas de deficiéncia sdo associadas a falta destes nutrientes. Do mesmo
modo, lesdes aparentes e exames histopatoldgicos evidenciam deficiéncias de selénio e ou de

vitamina E.

Lesdes musculares resultantes de deficiéncia de vitamina E e ou de selénio causam perdas
de contetdo intercelular para o sangue. Assim, niveis elevados de enzimas especificas no sangue
servem como diagnostico auxiliar na deteccdo de degeneracdo tecidual. As concentracdes séricas
de transaminase oxaloacético-glutamica, de aspartato aminotransferase, de desidrogenase latica,
de creatina fosfoquinase e de desidrogenase malica indicam lesdes musculares. Os testes
enzimaticos sdo muito sensiveis e as elevacGes de enzimas ativas no soro sao detectadas antes de

aparecerem alteracdes patologicas ou sinais clinicos (Mc DOWELL et al., 1996).

A concentragdo tecidual baixa da enzima selénio dependente, glutationa peroxidase, é
relativamente, um bom indicador deste elemento. A glutationa peroxidase no plasma e no figado
diminui ou aumenta rapidamente nos estados de deplecéo e replecédo de selénio, sendo assim, as
concentracOes desta enzima servem como um indicador sensivel de selénio na dieta. As dosagens
de glutationa peroxidase tém sido sugeridas para a avaliacdo de selénio em bovinos, porém, como
a enzima apresenta-se em pequenas quantidades e com baixa estabilidade, o uso desta técnica é
limitado (VAN SAUN, 1990).

O estado nutricional com respeito a vitamina E é comumente estimado na concentracéo
plasmatica. Existe alta correlacdo entre os niveis plasmaticos e os hepéticos de a-tocoferol e

também entre as quantidades deste na dieta e as concentracdes plasmaticas. As concentracfes no
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plasma de 0,5-1 pug/ml sdo consideradas baixas para a maioria das espécies, sendo que menor que
0,5 ug/ml ¢é considerado deficiéncia. O uso de concentragdes plasmaticas como indicador do
estado de vitamina E de um animal deve ser interpretado criticamente, segundo a especificidade
de cada caso. A analise deste parametro é difundida pela facilidade de obtencdo de amostras e
devido ao fato de que a vitamina E ndo é estocada em quantidades apreciaveis no organismo.
Entretanto, a concentracdo de a-tocoferol no plasma reflete, principalmente, a ingestdo recente
deste nutriente, sendo assim, tem limitado valor no diagndstico de deficiéncia (Mc DOWELL et
al., 1996). Niveis graduados de vitamina E foram administrados a ovinos (NJERU et al., 1994) e
bovinos (NJERU et al., 1995) com o intuito de analisar os métodos de avaliacdo de vitamina E no
animal. As concentracdes séricas de a-tocoferol mostraram ser um bom indicativo do “status” de

vitamina E no organismo.

Existe um grande debate em torno de qual deva ser o teste ideal para predizer o “status”
de selénio ou a presenca potencial de deficiéncia. Se o animal é mantido sob constante ingestao
do elemento por periodo de meses, todos os testes apresentam acuracia igual. Entretanto, se o
animal recebe diferentes niveis de suplementacdo, a interpretacdo pode diferir dependendo do

método utilizado.

O selénio plasmatico ou sérico é considerado um bom indicador do elemento no
organismo, sendo considerado critico para bovinos quando as concentra¢fes sdo menores do que
0,03-0,04 nug / ml (Mc DOWELL et al., 1996). Valores abaixo de 0,04 ug / ml séo considerados
inadequados e acima de 0,07 ug / ml adequados (GERLOFF, 1992).

Miller et al. (1995) examinaram amostras soroldgicas de vacas distribuidas em 50
rebanhos durante o periodo de um ano e encontraram valores médios de 2,55 pg / ml para
vitamina E e 78,12 ng / ml para selénio. As concentracdes de selénio e de vitamina E foram

significativamente maiores no verdo comparadas as concentragdes no outono e no inverno.

Com dietas variando a concentracdo de selénio entre 0,1 a 0,12 ppm por kg de matéria
seca, Batra, Hidiroglou e Smith (1992) encontraram concentra¢fes plasmaticas do mineral de 35
e 35,6 ng/ml em vacas secas, 26,8 e 27 ng/ml em vacas em lactagéo, para animais suplementados

ou ndo suplementados com vitamina E respectivamente.
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Weiss et al. (1997), alimentando vacas com dietas contendo 0,1 ppm de selénio e
diferentes niveis de vitamina E, encontraram concentra¢es do selénio de 0,1ug/ml no sangue e

0,05ug/ml no plasma.

Estudando os efeitos da vitamina E e do selénio em vacas leiteiras, Zanetti et al. (1998)
encontraram um aumento significativo no dia do parto para os niveis séricos de selénio de dois
grupos de vacas suplementadas com 5 mg do mineral, durante 30 dias antes do parto, comparadas
aos grupos ndo suplementados, sendo 0,057 e 0,068 pg/ml e 0,029 e 0,028 ug/ml
respectivamente. Paschoal, Zanetti e Cunha (2003) encontraram niveis séricos superiores, antes
da suplementacédo, sendo 0,051, 0,049 e 0,051 ug/ml para os grupos controle, selénio e selénio +
vitamina E e ap0s a suplementacdo, no momento do parto, 0,071, 0,081 e 0,083 ug/ml
respectivamente. A dieta basal, neste experimento continha 0,52 mg/ kg de matéria seca de

selénio, justificando assim a maior concentragdo sérica do elemento.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da suplementacdo de vitamina E, por via oral, nos periodos pré e pos-
parto, a novilhas leiteiras alimentadas basicamente com silagem de milho e concentrados, nas

atividades funcionais dos neutrofilos recuperados do leite na primeira semana apos o parto.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar se a vitamina E é capaz de aumentar a resisténcia das vacas apds o parto,
investigando a influéncia da suplementagdo nas atividades dos neutrofilos, como:

- capacidade fagocitaria de Sacharomyces cerevisae;

- capacidade fagocitaria de microrganismos causadores de mastite: Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, Escherichia coli e
Prototheca zopfii;

- destruicdo intracelular dos patdgenos acima descritos;

- producdo de superoxidos;

- producéo de peroxido de hidrogénio;

- atividade das seguintes enzimas: glutationa peroxidase, glutationa redutase, catalase,

superoxido dismutase e mieloperoxidase.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Formacéao dos grupos experimentais e alimentacdo dos animais

Para a execucdo do experimento, 17 novilhas da raga Holandesa foram divididas
aleatoriamente em dois grupos, sendo um com 9 animais ndo suplementados (controle) e outro
com 8 animais suplementados com 1000 Ul de vitamina E durante 30 dias antes do parto previsto

e 10 dias apds o parto.

A vitamina E* foi fornecida em pacotes de papel (15cm x 8cm), administrados via oral aos
animais suplementados (VALLE, 2000).

A dieta fornecida aos animais compds-se basicamente por silagem de milho, concentrado
e mistura mineral, sendo balanceada de acordo com as recomendacdes do Nacional Research
Council — NRC 2001, para o pré-parto e para a lactacdo (tabelas 1 e 2). Os animais foram

mantidos em regime de confinamento com livre acesso a um piquete para descanso.

