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GARCIA, A.C.F.Z. Utilizacao da suplementacao de zinco organico e
vitamina e na contagem de células somaticas do leite bovino. Botucatu,
2007. 80p. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A contagem de células somaticas no leite bovino é usada como
indicadora da qualidade do leite, para controle da mastite e, diretamente, como
indicadora da producédo higiénica do leite. Por este motivo, este trabalho tem
como objetivo avaliar se ha reducao na contagem de células soméaticas no leite
de vacas leiteiras suplementadas com zinco e da vitamina E. Selecionou-se 76
vacas provenientes de duas fazendas de leite tipo “C” do municipio de
Botucatu-SP. Os animais foram divididos em trés subgrupos (A1 e B1 -
suplementados com 5 gramas de Zn, A2 e B2 - suplementadas com 9000Ul de
vit. E e A3 e B3 — ndo suplementadas), amostras de leite dos quatro tetos
foram coletadas quinzenalmente em trés momentos (M0-antes suplementacéo,
M1-durante suplementacao, e M2- apos término suplementacéo), enviadas ao
NUPEMAS da FMVZ Unesp-Botucatu, para determinacdo da contagem
eletrbnica de células somaticas (CECS). Os animais suplementados com Zinco
organico apresentaram reducao na contagem de células somaticas, enquanto
gue os suplementados com vitamina E ndo apresentaram tal redugéo.

Palavras chave: zinco, vitamina E, contagem de células somaticas, leite, vaca.
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GARCIA, A.C.F.Z. Supplementation of the organic zinc and of the vitamin E
for reducing the somatic cells counting in dairy cow. Botucatu, 2007. 80p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The somatic cells counting in dairy cow is used as an indicative factor for the
quality of milk, for controlling mastitis and, indirectly, as an indicator of a
hygienic milk production. For that reason, this study aims at analyzing if there
was a reduction in somatic cells counting in the dairy cow, whose animals were
supplemented with organic Zinc and vitamin E. An amount of 76 cows were
study. They derived from two dairy farms in the Botucatu town, Sao Paulo,
which produce type “C” milk. The animals were divided into 2 (two) groups and
each group were divided into 3 (three) treatments groups (A1 and B1 -
supplemented with 5 grams of Zn, A2 and B2 - supplemented with 9000UI of
vit. E, and A3 and B3 — non supplemented). Samples of milk were biweekly
collected, in three different periods (MO - before supplementing, M1 -during
supplementing and M2 - after supplementing). Such samples were sent to
NUPEMAS of FMVZ, at UNESP - Botucatu, in order to determine the somatic
cells counting (SSC). The animals which were supplemented with organic zinc
presented reduction in somatic cells counting, and the animals supplemented

with vitamin E not.

Key words: zinc, vitamin E, somatic cells counting, milk, cow.
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1 .INTRODUCAO

O sistema agro-industrial do leite, devido a sua enorme importancia social,
€ um dos mais importantes do pais. A atividade é praticada em todo o territério
nacional em mais de um milhdo de propriedades rurais e, somente na producao
primaria, gera acima de trés milhdes de empregos e agrega mais de seis
bilhdes ao valor da produgcdo agropecuaria nacional. Trés importantes fatores
marcaram o setor leiteiro nacional, principalmente na Ultima década: o aumento
da producao, a redugcédo do numero de produtores e o decréscimo dos precos
recebidos pelos produtores (VILELA et al, 2002).

O leite é considerado o mais nobre dos alimentos, por sua composicao
rica em proteina, gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas, proporciona
nutrientes e protecdo imunoldgica para o neonato. Além de suas propriedades
nutricionais, o leite oferece elementos anticarcinogénicos, presentes na
gordura, como o acido linoleico conjugado, esfingomielina, acido butirico, B
caroteno, vitaminas A e D (MULLER, 2002).

De modo geral o controle da qualidade do leite nas ultimas décadas tem
se restringido a prevencao de adulteragbes do produto “in natura” baseada na
determinacao da acidez, indice crioscépico, densidade, percentual de gordura
e extrato seco desengordurado. A contagem global de microrganismos
aerdbios mesofilos (indicadores de qualidade microbioldgica do produto) tem
sido utilizada somente para leite cru do tipo A e B (OLIVEIRA et al, 1999).

A qualidade do leite “in natura” é influenciada por diversas variaveis, entre
as quais se destacam fatores zootécnicos associados ao manejo, alimentagao,
potencial genético dos rebanhos e fatores relacionados a obtencdo e
armazenagem do leite. Uma das causas que exerce influéncia extremamente
prejudicial sobre a composi¢do e as caracteristicas fisico-quimicas do leite, é a
mastite, acompanhada por um aumento na contagem de células somaticas
(CCS) no leite (MULLER, 2002).

A mastite € uma inflamacgao da glandula mamaria causada na sua grande
maioria por bactérias, € uma doenca que causa grande prejuizo a pecuaria
leiteira. No entanto a maior preocupacao do produtor de leite € a mastite
subclinica, que nao pode ser diagnosticada pela observacao visual do ubere do
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animal e do leite, e sim pela presenca de elevadas contagens de células
somaticas no leite (LANGONI, 2000).

A contagem de células somaticas no leite bovino é usada como indicadora
da qualidade do leite, para controle da mastite e, indiretamente, como
indicadora da producéao higiénica do leite (SMITH (1996), apud SILVEIRA et al,
2005; MULLER, 2002; WINDIG et al, 2005).

Muito se tem discutido sobre os padrdes de CCS e sua importancia para
assegurar a higiene e qualidade do leite. Segundo Godkin (2000) apud Silveira
et al (2005), ainda néo existe regulamentagéo para a CCS do leite no comércio
internacional, entretanto alguns paises adotaram limites maximos de CCS
como parte do padrdo nacional de regulamentacdo. No Canadé e nos Estados
Unidos os padrdes sao de, respectivamente, 500.000 cel/mL de leite e 750.000
cel/mL de leite e na Unido Européia, é de 400.000 cel/mL de leite . No Brasil,
em razao das grandes diferencas regionais, para implantacdo do Programa
Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite foram estabelecidos, inicialmente,
padrées acima dos limites aceitaveis pelos paises acima citados (SILVEIRA et
al, 2005).

Altas contagens de células somaticas indicam presenca de mastite, vacas
sadias apresentam contagem de células somaticas que podem variar de
50.000 a 200.000 células/mL de leite (LANGONI, 2000).

Varios testes sdo utilizados para se realizar a contagem de células
somaticas no leite, estes sédo divididos em testes indiretos, tais como o WMT
(Wisconsin Mastitis Test), CMT (California Mastitis Test), e testes diretos como
a CECS (Contagem eletrbnica de células somaticas), e a contagem
microscopica direta em lamina  (LANGONI, 2000; SERRANO
et al, 2003; PAULA et al, 2004; SILVEIRA et al, 2005; WINDIG et al, 2005).

O Zinco é um nutriente que esta ligado diretamente ao sistema
imunolégico do organismo, sua funcdo estd relacionada com o
desenvolvimento e diferenciacao de linfécitos, producdo de energia, sintese
protéica, metabolismo de carboidratos, componentes da insulina, estabilizagdo
das membranas contra endotoxinas bacterianas e producdo de enzimas
antioxidantes (BEISEL,1982; PRASAD,1983; CLARK et al,1994; NRC, 2001;
GRIFFITHS et al, 2007).
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A vitamina E € um antioxidante que evita lesdo oxidativa de lipidios
sensiveis da membrana e diminui a formagao de hidroperoxido. Tem um papel
central na protecdo de membranas celulares contra a lipoperoxidagao,
especialmente membranas ricas em lipidios insaturados, como as mitocéndrias
do reticulo endoplasmético e as plasmaticas. Ela estimula macréfagos e
linfécitos, melhorando a resposta imune (PAES et al, 2003; PASCHOAL et al,
20086).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 OZINCO

O zinco é essencial para o desenvolvimento, crescimento e diferenciacdo
de tecidos de todas as espécies. Sua propor¢do no organismo animal varia de
acordo com a espécie considerada. O NRC (National Research Council)
recomenda 40 ppm/dia de zinco para bovinos (ANDRIGUETTO, 1990; LEDIC,
2002; PARDO et al, 2004).

Este micromineral € encontrado principalmente no nucleo celular, sangue,
pele, gbnadas e células B das llhotas de Langerhans, que sdo especialmente
ricas neste elemento; aparece em quantidades relativamente altas no leite de
vaca (3,0 a 5,0 mg/L) (ABRAMS, 1965; MAYNARD, 1966; PRASAD, 1983;
ANDRIGETTO, 1990; PARDO et al, 2004).

O zinco é componente de algumas metaloenzimas, tais como superéxido-
desmutase, anidrase carbdnica, alcool-desidrogenase, carboxipeptidase,
fosfatase alcalina, DNA e RNA polimerases, com efeitos nos metabolismos dos
carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos (AZEVEDO, 2006). Atua
como constituinte da carboxipeptidase pancreatica, deoxitimidinaquinase,
estando, portanto, envolvido com a sintese protéica, calcificacdo dos 0ssos,
formacédo da casca do ovo (ABRAMS, 1965; CUNNINGHAM, 1982; PRASAD,
1983; ANDRIGUETTO, 1990; BALTACI et al, 2004).

A DNA polimerase e a transcriptase reversa também sdo enzimas zinco
dependentes, desta forma, a proliferacao epitelial e fibroblastica necessitam
dele para sua acdo (ABRAMS, 1965; CUNNINGHAM, 1982; PRASAD, 1983;
ANDRIGUETTO, 1990).

Sem niveis adequados deste elemento, ndo ocorre multiplicagdo das
células epiteliais e dos fibroblastos, ndo ocorrendo a epitelizacéo e a sintese de
colageno, levando assim, a ma cicatrizacao. O excesso de zinco pode levar a
inibicdo dos macréfagos e diminuir a fagocitose, e também interferir na ligacao
cruzada do colageno (PRASAD, 1983; PROBST, 1999).

O zinco diminui a invasao de patégenos na mama por sua atuagao sobre

a producao de queratina de revestimento do canal do teto. Essa queratina atrai
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as bactérias e previne a penetracao delas para dentro da mama (CRAVEN &
WILLIAMS, 1985; NICKERSON, 1990). Como aproximadamente 40% da
queratina do canal do teto de vacas da raca holandesa é removida no processo
de ordenha, ela requer continua regeneracao (CAPUCO et al, 1992).

A taxa de zinco no sangue € de 75% nas hemaceas, 22% no plasma e 3%
nos leucocitos. Também é encontrado em altas concentracbes no leite,
queratina, préstata, pele, figado, pélos, pancreas e ossos (ABRAMS, 1965;
MAYNARD, 1966; BEISEL, 1982; PRASAD, 1983; ANDRIGUETTO, 1990).

A absorgao do zinco ocorre principalmente no intestino delgado, sendo o
duodeno o local mais ativo dessa absorgédo; em bovinos esta absor¢cao também
ocorre no abomaso (MILLER, 1970; KINCAID, 1979; PRASAD, 1983;
ANDRIGUETTO, 1990) e rumem, e a excrecao ocorre principalmente pelas
fezes embora ocorra em menor parte pela urina (ABRAMS, 1965; PRASAD,
1983; ANDRIGUETTO, 1990). De acordo com MILLER (1970), a absorcédo do
zinco aumenta quando ha menor oferta alimentar deste elemento.

O excesso de calcio na dieta tem um efeito antagdnico ao zinco, ou seja, o
aumento do calcio diminui a absorcdo de zinco (MAYNARD, 1966; BATH,
1978; KINCAID, 1979; CLARK et al, 1994; PARDO et al, 2004).

A deficiéncia deste microelemento nos animais domésticos pode levar a
diminuicdo na eficiéncia alimentar, crescimento e desenvolvimento testicular
retardado, letargia, aumento da susceptibilidade a infec¢cdes secundarias,
crescimento rapido de bactérias na mucosa oral, inflamacédo cutdnea e de
mucosa oral e nasal, diminuicdo da producao de leite e da fertilidade, andar
rigido, inchago dos jarretes e joelhos, anormalidades ésseas, mastite, aumento
das células somaticas no leite (MILLER, 1970; HIDIROGLOU, 1980;
ANDRIGUETTO, 1990; WHITAKER et al, 1997).

O zinco é um nutriente que estd ligado diretamente ao sistema
imunolégico do organismo, sua funcdo estd relacionada com o
desenvolvimento e diferenciacao de linfécitos, producdo de energia, sintese
protéica, metabolismo de carboidratos, componentes da insulina, estabilizagdo
das membranas contra endotoxinas bacterianas e producdo de enzimas
antioxidantes (BEISEL, 1982; PRASAD, 1983; CLARK et al, 1994; GRIFFITHS
et al, 2007).
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Clark et al (1994), verificaram reducao na maturacao de espermatozoides,
diminuicdo na circulacdo de testosterona, em alguns casos, aborto,
mumificagdo fetal, baixo peso ao nascer e alteracbes na contractilidade do
miométrio, em bovinos de corte.

A literatura relata que a involugdo progressiva do timo associada a
deficiéncia de zinco, tanto em animais como em humanos (GOOD et al, 1980;
BEISEL, 1982; CUNNINGHAM, 1982; CLARK et al, 1994). Good et al (1980) e
Cunningham (1982) observaram que a deficiéncia de zinco esta relacionada a
esta involugcdo, e tem influéncia sobre os linfocitos T e imunidade celular. Os
animais por eles estudados apresentaram dermatite, letargia, hiperqueratose,
paraqueratose e alopecia. Descreveram ainda, que bovinos da ra¢a Holandesa
apresentaram mutacao genética letal, determinada pela ma absor¢ao de zinco,
o timo destes animais ndo era desenvolvido e, portanto apresentavam
alteracdes na funcao dos linfocitos T. O timo dos bezerros acometidos pesou
em média 9,5 gramas e o de bezerros sadios cerca de 372 gramas. Os
bezerros morreram por infeccao, devido a depressdo imunoldgica. Good et al
(1980) observaram a diminuicdo dos horménios timicos com a restricao
progressiva de zinco.