A composicdo da mistura mineral comercial® utilizada na formulacdo da dieta esta
apresentada na Tabela 3.
Tabela 1 — Composicdo dos alimentos utilizados na formulacdo da dieta fornecida
aos animais experimentais, na base da matéria seca. Pirassununga, 2005.
MS (%) PB (%) FB (%) EE (%) MM (%) ENN(%) Ca(%) P (%) Se (ppm)
Silagem de milho 23,67 6,41 27,24 2,61 5,00 58,74 0,11 0,1 0,046

Concentrado 90,26 22,49 5,46 3,46 6,3 62,29 12 0,48 0,14

Andlises das silagens de milho e dos concentrados foram feitas no Laboratério de Nutricdo do Depto. de
Zootecnia da Faculdade de Zootecnia e Eng®. de Alimentos da USP.

MS = matéria seca; PB = proteina bruta; FB = fibra bruta; EE = extrato etéreo;MM = matéria mineral;

Ca = célcio; P = fosforo; Se = selénio. Obs: valores de Ca e P foram estimados.

1 M.Cassab Comércio e Indstria Ltda.
2 Cooperativa Regional de Cafeicultores em Guaxupé Ltda. (Cooxupé)



Tabela 2- Composicdo estimada da dieta fornecida aos animais durante o

experimento.Pirassununga, 2005.

IMS (kg) Composicdoda PB (%) NDT (%) EL jac FB (%) EE(%) Ca(%) P (%) Se(ppm)
dieta (% MS) (Mcal/kg)

Conc.  Vol.

PRE-PARTO 10,0 30 70 11,23 66,63 1,52 207 287 051 027 029
POS-PARTO  11-13 50 50 148 68,72 1,6 159 305 07 035 031

IMS= ingestdo de matéria seca; MS = matéria seca; conc. = concentrado; vol. = volumoso; PB = proteina bruta; FB = fibra bruta;
EE = extrato etéreo; MM = matéria mineral; Ca = célcio; P = fésforo; Se = selénio.

Tabela 3- Composicdo da mistura mineral
fornecida aos animais. Pirassununga, 2005.

Niveis de garantia por kg do produto

Calcio (Ca) 106,057 g
Fosforo (P) 83,001 g
Enxofre (S) 26,000 g
Magnésio (Mg) 16,500 g
Sadio (Na) 171,505 g
Cobre (Cu) 2700,000 mg
Cobalto (Co) 140,040 mg
Zinco (Zn) 4600,460 mg
lodo (I) 188,800 mg
Selénio (Se) 31,950 mg

Fldor (F) max. 0,830¢g

40
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4.2 Exame microbioldgico do leite

O exame microbioldgico foi realizado com o objetivo de detectar a presenca de infecgédo
na glandula mamaria. As amostras de leite foram colhidas apds o parto, assepticamente, de todos
0s quartos mamarios, apos realizacdo dos testes de tamis e CMT (California Mastitis Test”-
SCHALM; NOORLANDER, 1957). As técnicas microbiologicas para a identificacdo das
bactérias foram empregadas conforme descrito por Murray et al. (1999). As bactérias isoladas
foram classificadas de acordo com Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (KRIEG &
HOLT, 1994).

4.3 Obtencao dos neutrofilos e avaliacdo da viabilidade

Entre o terceiro e oitavo dia ap6s o parto foi colhido o leite para o exame das atividades
funcionais dos neutréfilos. A leucocitose foi estimulada em dois quartos mamarios, CMT e
microbiologicamente negativos, com a infusdo intramamaria de 40 ml de solucdo de glicogénio
de ostra a 0,1% e 0,5%, 36 horas e 12 horas respectivamente, antes da colheita do leite (WEBER,;
PETERHANS; WYLER, 1983). O leite, colhido em recipientes de plastico estéreis, foi
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células foram
lavadas trés vezes em tampao salina fosfato (tampéo fosfato 10mM, pH 7,4, NaCl 136mM, KCI
2,7mM; PBS) mantidas em seguida no gelo (GRASSO et al., 1990).

Para avaliar a viabilidade, os neutréfilos foram diluidos em PBS e misturados em igual
volume de azul de trypan a 0,04 % diluido em solucdo salina. As células foram contadas e
classificadas no microscépio optico utilizando a cdmara de Neubauer, sendo consideradas mortas
as que ficaram azuis, como ilustra a Figura 1 (ABSOLOM, 1986).

Para a identificacdo morfologica das células, foram feitos esfregacos corados com

Pandtico rapido®, visualizados no microscépio 6ptico.

® Laborclin Produtos para Laboratdrios Ltda.



42

Figura 1 — Avaliagdo da viabilidade dos neutr6filos no microscépio 6tico em camara de
Neubauer, utilizando azul de trypan como corante: as células azuis foram consideradas
mortas, (400x).

4.4 Avaliacdo da capacidade fagocitaria dos neutrofilos utilizando zimosan

opsonizado.

A capacidade fagocitaria dos neutréfilos foi avaliada através da porcentagem de células
que englobaram trés ou mais particulas de zimosan opsonizado (Figura 2), contados na camara de
Neubauer atraves de microscopio Optico, utilizando como corante uma solugdo de cristal de
violeta a 1% diluido em &cido acético (ABSOLOM, 1986).

As particulas de zimosan (Sacharomyces cerevisae - 14mg/ml de PBS) foram opsonizadas
com 1ml de soro de vacas sadias durante 20 minutos a 37 °C (ABSOLOM, 1986).

No ensaio da fagocitose, os neutréfilos (2 x 10° células/ml) foram suspensos em 1 ml de
PBS contendo 2% de soro albumina livre de acidos graxos, glicose 5mM e zimosan opsonizado
(= 2 x 10" particulas/ml), com e sem a presenca de phorbol myristate acetate (PMA) 200 nM,
incubados em seguida, por 30 minutos a 37°C. Antes da contagem, a suspensédo foi mantida no
gelo por 10 minutos (ABSOLOM, 1986).
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Figura 2 — llustracdo da avaliacdo da capacidade fagocitaria dos neutréfilos no
microscépio 6tico, utilizando a coloragdo com Pandtico: foram contadas as células que

englobaram trés ou mais particulas de zimosan opsonizado, (1000x).

4.5 Avaliagdo da capacidade fagocitaria dos neutréfilos e lise intracelular de

patdgenos utilizando microrganismos opsonizados.

Foram selecionadas duas cepas de cada microrganismo, recuperadas de casos de mastite
clinica, diagnosticado em vacas criadas em fazendas comerciais. Os microrganismos utilizados
foram Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, Escherichia
coli identificados segundo Murray et al (1999) e Prototheca zopfii segundo Camargo e Fischman
(1979); Melville (1995) e Pore (1985).

Para a realizacdo do ensaio, 0s microrganismos foram opsonizados com soro bovino pré-
aquecido a 56°C por 30 minutos. Cada cepa foi diluida para a obtencdo da concentracdo
aproximada de 8x10® células/ml, utilizando a escala de McFarland como parametro. Em seguida,
0s microrganismos foram misturados com igual volume de soro pré-tratado termicamente e
incubados por 20 minutos a 37°C. As cepas opsonizadas foram conservadas a —20°C por periodo
maximo de 15 dias(ABSOLOM, 1986).
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No ensaio da fagocitose, os neutréfilos (= 2 x 10° células/ml) foram suspensos em 1ml de
PBS contendo 2% de soro albumina livre de &cidos graxos, glicose 5mM e microrganismo
opsonizado (= 2 x 10’ células/ml). Antes de serem incubadas por 30 minutos a 37°C, efetuou-se

o plagqueamento das suspensdes em duas dilui¢des (10 e 10 em duplicatas).