A deficiéncia de microelementos promove a alteracdo de varios
componentes do sistema imune, como a diminuicdo da funcao dos neutréfilos
em ruminantes, diminuicdo da resposta mediada por anticorpos e o0
interrompimento do crescimento de tecidos T dependentes (BEISEL, 1982;
CLARK et al, 1994).

Animais com estatus subclinico de zinco podem continuar a se reproduzir
e/ ou crescer, mas a taxa é reduzida, ja que tém diminuicdo da eficiéncia
alimentar e depressao do sistema imune (CLARK et al, 1994).

Varios agentes estressantes como as doencas infecciosas resultam na
redistribuicdo do zinco plasmatico para o figado. A deficiéncia de zinco é
facilmente reproduzida, pois ndo existe nenhum 6rgao especifico para estoca-
lo (BEISEL, 1982). Este microelemento pode ser encontrado além do figado, no
baco, pancreas, rins, medula 6ssea e nucleo celular (MILLER, 1970; GOQOD et
al, 1980; BEISEL, 1982; CUNNINGHAM, 1982; PRASAD, 1983;
ANDRIGUETTO, 1990; PARDO et al, 2004).
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Em casos graves de rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), o aumento de
zinco na dieta dos animais infectados, pode melhorar sua recuperacao
(DEPELCHIN et al, 1985).

A literatura demonstra que ocorre um aumento no nivel de zinco
plasmatico apos sua suplementacdo oral. Animais com deficiéncia de zinco,
depois de suplementados com este micromineral, seja sob a forma de
carbonatos, proteinatos, sulfatos, 6xidos ou cloretos, apresentaram melhora
satisfatoria dos sinais clinicos, com total recuperacao, sem afetar a producao
de leite (MILLER, 1970; KINCAID, 1979; GOOD et al, 1980; HIDIROGLOU,
1980; BEISEL, 1982; CUNNINGHAM, 1982; PRASAD, 1983; ANDRIGUETTO,
1990; CLARK et al, 1994; GRIFFITHS et al, 2007).

Kessler et al (2003), compararam o uso do zinco organico com o zinco
inorganico na alimentacdo de touros bovinos, em relacdo a melhora na
qualidade da carne, carcaca e casco, € observaram que houve melhora apenas
no casco dos animais alimentados com zinco organico e, os alimentados com
zinco inorganico, ndo apresentaram melhora significativa.

Cunha Filho (2006) observou que bovinos suplementados com levedura
viva como fonte de zinco mantiveram baixa a contagem de células soméaticas e
menor numero de lesbes podais do que o0s animais do grupo nao
suplementado. Resultado semelhante, quanto a lesdes podais, também foram
observados por Pardo et al (2004).

Griffiths et al (2007), verificaram que bovinos alimentados com zinco
apresentavam reducao na CCS, aumento na producdo de leite e melhora na
integridade do casco.
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2.2 VITAMINA E

Em 1920, resultante do estimulo a experimentacao com dietas purificadas
foi que se seguiu a descoberta da primeira vitamina. Em 1922, Evans e Bishop
observaram que a auséncia de um fator alimentar lipossoluvel, presente nas
folhas verdes e germe de trigo, na dieta de ratas gestantes resultava na
reabsorcdo e morte fetal, apesar da ovulacdo e concepcao estarem ocorrendo
normalmente. Pesquisas em torno da causa dessa falha resultaram na
descoberta, no inicio de 1930, por Evans, Mattil, Sure e suas respectivas
equipes, nos Estados Unidos, que existe um fator dietético especifico essencial
para a reproducdo no rato. Sure chamou-a de vitamina E, que como se sabe
consiste basicamente, de tocoferdis. Em 1936, foram obtidas as extracdes das
primeiras prepara¢des de vitamina E, a partir de azeite de germe de trigo, por
Evans e sua equipe, mas a sintese da vitamina ocorreu apenas em 1938, por
Karrer (MAYNARD, 1966).

Em 1970, Bland e seu assistente, examinaram a influéncia da vitamina E
na oxidacdo da membrana celular de eritrécitos sob estresse de agao
fotodindmica, apo6s a incubagao de eritrocitos humanos e sua exposi¢ao a luz e
ao oxigénio, com diferentes concentracdes de vitamina E. Descobriram que
poderiam estender a capacidade efetiva dos eritrocitos de resistir a exposicao
fotodindmica, quando aumentavam a concentracao de vitamina E. Em seguida
realizaram um estudo in vivo, no qual humanos consumiam quantidades
crescentes de vitamina E e seus eritrécitos foram subsequentemente expostos
a condigdes fotodinamicas in vitro. Observaram que as concentragdes
aumentaram cerca de 100% nos voluntarios estudados, e que o conteudo de
vitamina E da membrana eritrocitaria aumentou 56% apds a suplementacao.
Observaram ainda, que a ingesta suplementar de 400Ul de vitamina E, poderia
estender o periodo de vida funcionante dos eritrcitos expostos a luz e oxigénio
em trés ou quatro vezes (BLAND, 1998).

As vitaminas E, ou tocoferéis, sdo um grupo de vitaminas lipossoluveis
essenciais, que protegem o organismo das moléculas téxicas (ABRAMS, 1965;
PASCHOAL et al, 2006). O teor de gordura na dieta é composto por acidos
graxos saturados e insaturados. Os insaturados tém a tendéncia de sofrerem

oxidacao, formando peréxidos, processo este conhecido como rancificacao. Os
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peroxidos séo tdxicos e causam hemdlise intensa, observando-se musculatura
clara, retencdo de placenta, degeneracdo dos musculos cardiacos e
respiratérios, pneumonia secundaria e diarréias (RADOSTITS et al, 2001).

Esta vitamina é um antioxidante que protege as células fagociticas e os
tecidos, do ataque de radicais livres, melhorando a funcado dessas células e
consequentemente, aumentando as defesas do organismo e minimizando os
danos comprometedores sobre as células de defesa da glandula mamaria
(BEISEL, 1982; POLITIS et al, 1995; NOCKELS, 1996; NRC, 2001; PAES et al,
2003; GUPTA et al, 2005). A forma mais ativa € o a-tocoferol, que também é a
forma mais comumente encontrada (ABRAMS, 1965; NRC, 2001; SEDDON,
2005), embora se conhecam ainda, outras trés formas de tocoferol também
ativas, que ocorrem naturalmente , § (beta), y (gama), & (delta), (MAYNARD,
1966).A vitamina E pode inibir este processo, e parece ser essencial para todos
os tipos celulares, tendo sido associada com uma série de fungcbes nos
sistemas reprodutivo, nervoso, circulatério, musculo esquelético e
hematopoiético (MILLER et al, 1993).

O o-tocoferol é abundante em cereais integrais e seus subprodutos,
também € encontrado em forrageiras de boa qualidade e em outros materiais
folhosos, inclusive feno de boa qualidade (REBHUN, 2000; SEDDON, 2005). A
alfafa € particularmente rica. Os subprodutos animais fornecem apenas
quantidades limitadas, sendo que o leite e seus derivados sao fontes pobres
desta vitamina. Ovos, em particular a gema, podem possuir quantidade
significativa de vitamina E, dependendo, contudo, da alimentagdo da galinha
(MAYNARD, 1966; PITA et al, 2006). Oleos de germes de trigo sdo as fontes
naturais mais concentradas. Varios outros 6leos, como o de soja, amendoim, e
particularmente o de caro¢o de algoddo, sdao também ricos em tocoferois,
embora a maioria das farinhas (tortas e farelos) do mercado sejam destituidas
destes 6leos, por causa da sua extracao por solventes (MAYNARD, 1966).

As forrageiras frescas possuem cerca de 80 a 200 Ul de vitamina E / kg
de matéria seca. As concentragcdes de a-tocoferol nas forrageiras diminuem
rapidamente ap6s o corte e exposicao exacerbada ao sol. A silagem e o feno
possuem de 20 a 80% menos a-tocoferol do que a forragem fresca. O feno e a
palha de baixa qualidade tém pouca vitamina E, e o pasto rico em lignina tem

menor concentragcdo dela. Em geral a concentragdo de vitamina E nos
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concentrados € baixa; a soja e o caroco de algodao, frescos, sdo excegoes,
mas quando sdo tratados pelo calor, o a-tocoferol € todo destruido. A
concentracdo do a-tocoferol é inversamente proporcional ao tempo de
estocagem (NRC, 2001).

Nutrientes antioxidantes como a vitamina E, [ - caroteno e
microelementos como o selénio, cobre, zinco e manganés sao muito
importantes na protecao dos tecidos animais contra a destrui¢cdo oxidativa. Esta
protecdo também melhora os resultados na resposta imune, diminuindo as
mastites nas vacas leiteiras e a incidéncia de doencgas infecciosas em animais
estressados (POLITIS et al, 1995; NOCKELS, 1996; NCR, 2001; RADOSTITS
et al, 2001; RAMIREZ-BRIBIESCA et al, 2005; BOURNE et al, 2007).

No caso de se formarem peroxidos, eles sdo destruidos pela enzima
glutationaperoxidase, que contém selénio em sua molécula (RADOSTITS et al,
2001).

O primeiro estudo sobre o efeito do Selénio (Se) e da vitamina E (vit. E) na
incidéncia de mastite clinica foi realizado por Smith em 1984. Os autores
verificaram diminuicdo de 37% na incidéncia de mastite clinica em vacas que
receberam suplementacéo de 740 Ul de vit. E por dia, durante o periodo seco
(PASCHOAL et al, 2006).

Hidiroglou et al (1988), administrando 4500Ul de acetato de DL-a-
tocoferol pela via intramuscular, observou concentragcdo maxima no soro de
11,09ug/mL decorridas 24 horas da aplicagdo, com declinio gradativo dos
valores, chegando aos niveis proximos do obtido antes da aplicacao
(1,61ug/mL) até 27 dias pos-tratamento.

Nockels, em 1996, observou que vacas que receberam 1000Ul/animal de
vitamina E apresentaram reducdo de 37% no indice de mastite, 21 dias antes
do parto e em 12% para as que receberam 0,1 mg selenito de sédio /kg,
quando comparadas com as do grupo controle. Os animais dos grupos
suplementados tiveram reducao significativa na duracao dos sinais clinicos, e
além disso, as suplementadas com injecées de vit. E e Se, tiveram menor
duracao dos sinais clinicos quando comparadas as que receberam injecoes de
Se ou vit. E isoladas. Observou também, que a suplementacao de selénio e

vitamina E, aumentou os niveis sanguineos de vitamina E, selénio e glutationa
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peroxidase no parto, € diminuiu significativamente a contagem de células
somaticas (CCS) em 14 dias de lactacéo.

Morgante et al (1995, 1999) citados por Pulina et al (2006) verificaram que
com a administracdo de vit. E e Se na ragdo de ovelhas de leite houve
manutencgao das respostas imunes nas células da glandula mamaria, reduzindo
assim, a incidéncia de infecgéo e consequentemente aumento na CCS do leite.

Reddy et al (1986) verificaram que em bezerros suplementados com 1400
Ul de DL a-tocoferol, uma vez por semana, por via IM, houve estimulacédo de
linfocitos e eles foram capazes de reduzir titulos de replicacdo viral. A
administragcdo de 2000 Ul de DL- a-tocoferol em novilhas aumentou os niveis
de a-tocoferol no sangue e também promoveu estimulacao de linfécitos.

Paes et al (2003), notaram que a administracdo de 2000Ul de vitamina E
por via intramuscular em cabras, reduziu a incidéncia de metrite, retencédo de
placenta e mastites e contagem de células somaticas no leite.

Paschoal et al (2006) avaliaram o efeito da suplementagédo de Se e vit. E
sobre a CCS no leite de vacas da raca Holandesa, utilizando 1000 Ul de vit. E
e 2,5 mg de Se por via oral, misturados a racdo isoladamente ou em
associacdo e observaram que ndo ha efeito desta suplementacdo sobre a
CCS, pelo menos nesta dosagem.

A adicao da vitamina E melhora a resposta imune em diferentes espécies
animais atuando tanto na melhora da resposta humoral quanto na celular
(BEISEL, 1982; REDDY et al, 1986; TIZZARD, 1998).
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2.3 CELULAS SOMATICAS

Células somaticas sdo os neutrdfilos, linfocitos, eosindfilos, macrofagos e
células de descamagédo, presentes nos liquidos corpéreos. Este termo foi
adotado em 1910, por haver muita confusdo quanto a terminologia a ser
empregada (SCHALM et al, 1971).As células somaticas sado representadas
pelos leucécitos (glébulos brancos do sangue) e células epiteliais provenientes
da esfoliagdo dos acinos galactéforos do Ubere, cisterna mamaria e cisterna do
teto e sé@o eliminadas no leite durante a lactacdo (AMARAL et al, 2005).

Essas células apresentam duas fungdes:
1-) combater os microrganismos nas infecgdes intramamarias;

2-) auxiliar na reparacdo dos tecidos secretores do leite, lesados pelo
processo infeccioso e, consequentemente, inflamados (LANGONI, 2000).

A CCS no rebanho e no tanque de expansdo deve ser vista como
ferramenta extremamente valiosa que apresentam entre outras finalidades:
monitoramento da prevaléncia de mastite subclinica no rebanho, da qualidade
do leite para a industria, e da indicacdo das condi¢des higiénicas de sua
producdo nas propriedades; estimativas das perdas da producédo de leite;
orientacdo do produtor na tomada de decisbes para prevenir a transmissao da
mastite durante a lactacao; identificagdo de vacas mastiticas para tratamento ,
secagem e descartes (MULLER, 2002; PAULA et al, 2004).

Altas contagens de células somaticas afetam a composi¢céo do leite e o
tempo de prateleira dos derivados lacteos, causando grandes prejuizos para a
industria de lacticinios (PAULA et al, 2004).