As suspensfes contendo cepas de Streptococcus agalactiae e Corynebacterium bovis
foram plaqueadas em &gar sangue®, as cepas de Staphylococcus aureus em agar Manitol®, as
cepas de Escherichia coli em agar MacConkey® e as cepas de Prototheca zopfii em agar

Sabouraud dextrose’.

Ap6s o periodo de incubacdo, as suspensdes foram mantidas no gelo por 10 minutos,

sendo plaqueadas novamente nas mesmas diluicdes.

Em seguida, as suspensdes foram tratadas com produto comercial® a base de penicilina
1000 Ul/ml e estreptomicina 2,5 mg/ml para a destrui¢do das bactérias que ndo foram fagocitadas
pelos neutréfilos, incubadas por 30 minutos a 37°C e plaqueadas nas diluicdes 10° e 10, em

duplicatas.

Para a retirada dos antibioticos, os neutrofilos foram lavados trés vezes em PBS. Em
seguida, foram ressuspensos em agua destilada e submetidos a trés ciclos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento a 37°C para a destruicdo de suas membranas e liberagéo do

contetdo intracelular. Novamente efetuou-se o plaqueamento das suspensoes.

As placas foram incubadas a 37°C em aerobiose por um periodo de 24 horas em relacéo a
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Escherichia coli e 48 horas em relacdo a
Corynebacterium bovis e Prototheca zopfii. As unidades formadoras de colénia foram contadas

por estimativa nas placas em que a quantidade excedeu 300 UFC.

O quadro a seguir demonstra os plagueamentos efetuados durante o experimento.

* Blood agar base — Difco — Detroit - USA

® Manitol salt 4gar — Difco — Detroit — USA

® MacConkey agar — Difco — Detroit - USA

" Sabouraud dextrose— Difco — Detroit — USA

& AGROVET ® PS — NOVARTIS Salde Animal Ltda
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Quadro 1 - Metodologia sumarizada do ensaio de fagocitose e destruicdo intracelular de patdgenos,
utilizando suspensdes de neutréfilos com Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Corynebacterium bovis , Escherichia coli e Prototheca zopfii. Pirassununga, 2005.

Tratamento Plagueamento Finalidade

1 — tempo zero
Retirar 100 ul e diluir em 9,9 ml Estimar quantidade total de
- 107 (diluicdo 1) microrganismos no inicio do
Retirar 1 ml da diluicéo 1 e diluir ensaio.
em9ml-1073

Neutrofilos 2x107/ml
Microrganismos 2x 10%/m
Soro albumina 2%
Glicose 5mM

PBS - completar para 1ml

2- Pos- fagocitose
Retirar 100 ul e diluir em 9,9 ml Avaliar a porcentagem de
- 107 (diluigdo 1). fagocitose.
Retirar 1 ml da diluicdo 1 e diluir
em9ml-10°7

Volume restante 900ul.
Incubar por 30 minutos a 37°C.
Colocar no gelo por 10 minutos.

3- Pos-tratamento
Volume restante 800 pl.. Retirar  100ul e  plaquear Destruir 0S microrganismos
Tratar com solugdo de estreptomicina diretamente - 10° ndo fagocitados.
+ penicilina (800ul) Retirar 100 pl e diluir em 900 pl
Incubar por 30 minutos a 37°C. e plaquear -10 *
Colocar no gelo por 10 minutos.

4- Poés- lise dos neutrdfilos
Volume restante 1400pl. Retirar 100 ul e plaguear Quantificar os microrganismos
Centrifugar e lavar 3 vezes com PBS. diretamente - 10° sobreviventes  dentro  dos
Ressuspender em 700 ul de &agua Retirar 100 pl e diluir em 900 ul neutrofilos.
destilada. e plaguear -10 *
Congelar e descongelar 3 vezes.

bs.: 0 mesmo procedimento foi efetuado com todas as cepas sem a presenga de neutréfilos.

Foram conduzidas durante o experimento, solugfes com cada cepa microbiana sem a
presenca de neutrofilos e solucdo de neutréfilos sem a presenca de microrganismos, sendo que

estas passaram por todos os procedimentos acima descritos.

Os calculos da porcentagem de fagocitose e da porcentagem de destruicdo de patdgenos

foram feitos da seguinte forma:
% de fagocitose =[(UFC antes da fagocitose — UFC ap0s a fagocitose)/ UFC antes da fagocitose]x100

% de destruicdo de patogenos = {1- [UFC apds a lise celular / (UFC antes da fagocitose — UFC ap6s a
fagocitose)]}x100

4.6 Producéo de superoxidos

A producdo de superdxidos (O,) foi mensurada no espectrofotdmetro (570nm)
verificando a inibicdo da reducdo do citocromo c pela superdxido dismutase (MARKERT;
ANDREWS; BABIOR, 1984). As células (2x 10°/ml) foram incubadas por 1h a 37 °C com: 1)
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citocromo ¢ 0.2%; 2) com citocromo ¢ 0,2% e PMA 200nM e 3) com citocromo ¢ 0,2%, PMA
200nM e superdxido dismutase 3000UI/ml. A reacdo foi paralisada colocando os tubos no gelo.
A producdo de O, foi calculada pela diferenca das absorbancias (3-2), representando a inibicao
da reducdo do citocromo ¢ pelo anion superoxido na presenca da superdxido dismutase, sendo o

valor multiplicado por 47,7 e expresso em nmol.

4.7 Producdo de peréxido de hidrogénio

A producéo de peroxido de hidrogénio (H,O;) foi mensurada a 620nm, pelo método do
vermelho de fenol, onde 0 mesmo € oxidado na presenca de H,O, e peroxidase (PICK; MIZEL,
1981). As células foram incubadas por 45 minutos a 37 °C com peroxidase 0,19%, vermelho de
fenol 0,1%, glicose 0,1%, com e sem a presenca de PMA 200nM. Apds a incubacdo, a reacao foi
paralisada com 10 ul NaOH 1N. A producdo de H,O, foi determinada utilizando a equacdo da

curva padréo, preparada em cada experimento e expressa em p M.

4.8 Determinacdo da atividade enzimatica

Amostras de células suspensas em PBS foram congeladas a — 176°C para posterior
determinacéo da atividade enzimatica. Para tanto, as mesmas foram descongeladas, centrifugadas

e 0 sobrenadante foi utilizado nos ensaios.

4.8.1 Determinacéo da atividade da glutationa peroxidase (GPX)

A atividade da GPX foi determinada utilizando cumene hidroperéxido 1,2mM como
substrato (PAGLIA; VALENTINE, 1967). Adicionou-se em duas cubetas 934 pl de tampéo
fosfato de potassio 100mM, pH 7,0 com EDTA 3mM; 1l de glutationa redutase; 5ul de NADPH
20mM em tampado tris HCI 10mM, pH 7,0; 20 ul de GSH 100mM e 10ul de azida de s6dio
100Mm. Em uma das cubetas, acrescentou-se 10ul de agua deionizada, e na outra, 10ul da
amostra, misturou-se, incubando por 5 minutos a 30°C. Em seguida, adicionou-se 10ul da solucéo
de cumene hidroperdxido. A leitura foi efetuada a 340 nm por 3 minutos. A atividade enzimatica
foi expressa em nmoles de NADPH oxidado por minuto por mg de proteina utilizando-se o

coeficiente de extingdo molar de 6,22 x 10°.



47

4.8.2 Determinacao da atividade glutationa redutase (GR)

A atividade da glutationa redutase foi avaliada pela mensuracdo da velocidade de
oxidagdo do NADPH com a concomitante reducdo da glutationa oxidada (CARLBERG;
MANNERVICK, 1985). Em uma cubeta adicionou-se: 500ul de tampéo fosfato de potassio 0,2
M, pH 7,0 contendo EDTA 2mM; 5 ul de NADPH 20mM em tampao tris HCI 10mM pH 7,0;
50ul de GSSG 20mM; 10ul de amostra e agua deionizada para completar o volume de 1ml. A
leitura foi realizada a 340 nm por 3 minutos a 25°C. A atividade da glutationa redutase foi

expressa em nmoles de NADPH oxidado por minuto por mg de proteina.

4.8.3 Determinagao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase foi determinada medindo-se a reducdo da H,O; a 240 nm (BEERS;
SIZER, 1952). Para o ensaio, utilizaram-se 990ul de tampéo fosfato de potassio com H,0, 10mM
e 10ul da amostra sendo a leitura efetuada durante 4 minutos. Os resultados foram expressos em
nmoles de H,O, reduzida por minuto por mg de proteina, utilizando-se o coeficiente de extincao
molar da H,O, de 43,6M*cm™.

4.8.4 Determinacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD)

A atividade da superdxido dismutase foi determinada com base na sua ac¢do inibitéria da
oxidacdo do nitro blue tetrazolium (NBT) dependente de superoxido, pelo sistema xantina —
xantina oxidase, gerador de O, (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). Adicionou-se em uma
cubeta 870ul de tampéo fosfato de sodio e potassio 53 mM pH 7,8; 10ul de xantina 0,05 mM;
10ul de EDTA 0,ImM; 10yl de NBT; 10ul da amostra e 90ul de xantina oxidase.
Simultaneamente, preparou-se outra cubeta, sem a adi¢cdo da amostra, como branco. A leitura foi
efetuada a 550nm por 3 minutos a 25°C. A porcentagem de inibicdo da oxidacdo do NBT foi
calculada subtraindo-se a leitura da amostra da leitura do branco, dividindo-se pela leitura do

branco. Considerou-se que uma unidade da enzima corresponde a 50% de inibicéo.

4.8.5 Determinacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)
A atividade da MPO foi mensurada de acordo com Hillegass et al. (1990), verificando a

oxidacdo da o-dianisidina na presenca de peroxido de hidrogénio. Acrescentou-se 20ul da
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amostra em tampéo fosfato de potassio 50mM, pH 6,0, contendo H,O, a 0,003% e dicloridrato de
o-dianisidina a 0,025%. Uma unidade da enzima foi definida como a quantidade de MPO que

causa a mudanca na absorbancia de 1,0 min ™ a 460 nm a 25°C.

4.9 Determinacdo da concentracdo de proteina nas amostras
A concentracdo de proteina da amostras foi determinada espectrofotometricamente pelo
método descrito por Bradford (1976), usando soro albumina bovina para a construcdo da curva

padrao.

4.10 Analise de Selénio

As amostras do concentrado e de silagem de milho fornecidos aos animais foram

remetidas ao laboratério®, assim como as amostras de soro para analise de selénio.

Para cada animal foram analisadas duas amostras de soro (uma colhida 30 dias antes do
parto previsto e uma na véspera da colheita de leite para o experimento). O selénio foi
determinado pelo método de fluorimetria (OLSON; PALMER; CARY, 1975). A anélise deste foi
realizada para certificar se a dieta continha o elemento nos niveis necessarios a manutencdo da

salide dos animais e se 0s niveis séricos estavam dentro dos padrdes recomendados na literatura.

4.11 Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas através da andlise de variancia (ANOVA), teste T
para as andlises pareadas e coeficiente de correlacdo, utilizando o programa GRAPHPAD
INSTAT (1990-1993).

% L aboratério de Minerais do Depto. de Zootecnia da Faculdade de Zootecnia e Eng?. de Alimentos da USP



4. 12 Fluxograma do experimento

30 dias antes do parto
Colheita de sangue para analises posteriores
Separacdo dos grupos

X

x4

9 novilhas ndo suplementadas

8 novilhas suplementadas com 1000 Ul
de vitamina E diariamente

v

No dia do parto
Exame microbiolégico do leite de cada quarto mamario.
Primeira semana p6s-parto
Colheita de amostras de soro para analise de selénio.
Dois quartos de cada novilha, CMT e microbioldgico negativo
receberam 40 ml de solugéo de glicogénio de ostra a 0,1% e
0,5%, 36 horas e 12 antes da colheita do leite.

v

Leite colhido assepticamente
em recipientes plasticos

v

O leite foi centrifugado e os neutréfilos foram ressuspensos em PBS.

Laborat6rio

No mesmo dia:
Viabilidade
Fagocitose

Produgéo de H,0, e Oy

Amostras  congeladas
para determinacdo da
atividade enzimatica:

CAT
GPX
GR
SOD

MPO
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos sdo referentes aos experimentos realizados com sete animais do
grupo controle e sete do grupo suplementado, pois trés animais foram excluidos do experimento,

sendo dois por abortamento e um por apresentar mastite no pos-parto.

5.1 Avaliacdo da viabilidade

A viabilidade dos neutréfilos dos animais do grupo controle e do grupo suplementado foi
de 89,78% e de 92,4% respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica entre o0s

tratamentos.

5.2 Avaliacdo da capacidade fagocitaria dos neutrofilos utilizando zimosan

opsonizado.

A porcentagem de fagocitose de zimosan opsonizado pelos neutrofilos dos animais
suplementados foi maior (P<0,05) quando comparada com o grupo controle, sendo 65,68% e
52,13% respectivamente. Ndo foram detectadas diferencas estatisticas quanto a capacidade
fagocitaria dos neutréfilos entre os dois grupos experimentais com a presenca de PMA, sendo
73,88% para o grupo controle e 82,59% para o grupo suplementado. Sob o estimulo do PMA, os
neutréfilos do grupo controle apresentaram maior capacidade fagocitaria (P< 0,05), o0 mesmo

ocorrendo com os neutrofilos do grupo suplementado (Tabela 4, Figura 3).

Tabela 4 — Porcentagem de fagocitose de zimosan opsonizado pelos neutréfilos do leite de
novilhas da raca Holandesa, sendo sete ndo suplementadas (controle) e sete suplementadas com
1000 Ul de vitamina E (Vitamina E) na auséncia e na presenca de phorbol myristate acetate
(PMA). Pirassununga, 2005.

Controle (%) Vitamina E (%)
Sem PMA 52,13 (+6,0) 65,68 (£9,7) ™A
Com PMA 73,88 (+10,7) B 82,59 (+4,5)°

Letras diferentes (a,b) ressaltam diferencas estatisticas para P < 0.05, ANOVA, entre o grupo controle e o grupo suplementado.