De acordo com a Instrucdo Normativa n® 51, de 18 de setembro de 2002
do RIISPOA, as contagens de células somaticas do leite devem ser feitas pela
média geométrica em um periodo de 03 (irés) meses, com pelo menos 01
(uma) analise mensal, em Unidade Operacional da Rede Brasileira de
Laboratérios para Controle da Qualidade do Leite, independentemente das
analises realizadas na frequéncia estipulada pelo Programa de Controle de
Qualidade interno da Granja Leiteira (BRASIL, 2002).
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O valor da Contagem de Células Somaticas (CCS) estipulado pelo
RIISPOA, para leites tipo A e B é 600.000 CS/mL de leite no maximo e, para o
leite tipo C, ndo h& necessidade desta contagem. Quanto a um processo
infeccioso, estima-se que uma vaca saudavel apresente 300.000 CS/mL de
leite, ou seja, 65 — 80% de seu epitélio integro. Valores maiores indicam um
processo infeccioso (BRASIL, 2002).

O zinco esta envolvido na queratinizagdo dos tecidos epiteliais. Entre
estes tecidos esta o canal do teto, o que é porta de entrada para
microorganismos. Existe envolvimento ainda com o sistema imunold6gico e, sua
deficiéncia pode, portanto, ser fator predisponente para a mastite e aumento de
células somaticas no leite (RADOSTITIS et al, 2001).

A vit. E é um antioxidante que protege as células fagociticas e os tecidos,
do ataque de radicais livres, melhorando a fungdo dessas células e
consequentemente, aumentando as defesas do organismo e minimizando os
danos comprometedores sobre as células de defesa da glandula mamaria
(BEISEL, 1982; POLITIS et al, 1995; NOCKELS, 1996; NRC, 2001; PAES et al,
2003; GUPTA et al, 2005).

Whitaker et al (1997), verificaram que vacas leiteiras alimentadas com
quelato ou proteinato de zinco nao apresentaram diferenca estatistica na
reducao da contagem de células somaticas do leite.

Harmon (1998) apud Paschoal et al (2006), reforca a importancia da
padronizacédo da CCS para avaliacao da qualidade do leite, ressaltando que ja
é utilizada em paises desenvolvidos, por refletir a incidéncia de mastites
subclinicas.

Prada e Silva et al (2000), verificaram o efeito do nivel de células
somaticas sobre as concentracdes de lactose e solidos totais do leite, e
observaram que o aumento da CCS esta relacionado com a redugédo da
concentragdo da lactose, pois na infeccdo da glandula mamaria, ocorre
destruicdo do tecido secretor e, portanto ha a reducao na habilidade de sintese
da glandula mamaria e consequentemente reducao de lactose. Este fato nao
possui relacdo com a concentracdo de sélidos totais, que nao variou
significativamente.

Bufalas com elevada CCS apresentam reducdo na produgédo de leite,
alteracdes dos teores de seus constituintes e do tempo de coagulagao do leite
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no processo de fabricacdo de queijos, comprometendo a qualidade,
processamento e rendimento industrial (AMARAL et al, 2005).

Green et al (2006) verificaram que animais com alta producéo de leite,
apresentam CCS baixa e que animais com baixa produgéo de leite apresentam
CCS alta, concluiram que isto se da por causa da "diluicao" da célula somatica
no leite e ao efeito compensatério que pode ocorrer no caso de um dos quartos
estar com infecgéo.

Pulina et al (2006), observaram que o aumento da CCS no leite de
ovelhas, reduz a caseina do leite e consequentemente a producédo de queijo
produzido.

Leitner et al (2007) avaliaram o nivel de perdas na producédo de leite e
consequentemente de queijo de ovelhas e cabras, com infec¢ao intramamaria
em relagdo a CCS. Mostraram que houve interferéncia na qualidade dos
queijos produzidos, o que indica que a contagem de células somaticas pode
ser considerada como uma excelente ferramenta no diagnéstico de infeccao
intramamaria subclinica, também para ovelhas e cabras.

A contagem de células somaticas pode ser influenciada pelo numero de
lactagdes, fase da lactacao, raca, entre outros (LANGONI, 2000; PAULA et al,
2004; SILVEIRA et al, 2005)
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar se ha redugdo contagem de células somaticas do leite de vacas

bovinas suplementadas com zinco organico e com vitamina E.

3.2 Objetivo Especifico

Avaliar o efeito da suplementagéo do zinco e da vitamina E, quanto:

e Contagem de células somaticas;

e Higiene.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 40 vacas da raca Holandesa, variedade preto e branco,
e 36 vacas da raca Girolanda, provenientes de duas fazendas produtoras de
leite do Municipio de Botucatu, todas com idade variando entre 5-8 anos e com
20-35 dias de lactacao.

4.2 GRUPOS

Os animais foram divididos em dois grupos conforme sua procedéncia, da

seguinte maneira:

GRUPO A: 40 vacas leiteiras da raga Holandesa, variedade Preta e
Branca (Figura 1) ; pertencentes a uma fazenda produtora de leite tipo “C”, com
duas ordenhas diarias e, esta mecanica (Figura 3), e sala de ordenha tipo
escama de peixe para dez animais, higienizada ap6s o término da ordenha
com hipoclorito de sodio a 5%, agua sob pressao e detergente neutro. Para a
ordenha a sala era preenchida com cinco vacas de cada lado. Antes da retirada
do leite, as teteiras eram mergulhadas em balde contendo solugcdo de
hipoclorito de sodio e 0 excesso retirado por movimentos repetidos para cima e
para baixo, neste momento era realizado o “pré-deeping” nos tetos dos animais
com a mesma solucao e teste CMT. Apé6s a ordenha eram retiradas as teteiras
e feito 0 “pds-deeping” com tintura de iodo a 0,2%. Todos 0s animais ao sairem
da sala de ordenha eram encaminhados ao barracdo de arragoamento com
cocho em canzil onde recebiam ragao.

GRUPO B: 36 vacas da raca Girolanda (Figura 2), provenientes de uma
fazenda produtora de leite tipo “C”, com ordenha manual (Figura 4) e uma
ordenha diaria. Nesta propriedade a “mangueira” era utilizada como sala de
ordenha sem higienizacao prévia. Os animais foram amarrados em mourdes de
madeira com cocho individual, onde era colocada polpa citrica para que os
animais se mantivessem calmos durante a retirada de leite. No momento da

ordenha os bezerros das vacas a serem ordenhadas eram colocados para
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apoja-las, feito isto, um “paninho” era utilizado para se retirar o excesso de
saliva deixado pelo bezerro, ou lama quando em época de chuva, lembrando
que este era usado para todas as vacas. No final da ordenha os animais eram
soltos num patio de terra, onde aguardavam para serem conduzidos ao pasto.

Fig. 1 Lote grupo A Fig. 2 Lote grupo B

Fig. 3 Ordenha Mecénica (grupo A) Fig. 4 Ordenha manual (grupo B)

Estes dois grupos foram subdivididos em subgrupos para tratamentos com

Zinco organico, vitamina E e controle, como se segue abaixo:

SUBGRUPO 1A: constituido de 16 vacas que foram suplementadas com
5,0 gramas de um produto comercial correspondente a 16% de proteinato de
zinco, diariamente, por via oral durante 3 (trés) meses, representando uma
suplementacao de 750mg/vaca/dia (CUNHA FILHO, 2006).

SUBGRUPO 2A: composto de 12 vacas que foram suplementadas

quinzenalmente com 10 mL de Vitamina E' por via intramuscular, dose

' Monovin E® - Bravet
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equivalente a 9000 Ul, com uma seringa de 10 mL e agulha hipodérmica 40 X
12, descartaveis, durante 3 (irés) meses.

SUBGRUPO 3A: grupo controle, constituido de 12 vacas sem
suplementacao de zinco orgéanico e de vitamina E'.

SUBGRUPO 1B:. constituido de 12 vacas que foram suplementadas com
5,0 gramas de um produto comercial correspondente a 16% de proteinato de
zinco, diariamente, por via oral durante 3 (irés) meses, representando uma
suplementacao de 750mg/vaca/dia (CUNHA FILHO, 2006).

SUBGRUPO 2B: composto de 12 vacas que foram suplementadas
quinzenalmente com 10 mL de Vitamina E' por via intramuscular, dose
equivalente a 9000 Ul, com uma seringa de 10 mL e agulha hipodérmica 40 X
12, descartaveis, durante 3 (trés) meses.

SUBGRUPO 3B: grupo controle, constituido de 12 vacas sem

suplementacao de zinco orgéanico e de vitamina E.
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4.3 COLHEITA DO MATERIAL

O experimento foi realizado por 7 meses, no periodo de Abril a Outubro de
2007. Para a colheita de material foram determinados trés momentos:

MOMENTO ZERO (MO0): colheita quinzenal das amostras de leite para
contagem eletrébnica de células somaticas de todos os animais, dos trés
grupos, durante os dois primeiros meses, antes da administracdo dos
suplementos;

MOMENTO UM (M1): colheita quinzenal das amostras de leite para
contagem eletrbnica de células somaticas de todos os animais, dos trés
grupos, durante os trés meses da administracdo dos suplementos;

MOMENTO DOIS (M2): colheita quinzenal das amostras de leite para
contagem eletrénica de células somaticas de todos os animais, dos trés
grupos, durante os dois meses posteriores ao término da administragdo dos

suplementos;

Cada amostra corresponde a 50mL, oriundas da mistura do leite dos
quatro tetos de cada vaca, desprezando-se os trés primeiros jatos deste,que
depois de colhidas foram acondicionadas em tubos plasticos proprios para
contagem eletrénica de células somaticas, contendo 2 pastilhas de conservante
Bronopol? e homogeneizadas. Os tubos foram identificados com o nimero do
animal. O material foi entdo enviado ao Nucleo de Pesquisa em Mastite
(NUPEMAS), da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho —
UNESP, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Campus Botucatu no
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, no Distrito de Rubido
Junior, para realizagdo da CECS em aparelho Somacount 300®°.

O projeto foi examinado e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da FMVZ — UNESP- Botucatu.

2 Bronopol (2-bromo 2- nitro propano — 1,3-diol)

3 Bentley Instruments Inc.
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4.4 CONTAGEM ELETRONICA DE CELULAS SOMATICAS

A contagem foi realizada com o auxilio do aparelho Somacount 300®
(Figura 5).

O Somacount, que pode ler 300 amostras por hora, por exemplo, é
composto por 5 (cinco) estruturas:

1- Conjunto de fluidos como o corante brometo de etidium e o de
carreamento, que € o detergente RBS;

2- Computador (software);

3- Canhao de laser;

4- Leitor, denominado “Flow cell”;

5- Tubo foto multiplicador, que faz a conversdao de impulsos luminosos

para impulsos elétricos.

Fig. 5 Somacount 300®

As amostras a serem examinadas foram mantidas em temperatura
ambiente e examinadas, no maximo, em 5 a 7 dias apds sua obtencao
acondicionando-se no frasco coletor e homogeneizando-se com o conservante.

Antes da amostra ser colocada no aparelho, foi aquecida em banho-maria
por 15 (quinze) minutos a 40°C para que nao houvesse choque térmico. No
aparelho, uma aliquota da amostra é aspirada e aquecida em uma serpentina a
68°C e entdo levada a uma seringa contendo corante tampao (brometo de
etidium) que cora o nucleo das células. Em seguida, 50uL da amostra séao
carreadas até o “flow cell’, por um liquido carreador (RBS), onde ocorre a
incidéncia de raio laser sobre ela, produzindo uma pequena explosao luminosa,
de curta refracdo, que atravessa uma série de filtros 6pticos e lentes, sendo
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focada em um cumprimento de luz apropriado. Esses pulsos de luz sao
convertidos em pulsos elétricos, amplificados, eletronicamente filtrados e
ordenados por tamanho para que se especifiquem as células somaticas. O
computador conta os pulsos elétricos, traduzindo a contagem de leucécitos
(BENTLEY, 2000).
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4.5 ANALISE ESTATITICA

Para a contagem de células somaticas foi utilizada a analise néao
paramétrica com aplicacdo do teste de Friedman para a comparacdo dos
momentos, com cada grupo, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparacao dos grupos com cada momento (ZAR, 1996).
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5. RESULTADOS

5.1 Grupo A

Com os resultados obtidos na anadlise estatistica, observou-se que o0s
animais suplementados com 750 mg de Zn, apresentaram valores médios de
células somaticas no M1, menores que nos MO e M2, quando esses valores
comecam a aumentar (Tabela 1).

Os animais tratados com 9000 Ul de vit. E apresentaram valores baixos
de células somaticas no MO, em M1 a média aritmética desses valores foi
muito alta, voltando a diminuir em M2, como durante o tratamento ndo houve
reducao, pode-se dizer que para este grupo, a vitamina E nao teve efeito sobre

a reducdo de células somaticas (Tabelal).

5.2 Grupo B

Neste grupo observa-se que vacas que receberam tratamento com zinco,
quando comparadas com seu MO tiveram redugcdo em M1 e esta diminui¢cdo
permanece em M2, demonstrando que o Zn reduz a contagem de células
somaticas e ndo apresenta efeito residual (Tabela 2).

O grupo dos animais suplementados com vit. E apresentaram valores
menores de células somaticas no MO do que em M1 e M2. Assi como para 0s
animais do grupo A, a suplementagcdao nao contribuiu para a reducado das
células somaticas (Tabela2).