Letras diferentes (A,B) ressaltam diferengas estatisticas para P < 0.05, teste T, dentro do mesmo tratamento, com ou sem a presenga de PMA.
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Tabela 5 - Porcentagem de fagocitose dos microrganismos opsonizados causadores de mastite
pelos neutrofilos do leite de novilhas da raca Holandesa, sendo sete ndo suplementadas (controle)
e sete suplementadas com 1000 Ul de vitamina E (Vitamina E). Pirassununga, 2005.

Controle Vitamina E
% %

Staphylococcus aureus 1 31,5 (+18,5) 26,8(x13,5)
Staphylococcus aureus 2 31,6(x13,2) 34,3(x15,1)

Streptococcus agalactiae 1 27,2(x11,5) 24,5(£9,7)
Streptococcus agalactiae 2 44,6(x£18,7) 28,8(+19,2)
Corynebacterium bovis 1 41,5(x£21,5) 30,4(x21,9)
Corynebacterium bovis 2 21,7(x11,9) 36,4(x25,1)
Escherichia coli 1 21,6(+18,6) 29,28(+13,5)

Escherichia coli 2 25,1(x12,3) 22,8(8,9)
Prototheca zopfii 1 23,6 (£16,2) 21,7(£13,7)

Prototheca zopfii 2 26(+13,8) 33(x22,8)
Total (média) 30,2(x16,7) 28,8(x16,4)

% de Fagocitose

Stal Sta 2 Stre 1

R C
BN Vit E

Stre 2 Coryl Cory2 E.colil E.coli2 Protol Proto2

Figura 4 - Porcentagem de fagocitose dos microrganismos opsonizados causadores de mastite pelos

neutrofilos do leite de novilhas da raga Holandesa, sendo sete do grupo controle (C) e sete

suplementadas com 1000 Ul de vitamina E (Vit E). Pirassununga, 2005.
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Com relacéo a resposta individual, considerando a porcentagem de fagocitose por animal,

também nédo foram detectadas diferencas estatisticas entre os mesmos (Tabela 6).

Tabela 6 — Porcentagem de fagocitose de todos os microrganismos, pelos neutréfilos do leite de
novilhas da raca Holandesa, sendo sete ndo suplementadas (1 a 7) e sete suplementadas com 1000
Ul de vitamina E (8 a 14), apresentados por animal. Pirassununga, 2005.

Fagocitose (% média por animal)

Grupo Animais

1 2 3 4 5 6 7

Controle 353 (+124) 335(:203) 41,3(:169) 39,4(+103)  20(+118)  154(:123)  258(+19,0)

8 9 10 11 12 13 14

ViaminaE - 5g5109)  362(+138) 236(t114)  35(281)  267(+158) 258(t128)  22(:119)

As figuras a seguir ilustram a fagocitose dos microrganismos efetuada pelos neutréfilos

recuperados do leite dos animais experimentais.



Figura 5- Neutréfilos fagocitando Corynebacterium bovis: a esquerda bastonetes Gram + sendo englobados;
a direita pseuddpodes contendo bactérias (1000x). Pirassununga, 2005.

Figura 6 — Neutrofilos fagocitando Staphylococcus aureus: cocos
Gram + aderidos & célula e vaclolos fagociticos (1000x).

Pirassununga, 2005.
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Figura 7 - Neutrofilo com fagossomo Figura 8 — Staphylococcus aureus aderidos ao
contendo Staphylococcus aureus; coloragéo neutréfilo; coloragdo de Gram (1000x).
de Gram (1000x). Pirassununga, 2005. Pirassununga, 2005.

Figura 9 — Neutréfilos fagocitando Escherichia coli: células langando os pseudopodes e presenga de

bactérias Gram — aderidas as mesmas (1000x). Pirassununga, 2005.
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Figura 10 - Fagocitose de Prototheca zopfii: a esquerda neutréfilo englobando Prototheca zopfii; a direita

adesdo do neutrdfilo & Prototheca zopfii, utilizando a coloragdo com Pandético (1000x).Pirassununga, 2005.

Figura 11 - Neutrofilo apresentando Figura 12 - Prototheca zopfii aderida ao
vacuolo fagocitico e Prototheca zopfii ao neutrofilo; coloragdo com  Pandtico
lado; coloragdo com Pandtico (1000x). (1000x). Pirassununga, 2005.

Pirassununga, 2005.
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5.3 Avaliagdo da capacidade de destruicdo intracelular de patdgenos pelos
neutrofilos recuperados do leite.

Ndo foram detectadas diferencas estatisticas quanto a capacidade de destruicdo de
patdgenos pelos neutréfilos do leite entre os grupos controle e suplementado, em relagdo a cada
cepa de microrganismo (Tabela 7). A porcentagem média de destruicdo de patdgenos pelos
neutrofilos do grupo controle foi de 98,96% e do grupo suplementado 99,24%, ndo diferindo

estatisticamente.

Tabela 7 —Porcentagem de destruicdo dos microrganismos opsonizados causadores de mastite
pelos neutrofilos do leite de novilhas da raca Holandesa, sendo sete ndo suplementadas (controle) e
sete suplementadas com 1000 Ul de vitamina E (Vitamina E). Pirassununga, 2005.

Microrganismos Controle Vitamina E

% %
Staphylococcus aureus 1 98,18 (x2,6) 98,99 (x1,0)
Staphylococcus aureus 2 96,45 (£3,8) 97,80 (x2,8)
Streptococcus agalactiae 1 97,79 (x3,0) 99,91 (x0,1)
Streptococcus agalactiae 2 99,74 (x0,3) 99,42 (x0,9)
Corynebacterium bovis 1 99,89 (x0,3) 99,79 (x0,5)
Corynebacterium bovis 2 98,13 (x3,0) 98,03 (x4,4)
Escherichia coli 1 100,0 (x0,0) 99,95 (x0,1)
Escherichia coli 2 100,0 (x0,0) 100,0 (x0,0)
Prototheca zopfii 1 99,50 (x0,9) 99,05 (£1,9)
Prototheca zopfii 2 99,94 (+0,1) 99,51 (%0,9)
Total (média) 98,96 (+2,2) 99,24 (£1,8)

Com relacdo a resposta individual, considerando a porcentagem de destruicdo de
patdgenos por animal, também ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre 0s mesmos
(Tabela 8).
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Tabela 8 - Porcentagem média de destruicdo intracelular de todos os microrganismos opsonizados
estudados, pelos neutréfilos do leite de novilhas da raca Holandesa, sendo sete ndo suplementadas
(1 a 7) e sete suplementadas com 1000 Ul de vitamina E (8 a 14) apresentados por animal.
Pirassununga, 2005.

Grupos Destruicdo intracelular de patdgenos

(% média por animal)

Animais
1 2 3 4 5 6 7
Controle 99,51 9996 99,70 99,72 9956 98,57 97,77
8 9 10 11 12 13 14

Vitamina E 98,67 9981 97,26 9924 99,92 98,553 99,09

5.5 Producéo de superdxido

Quanto a producdo de superoxido, ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre os

dois grupos, sendo 1,6 (x1,4) nmol no grupo controle e 3,0 (£1,9) nmol no grupo suplementado.