5.3 Grupo A x Grupo B

Para se comparar o efeito higiene entre as fazendas, calculou-se a média
e desvio padrdo da CCS de todos os animais dos dois grupos no MO, onde
pode-se notar que o grupo B apresentou valores menores que o grupo a
(tabelald).
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Tabela 1: Médias aritméticas e desvio padrao da CCS dos tratamentos do
grupo A, em cada um dos momentos (p < 0,05):

Grupos Mo M1 M2 Interpretacao
estatistica

Zinco (1A) média 970,32 530,15 604,03 MO <M1 <M2
s 884,17 430,99 624,82

Vit. E (2A) média 491,01 1056 818,25 MO > (M1>M2)
s 417,08 758,24 908,05

Controle (3A) média 253,97 814,49 648,91 MO >M1>M2
s 221,70 824,81 688,15

Tabela 2: Médias aritméticas e desvio padrao da CCS dos tratamentos
do grupo B, em cada um dos momentos (p < 0,05):

Grupos Mo M1 M2 Interpretacao
estatistica

Zinco (1B) média 515,73 288,21 116,29 MO0 <M1 >M2
s 721,83 200,68 86,77

Vit. E (2B) média 242,66 289,7 286,93 MO > (M1>M2)
s 426,74 372,44 373,76

Controle (3B) média 179,93 252,36 189,79 MO <M1 <M2
s 284,36 207,12 184,93

Tabela 3: Comparagédo entre as médias e desvio padrdo da CCS do
momento zero (MO) dos grupos A e B:

Grupo A Grupo B Interpretacao
estatistica
Média 571,76 312,77 GA >GB

s 340,39 223,13 GA > GB
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6. DISCUSSAO

Ao analisar os grupos sob o ponto de vista numero total de células
somaticas, notamos que ja no momento zero, a fazenda a mostra CECS maior
que a do grupo B. Como o intuito deste trabalho é comparar a higiene e a
contagem de células somaticas entre duas propriedades diferentes, o fator
higiene nao mostrou sucesso, ja que no M0 a fazenda com a melhor higiene
apresentou maior CECS, isto talvez se deva ao efeito do bezerro ao pé, ndo s6
no apojo, como posteriormente a ordenha, quando eles completam sua
alimentacdo mamando ao pé da vaca (CARVALHO et al, 2007).

A literatura relata que vacas com bezerro ao pé apresentam menor
caracteristica de mastite (CARVALHO et al, 2007) e como se sabe, a contagem
de células somaticas é um dos métodos mais importantes na demonstracédo da
qualidade do leite (MULLER, 2002; PAULA et al, 2004), inclusive quando ha
mastite ha aumento da CCS, embora nem todo aumento dessas células
correspondam a processos infecciosos (LANGONI, 2000; MULLER, 2002;
SILVEIRA, 2005; WINDIG et al, 2005).

Como foi observado, o grupo B apresentou menor numero de células na
CECS, assim, pode-se inferir que ha menor descamacao celular ou que ha
menor recuperacao dessas células no momento da colheita. Neste grupo,
apesar de ter uma ordenha com menor higiene, deveria apresentar maior
contagem de células somaticas do que o grupo a, o que ndo ocorreu. Portanto,
o “efeito bezerro” deva ser o fator que tem importancia na CCS, onde ha maior
succdo e menor irritacdo (CARVALHO et al, 2007), ja que inexistem os
problemas com regulagem de vacuo e pressao das ordenhadeiras e teteiras no
processo de colheita mecanica.

Esta interpretacéo fica evidente quando se observa que em todos os
momentos, a CECS da fazenda A é maior do que a fazenda B.

Quanto ao efeito da suplementacdo com zinco notou-se que no M1 houve
uma diminuicdo na contagem de células somaticas nos dois grupos estudados.
Este fato provavelmente se prende a menor descamacéao tecidual do canal do
teto (RADOSTITIS, 2001) que € um efeito protetor do zinco (ABRAMS, 1965;
CUNNINGHAM, 1982; PRASAD, 1983; ANDRIGUETTO, 1990; PROBST,
1999) devido a sua atuacdo sobre a producdo da queratina do teto. Essa
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queratina de revestimento do canal do teto atrai as bactérias e previne a
penetracdo delas para dentro da mama (CRAVEN & WILLIAMS, 1985;
NICKERSON, 1990), como aproximadamente 40% da queratina do canal do
teto de vacas da raca holandesa é removida no processo de ordenha, ela
requer continua regeneracao (CAPUCO et al, 1992).

A influéncia da vitamina E na resposta imune e o seu efeito antioxidante
tém sido intensamente estudados nos ultimos anos, estando associada com a
acao bactericida dos neutréfilos e macréfagos (POLITIS et al, 1995) e estudos
relacionados aos niveis suplementares e formas de administracdo para melhor
avaliar os efeitos da suplementacdo de minerais e de vitaminas na prevencao
e no controle da mastite (PASCHOAL et al, 2006).

A suplementag¢do com vitamina E ndo se mostrou eficaz neste estudo, ja
que os animais nao apresentaram redugdo na CCS no M1, este fato também
foi observado por Paschoal et al (2006), apesar de ter utilizado quantidade
menor de vitamina E do que o utilizado neste estudo.

Como a vitamina E é um antioxidante que protege as células da acao de
radicais livres (ABRAMS, 1964; MAYNARD, 1966; BEISEL, 1982;
CUNNINGHAM, 1982; POLITIS et al, 1995; NOCKELS, 1996; NRC, 2001;
RADOSTITS et al, 2001; YANG et al, 2002; PAES et al, 2003; GUPTA et al,
2005), provavelmente o fator de descamacao do teto, neste estudo, néao seja a
producédo dessas endotoxinas e sim outro tipo de fator, ja que sé o zinco atuou
na reducao da CCS.

E concebivel que a suplementacdo de vitamina E pode potencializar a
defesa natural da glandula mamaria contra patégenos da mastite, a diminuicao
da incidéncia desta inflamacao durante o inicio do pés-parto em vacas leiteiras
suplementadas com vitamina E pode ser atribuida a melhora da funcao dos
neutroéfilos (POLITIS et al, 1995). Neste trabalho, néo foi possivel determinar o
que levou a vitamina E a nao reduzir a CCS, uma vez que nao foi realizada a
dosagem sérica desta vitamina, nem realizado hemograma dos animais
suplementados, fora feita apenas a contagem eletrénica de células somaticas
do leite dos animais suplementados com ela.

Como se sabe, a suplementagdo com a vitamina E pode potencializar
determinadas respostas imunes (BEISEL, 1982; RADOSTITS et al, 2001) e

provocar aumento na resisténcia as doencgas (TIZZARD, 1998). Promover a
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proliferacdo de linfécitos B, sendo o efeito mais acentuado na resposta imune
primaria, previne a supressao da funcado dos neutréfilos no periodo pds-parto,
diminui a producdo de interleucina- | e a expressdao de antigenos de
histocompatibilidade tipo Il (MHC-Il) durante a lactacdo, tendo papel positivo
em relacdo a funcdo dos mondcitos (POLITITS et al, 1995; REDDY et al,
1986).

Para confirmar o efeito das suplementacdes, estas foram retiradas apo6s
trés meses, para que se verificasse a ocorréncia de efeito residual do zinco e
da vitamina E, neste periodo notou-se que os animais suplementados com
zinco apresentaram aumento continuo do numero de células somaticas,
voltando a apresentar valores proximos aos do momento zero, com este
resultado pode-se considerar que o zinco nao possui efeito residual, como os
animais tratados com vit. E ndo apresentaram diminuicdo da CCS, nao se
pode afirmar, neste estudo, que ela possui tal efeito, embora Hidiroglou et al
(1988) tenham verificado a diminuigdo gradativa da vitamina E até 27 dias
apos o término do tratamento.