5.6 Producéo de perdxido de hidrogénio

Quanto a producdo de H,0,, ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre 0s grupos
controle e suplementado, sendo 0,83uM e 0,67uM respectivamente (Tabela 9, Figura 13). Sob o
estimulo do PMA, os neutréfilos do grupo controle produziram 8 vezes mais H,0, (P< 0,05). No
grupo suplementado, as células incubadas com PMA produziram 15 vezes mais H,O, quando
comparadas com as células do mesmo grupo sem a presenca de PMA (P< 0,05).
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Tabela 9 — Producdo de H,O, em uM pelos neutréfilos do leite de novilhas da raca Holandesa,
sendo sete ndo suplementadas (controle) e sete suplementadas com 1000 Ul de vitamina E
(Vitamina E) na auséncia e na presenca de phorbol myristate acetate (PMA). Pirassununga, 2005.

Controle (uM) Vitamina E (uM)
Sem PMA 0,83 (+0,66)% 0,67(+0,25)°
Com PMA 6,53(x3,9) " 9,82(7,3) °

Letras diferentes (a,b) ressaltam diferencas estatisticas para P < 0.05, teste T, dentro do mesmo tratamento, com ou sem a presenca de PMA.

2 2

Produgdo de HO. uM

Figura 13 — Producédo de H,0, em uM pelos neutrofilos do leite de novilhas
da raca Holandesa, sendo sete ndo suplementadas (C=controle) e sete
suplementados com 1000 Ul de vitamina E (Vit E) na auséncia e na presenca
de PMA. Pirassununga, 2005.

5.7 Avaliacdo da atividade enzimatica

Quanto a atividade enzimatica, ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre os
grupos controle e suplementado. A atividade da catalase foi de 4,3 e 3,6 pmol min™mg proteina™,
da glutationa redutase de 42,7 e 48,9 nmol min™mg proteina™, da glutationa peroxidase de 16,2 e
30 nmol min®mg proteina®, superéxiido dismutase de 3,85 e 6,32 U mg proteina™’e da
mieloperoxidase de 0,67 e 0,29 U mg proteina® para o grupo controle e suplementado
respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 10 — Atividade média da catalase, da glutationa redutase, da glutationa peroxidase, da
superoxido dismutase e da mieloperoxidase nos neutrdfilos do leite de novilhas da raga
Holandesa, sendo sete ndo suplementadas (controle) e sete suplementadas com 1000 Ul de
vitamina E (Vitamina E).Pirassununga, 2005.

Enzimas Controle Vitamina E
Catalase 43 (x21) 3,6 (£2,2)
(umol min™mg proteina™)
Glutationa redutase 42,7 (£13,8) 48,9 (£17,6)
(nmol min™mg proteina™)
Glutationa peroxidase 16,2 (£ 16,3) 30,0 (£21,4)
(nmol min™*mg proteina™)
Superoxido dismutase 3,85 (x2,4) 6,32 (+1,8)
(U mg proteina™)
Mieloperoxidase 0,67 (x0,45) 0,29 (+£0,26)

(U mg proteina™)

A correlagdo entre a glutationa peroxidase e a superoxido dismutase foi positiva (0,55, P
< 0,1); entre a mieloperoxidase e a glutationa redutase foi negativa (-0,68, P < 0,05); sendo que
entre as demais enzimas ndo foram detectadas diferencas estatisticas significativas (Tabela 11;
Figuras 14 e 15).
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Tabela 11 — Atividade das enzimas que apresentaram correlacdo estatisticamente significativa,
sendo positiva entre a glutationa peroxidase (GPX) e a superdxido dismutase (SOD) e negativa
entre a glutationa redutase (GR) e a mieloperoxidase (MOP) nos neutréfilos do leite de novilhas
da raca Holandesa ndo suplementadas (1 a 7) e suplementadas com 1000 Ul de vitamina E (8 a
14). Pirassununga, 2005.

Enzimas
Animais GPX SOD MPO GR
nmol/min/mg prot U/mg prot U/mg prot nmol/min/mgprot

1 75 3,38 0,98 28,8
2 18 nd 1,0334 333
3 15,5 3,35 0,8107 56,2
4 35 6,81 0,032 54
5 48,7 6,77 1,15 237
6 12,1 1,24 0,54 55,3
7 24,6 1,53 0,139 475
8 nd nd 0,7679 22,1
9 7,6 6,46 0,2576 56,1
10 39,9 8,34 0,5069 51,2
11 14,2 4,12 0,0327 70
12 12 4,28 0,0693 64,2
13 48 6,66 0,2294 29
14 58 8,03 0,1906 50

Correlagao (0,55, P <0,1) (-0,68, P <0,05)

Prot= proteina; min= minuto; U= unidades, nd = ndo determinada
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80 —

Animais
Figura 14 — Atividade da superdxido dismutase (SOD; U mg proteina ™ x 10) e da
glutationa peroxidase (GPX; nmol min*mg proteina™) nos neutréfilos de novilhas da
raca Holandesa do grupo controle (1 a 7) e suplementadas com 1000 Ul de vitamina E
(8 a 14). Pirassununga, 2005.
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Animais

Figura 15 — Atividade da mieloperoxidase (MPO; U mg proteina ™ x 10) e da
glutationa redutase (GR; nmol min™mg proteina™) nos neutréfilos de novilhas da
raca Holandesa do grupo controle (1 a 7) e suplementadas com 1000 Ul de
vitamina E (8 a 14). Pirassununga, 2005.
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5.8 Concentracdo sérica de selénio

A concentracdo sérica de selénio aos trinta dias antes do parto comparada a concentracédo
na semana apos o parto diferiu estatisticamente, sendo 0,048 e 0,060 pg/ml respectivamente
(P<0,05). No pré-parto, comparando-se 0 grupo controle com o grupo suplementado, detectou-se
maior (P<0,05) concentragdo do mineral no grupo suplementado (0,040 x 0,057ug/ml). Apos o

parto ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre os dois grupos (Tabela 12).

Tabela 12 — Concentracdo sérica de selénio de novilhas da raca Holandesa, sendo sete ndo
suplementadas (controle) e sete suplementadas com 1000 Ul de vitamina E (Vitamina E) no
pré e pés-parto.Pirassununga, 2005.

Pré-parto Pds-parto
pg/ml pg/ml
Controle 0,040 (+0,006)* 0,057(0,021)
Vitamina E 0,057(+0,005)" 0,063(0,010)
Total 0,048(+0,010)* 0,060(+0,016)°

Letras diferentes (a,b) ressaltam diferencas estatisticas para P < 0.05, ANOVA.

Letras diferentes (A,B) ressaltam diferencas estatisticas para P < 0.05, teste T.
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5 DISCUSSAO

Vaérios autores (HOGAN; WEISS; SMITH, 1993; McDOWEL et al., 1996; WEISS,1998)
tém sugerido a suplementacdo com vitamina E nos periodos pré e pos-parto, visando melhorar a
resposta imunoldgica, aumentando assim a resisténcia dos animais as diversas doencgas que 0s
acometem. A indicacdo da suplementacdo com vitamina E baseia-se no estresse oxidativo a que
sdo submetidas as vacas leiteiras, considerando principalmente o periodo de transi¢do, onde a
ingestdo de matéria seca € minimizada combinada com producdo leiteira crescente apds o parto,
levando o animal ao balango energético negativo, onde o catabolismo aumenta, resultando na
producdo espécies reativas de oxigénio (ALLISON; LAVEN, 2000).

A diminuicédo da fagocitose e da destruicéo intracelular de patdgenos ocorre paralelamente
com a diminuicdo da ingestdo de matéria seca e da concentracdo de vitamina E circulante,
aumentando a susceptibilidade da glandula mamaria as infec¢es. Estudos como o Weiss et al.
(1990), Politis et al. (1995) e Politis et al. (1996) mostraram que a suplementagdo com vitamina E

no periodo seco e no inicio da lactacdo evita a queda na concentracdo sanguinea da mesma.

No presente estudo, a suplementacdo com vitamina E aumentou a fagocitose de zimosan
opsonizado (P< 0,05), mas ndo foram observadas diferengas na porcentagem de fagocitose de
microrganismos causadores de mastite. Hogan et al.(1990) e Hogan et al.(1992) também néo
detectaram diferencas na fagocitose de Staphylococcus aureus e E. coli dos neutrofilos do leite de
bovinos suplementandos com vitamina E. Ndiweni e Finch (1996) suplementando in vitro os
neutrofilos isolados do sangue, detectaram aumento na fagocitose de S. aureus, com doses
intermediarias da vitamina. Neste trabalho, as condi¢fes foram bem diversas do que ocorre na
glandula mamaria e na presenca do leite, onde a ingestdo de globulos de gordura e micelas de
caseina provavelmente interfere na resposta fagocitaria destas células (DULIN; PAAPE;
NICKERSON, 1988; SORDILLO; NICKERSON, 1988).

O PMA estimulou a fagocitose de zimosan opsonizado, tanto no grupo controle, quanto
no grupo suplementado, sendo que entre os dois grupos, o estimulo que o PMA produziu nao
diferiu estatisticamente. Estes resultados sao fisiologicamente explicaveis, ja que a funcdo destas

células é fagocitar na presenca de estimulos desencadeados por agentes estranhos ao hospedeiro.

Quanto a destruicdo intracelular de patdgenos, ndo foram detectadas diferencas entre os

grupos experimentais, contrariando os resultados obtidos por Hogan et al. (1990) e Hogan et al.
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(1992), onde a destruicdo de Staphylococcus aureus e Escherichia coli foi maior nos animais
suplementados. Hogan et al. (1992) compararam a suplementacdo oral com intramuscular e
observaram aumento na destruicdo de patdgenos somente no grupo que recebeu a suplementacédo

por via intramuscular.

A destruicdo intracelular de patégenos fagocitados é dependente de vérias reacGes
enzimaticas e da producdo de espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; PEAKMAN; VERGANI, 1999), como por exemplo, o perdxido de hidrogénio e o anion
superdxido, que levam a “explosdo” oxidativa. A vitamina E, agindo como antioxidante, € capaz
de proteger as células da oxidacdo dos acidos graxos polinsaturados presentes nas membranas,
preservando as suas fungbes (HOGAN et al., 1990; MILLER; BRZEZINSKA-
SLEBODZINSKA; MADSEN, 1993). No presente estudo a suplementacdo com vitamina E nédo
modificou a producdo de O, pelos neutrofilos. Outros autores observaram o mesmo trabalhando
com macréfagos da glandula mamaria (POLITIS et al., 1996), porém verificaram que 0s
neutrofilos sanguineos de animais suplementados produziram duas vezes mais O, (POLITIS et
al., 1995). Resultados similares foram obtidos in vitro, onde foram observados um pequeno
aumento com doses intermediarias de suplementacdo, e certa inibicdo com doses mais elevadas
(NDIWENI; FINCH, 1996).

A producdo O, de pode ser avaliada indiretamente através da capacidade de reducgéo do
NBT (nitro blue tetrazolium). Katamoto et al. (1998) utilizando esta metodologia, verificaram
maior capacidade de reducdo do NBT pelos neutrofilos estimulados de cabras suplementadas
com vitamina E, porém sem significancia estatistica. Contrariando estes resultados, Lopes et al.
(2003), observaram menor capacidade de reducdo do NBT pelos neutréfilos estimulados do
grupo suplementado. Neste trabalho, a dose utilizada de vitamina E foi superior, podendo ter
interferido na producédo de anion superoxido através da inibicdo da NADPH oxidase, presente na
membrana celular, como o que foi observado por Schock et al. (2004), e conseqlientemente,
diminuindo a capacidade de reducdo do NBT. Segundo Azzi, Ricciarelli e Zingg (2002) a
vitamina E inibe a producdo de superdxido nos fagocitos através da inibicdo da atividade da
proteina quinase C. Comparando-se os resultados destes trabalhos, verifica-se que a producéo de
O, pode ser influenciada pela suplementacdo de vitamina E, sendo que em doses inferiores é

estimulada e em doses elevadas é inibida.
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A quantidade de peroxido de hidrogénio produzida pelos neutrdfilos ndo diferiu entre
grupo controle e o suplementado. O PMA, ao estimular os neutréfilos, simula um processo
inflamatdrio, aumentando a atividade dos mesmos, fato observado com o aumento da producao
de peroxido de hidrogénio nos dois tratamentos sob o seu estimulo. A maior producdo de
peroxido de hidrogénio pode aumentar a destruicio de microrganismos fagocitados,
imprescindivel para debelar a infeccdo (NOCKELS, 1996), porém o acumulo do mesmo pode
comprometer a funcionalidade dos polimorfonucleares (MILLER; BRZEZINSKA-
SLEBODZINSKA; MADSEN, 1993; SMITH; HOGAN; WEISS, 1997). Valle et al. (2000a)
observaram que a porcentagem de infec¢fes intramamarias foi maior no grupo recebendo a
suplementacdo diaria de 3000UI comparada com o grupo suplementado com 1000UI e com o
grupo ndo suplementado, sendo também maior nas vacas recebendo 1000Ul comparadas as vacas
ndo suplementadas, provavelmente, devido a menor producdo de espécies reativas de oxigénio,
inibindo assim um dos principais mecanismos de destruicdo de patdgenos, a explosdo

respiratoria.

Nos estudos que tentaram correlacionar a ocorréncia de mastite com a suplementacao de
vitamina E, foram obtidos os mais diversos resultados, como: diminui¢cdo da mastite clinica
(PASCHOAL,; ZANETTI; CUNHA, 2003; VALLE et al., 2000b; WEISS et al., 1997) auséncia
de diferencas quanto a mastite clinica (ERSKINE et al., 1997; LEBLANK et al., 2002), auséncia
de diferencas quanto a ocorréncia de mastite subclinica (BATRA; HIDIROGLOU; SMITH,
1992; ERSKINE et al, 1987; JUKOLA et al., 1996; NDIWENI et al., 1991; PASCHOAL, 2002;
VALLE et al., 2000a; ZANETTI et al., 1998), menor CCS (BALDI et al., 2000; PAES et al.,
2001), reducéo das infec¢Oes intramamarias (WEISS et al., 1997), auséncia de diferencas quanto
as infeccdes (BATRA; HIDIROGLOU; SMITH, 1992; JUKOLA et al., 1996; SCHUKKEN et al.
,1999), aumento na ocorréncia de infecgfes (VALLE et al., 2000a). Barnouin e Chassagne (1998)
correlacionaram rebanhos com alta incidéncia de mastite e baixa suplementagdo de ADE.

Analisando os trabalhos acima referidos pode-se observar que a suplementacdo com
vitamina E parece exercer maior impacto na resposta inflamatéria, como foi referido por Wu,
Hayek e Meydani (2001), que relataram menor atividade da cicloxigenase influenciada pela
vitamina, o que explica a reducdo da mastite clinica nos animais suplementados, do que
propriamente nas atividades dos neutrofilos da glandula mamaria, como na fagocitose e na

destruicdo de patdgenos, comprovados pela discordancia dos resultados quanto a ocorréncia de
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mastite subclinica e de infec¢bes intramamarias. O trabalho em questdo corrobora com estas
observacdes, onde ndo foram encontradas diferencas estatisticas na producéo de espécies reativas
de oxigénio, na porcentagem de fagocitose de microrganismos e destruicdo dos mesmos com a

suplementacéo.

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Corynebacterium bovis séo
classificados como microrganismos contagiosos da mastite, transmitidos primordialmente durante
os procedimentos de ordenha (BRAMLEY; DODD, 1984; COSTA et al., 2001; MCDONALD,
1984; RADOSTITS et al., 2002; SANDHOLM; KAARTINEN; PYORALA, 1990; SMITH;
TODHUNTER.; SCHONBERGER, 1985). Estes microrganismos necessitam do animal para a
sobrevivéncia, multiplicando-se no interior da glandula mamaria, no canal do teto ou sobre a pele
e sdo transmitidos, principalmente, durante a ordenha, sendo bem adaptados ao hospedeiro,
minimizando a eficiéncia da resposta imunoldgica, o que estd de acordo com o resultado

encontrado no experimento quanto a porcentagem de fagocitose.

Os microrganismos classificados como ambientais, no caso Escherichia coli e Prototheca
zopfii (BENITES et al., 1999, 2000; COSTA et al., 1996; LANGONI et al., 1992; RADOSTITS
et al., 2002; RIBEIRO et al., 2001), sdo oportunistas, sendo transmitidos do ambiente para o
animal principalmente no periodo entre ordenhas. Portanto, esperavam-se encontrar diferencas
nas atividades funcionais dos neutrofilos expostos a estes patdogenos comparados aos demais
acima referidos, fato ndo comprovado no presente estudo, onde ndo foram detectadas diferencas

quanto a fagocitose e quanto a destruicdo intracelular de patdgenos.

Quanto a atividade enzimatica, também ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre
0S grupos experimentais, apesar dos animais do grupo suplementado apresentarem tendéncia de
maior atividade da glutationa peroxidase, da glutationa redutase e da superoxido dismutase e
menor atividade da mieloperoxidase. Katamoto et al. (1998) observaram o mesmo em relagdo a
glutationa peroxidase. Reforcando estas observagdes, Tauler et al. (2002) detectaram maior
atividade destas enzimas, inclusive da catalase, em atletas suplementados com vitaminas E, C e
B- caroteno. Ndiweni et al.(1991) ndo encontraram diferencas na atividade da glutationa
peroxidase e nas concentracdes séricas de vitamina E comparando rebanhos com alta incidéncia e
baixa incidéncia de mastite. Como a vitamina E reduz o requerimento de selénio inibindo a

producdo de peroxidos, reduzindo assim a quantidade de glutationa peroxidase necessaria a
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destruicdo dos mesmos (McDOWELL,1989), seria esperado encontrar menor atividade desta

enzima nos animais suplementados, fato ndo observado em nenhum dos experimentos.

Ao analisar as correlacdes entre as enzimas, verificou-se correlacdo positiva entre
glutationa peroxidase e a superdxido dismutase. A superdxido dismutase catalisa a reacdo que
produz perdxido de hidrogénio a partir de superdxido. O peroxido de hidrogénio é reduzido a
agua com a oxidacdo da glutationa reduzida, pela glutationa peroxidase (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). A correlacdo positiva era esperada, devido as reagfes complementares

entre elas.

Entre a mieloperoxidase e a glutationa redutase a correlagcdo foi negativa, resultado
também previsivel. Quanto maior a atividade da glutationa redutase, maior é a quantidade de
glutationa reduzida disponivel para ser oxidada pela glutationa peroxidase, através da reacdo que
promove a reducdo de peroxido de hidrogénio & agua, conseqlientemente, menor quantidade de
perdxido de hidrogénio disponivel a mieloperoxidase.

A concentracdo sérica de selénio aos trinta dias antes do parto comparada a concentragao
na semana ap0s o parto diferiu estatisticamente, sendo maior no pos-parto. No pré-parto,
comparando-se o grupo controle com o grupo suplementado, detectou-se maior concentragéo do
mineral no grupo suplementado com vitamina E, sendo que apds o parto ndo foram detectadas
diferencas estatisticas entre os dois grupos mostrando que a dieta fornecida aos animais
possibilitou 0 aumento e a padronizacdo das concentracfes séricas do mineral. Os resultados
encontrados nos valores séricos de selénio foram similares aos de Zanetti et al. (1998), antes e
depois da suplementacdo, porém inferiores aos encontrados por Paschoal, Zanetti e Cunha
(2003), provavelmente por diferencas nas dietas basais utilizadas nos experimentos. Segundo Mc
Dowell et al.(1996) as concentracGes séricas abaixo de 0,03-0,04 ug / ml séo criticas para
bovinos, sendo que os valores encontrados ap6s o parto foram superiores (0,057 e 0,063 ug / ml),

indicando auséncia de deficiéncia.

Diante do discutido, verifica-se grande discordancia nos experimentos que avaliaram 0s
efeitos da suplementacdo com vitamina E. As espécies reativas de oxigénio sdo essenciais para
destruir os microrganismos fagocitados e a vitamina E agindo como antioxidante, protege a
célula contra as mesmas, podendo comprometer a eficiéncia da explosao respiratoria (SCHOCK

et al., 2004) ou mesmo minimizando a inflamagdo, como por exemplo, através da inibicdo da
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cicloxigenase (WU; HAYEK; MEYDANI, 2001) e da xantina oxidase (KAHL; ELSASSER,
2004). Portanto, o equilibrio entre as substancias antioxidantes, as espécies reativas de oxigénio e
a atividade das enzimas envolvidas nas rea¢fes em questdo, € um processo complexo e dinamico,
sendo mais relevante do que a simples suplementa¢do com um Unico agente antioxidante.

O presente estudo demonstrou nos ensaios realizados com os neutréfilos in vitro o que foi
observado por Valle (2000) ao realizar estudo sobre os efeitos da suplementacéo de vitamina E na

ocorréncia de mastite, em rebanhos leiteiros de trés propriedades localizadas em Minas Gerais.



70

7 CONCLUSOES

A suplementacdo com vitamina E, por via oral, nos periodos pré e pos-parto, aumentou a
fagocitose de zimosan opsonizado pelos neutrofilos recuperados do leite na primeira semana apos
0 parto de novilhas leiteiras alimentadas basicamente com silagem de milho e concentrados;
porém ndo apresentou efeito na fagocitose de microrganismos causadores de mastite; na
producdo de espécies reativas de oxigénio; e na atividade das enzimas envolvidas na explosédo
respiratoria e nos processos antioxidantes intracelulares.

As evidéncias obtidas permitiram concluir que devido a complexidade dos mecanismos
envolvidos, a suplementagdo com um Unico agente antioxidante, como no caso a vitamina E, nas
condigdes experimentais do presente estudo, ndo interferiu significativamente nos parametros

avaliados.
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