A associagao de zinco com vitamina E n&o foi realizada, pois como se
tratam de dois imunomoduladores, ndo seria possivel determinar qual dos dois
seria o responsavel pela reducao da CCS.

A suplementagédo na alimentagdo dos animais seja ela com minerais ou
vitaminas sempre teve grande importancia para a pecuaria, devido a grande
diversidade de forrageiras existentes, aos tipos de solo e sua acidez, clima e
tipo de criagdo. Desta forma, com os resultados obtidos neste estudo, pode-se
dizer que o fornecimento suplementar de zinco para vacas lactantes contribui
de forma eficaz e barata com a redugcdo da contagem de células somaticas,
possibilitando assim, que o produtor se adeque de maneira facil as
recomendagodes feitas pelo Ministério da Agricultura e da Pecuaria Nacional,
em sua Instrucdo Normativa n® 51/2002 (BRASIL, 2002), para se obter a
padronizacao do leite em nosso pais.
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7. CONCLUSAO

1.)  No que se refere a higiene em fazendas produtoras de leite, conclui-se
que o efeito do bezerro ao pé da vaca tem grande interferéncia no resultado

quanto a contagem de células somaticas;

2.) A suplementagdo com 750 mg de zinco organico na ragéo dos animais é
efetiva na reducédo da contagem de células soméaticas;

3.) A aplicacdo de 9000 Ul de vitamina E a cada quinze dias, por via

intramuscular, nao contribuiu, neste estudo, para a reducao da CCS.
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9. TRABALHO CIENTIFICO:

Trabalho enviado para a revista “Ciéncia Rural”

UTILIZACAO DA SUPLEMENTACAO DE VITAMINA E NA REDUCAO DA

CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS DO LEITE BOVINO.

Ana Carolina Fabro Zoccal Garcia®* , Simone Biagio Chiacchio’

Resumo:

A contagem de células somaticas no leite bovino € usada como indicadora da qualidade
do leite, para controle da mastite e, diretamente, como indicadora da producdo
higi€énica do leite. Por este motivo, este trabalho tem como objetivo avaliar se ha
reducdo na contagem de células somdticas no leite de vacas leiteiras suplementadas
com vitamina E. Foram utilizadas 48 vacas oriundas de duas fazendas de leite tipo “C”
do municipio de Botucatu-SP. Estes animais foram divididos em dois subgrupos (1-

suplementados com 9000UI de vitamina E e 2- ndo suplementadas), amostras de leite
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dos quatro tetos foram coletadas quinzenalmente em trés momentos (MO-antes
suplementa¢do, M1-durante suplementacdo, e M2- apds término suplementagdo), estas
eram enviadas ao NUPEMAS da FMVZ Unesp-Botucatu, para determinagdo da
contagem de células sométicas (CCS). Os animais suplementados com vitamina E ndo
apresentaram reducdo na contagem de células somaticas.

Palavras chave: vitamina E, contagem de células sométicas, leite, vaca.

ABSTRACT

The somatic cells counting in cattle’s milk is used as an indicative factor for the quality
of milk, for controlling mastitis and, indirectly, as an indicator of a hygienic milk
production. For that reason, this study aims at analyzing if there was a reduction in
somatic cells counting in the dairy cattle’s milk, whose animals were supplemented
with vitamin E. An amount of 48 cows were study. They derived from two dairy farms
in the Botucatu town, Sdo Paulo, which produces type “C” milk. The animals were
divided into 2 (two) treatments groups (1 - supplemented with 9000UI of the vitamin E
and 2 — non supplemented). Samples of milk were biweekly collected, in three different
periods (MO - before supplementing, M1 -during supplementing and M2 - after
supplementing). Such samples were sent to NUPEMAS of FMVZ, at UNESP -
Botucatu, in order to determine the somatic cells counting (SSC). The animals which
were supplemented with vitamina E not presented reduction in somatic cells counting.

Key words: vitamin, somatic cells counting, milk, cow.
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1. Introducao:

O sistema agro-industrial do leite, devido a sua enorme importancia social, € um dos
mais importantes do pais. A atividade € praticada em todo o territério nacional em mais
de um milhdo de propriedades rurais e, somente na producdo primdria, gera acima de
trés milhdes de empregos e agrega mais de seis bilhdes ao valor da producgdo
agropecudria nacional. Trés importantes fatores marcaram o setor leiteiro nacional,
principalmente na ultima década: o aumento da producdo, a reducdo do nimero de
produtores e o decréscimo dos precos recebidos pelos produtores (VILELA et al, 2002).
O leite € considerado o mais nobre dos alimentos, por sua composi¢do rica em proteina,
gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas, proporciona nutrientes e protecao
imunoldgica para o neonato. Além de suas propriedades nutricionais, o leite oferece
elementos anticarcinogénicos, presentes na gordura, como o dcido linoleico conjugado,
esfingomielina, dcido butirico, 3 caroteno, vitaminas A e D (MULLER, 2002).

De modo geral o controle da qualidade do leite nas dltimas décadas tem se restringido a
prevencdo de adulteracdes do produto “in natura” baseada na determinacdo da acidez,
indice crioscépico, densidade, percentual de gordura e extrato seco desengordurado. A
contagem global de microrganismos aerdbios mesofilos (indicadores de qualidade
microbiolégica do produto) tem sido utilizada somente para leite cru do tipo A e B
(OLIVEIRA et al, 1999).

A qualidade do leite “in natura” € influenciada por diversas varidveis, entre as quais se
destacam fatores zootécnicos associados ao manejo, alimentagado, potencial genético dos
rebanhos e fatores relacionados a obten¢do e armazenagem do leite. Uma das causas que
exerce influéncia extremamente prejudicial sobre a composi¢do e as caracteristicas
fisico-quimicas do leite, é a mastite, acompanhada por um aumento na contagem de

células somdticas (CCS) no leite (MULLER, 2002).
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A mastite € uma inflamagdo da glandula mamadria causada na sua grande maioria por
bactérias, € uma doenca que causa grande prejuizo a pecudria leiteira. No entanto a
maior preocupacdo do produtor de leite € a mastite subclinica, que ndao pode ser
diagnosticada pela observagdo visual do tibere do animal e do leite, e sim pela presenca
de elevadas contagens de células somadticas no leite (LANGONI, 2000).

A contagem de células somdticas no leite bovino é usada como indicadora da qualidade
do leite, para controle da mastite e, indiretamente, como indicadora da producado
higiénica do leite (SMITH (1996), apud SILVEIRA et al, 2005; MULLER, 2002;
WINDIG et al, 2005).

Muito se tem discutido sobre os padrdes de CCS e sua importancia para assegurar a
higiene e qualidade do leite. Segundo Godkin (2000) apud Silveira et al (2005), ainda
ndo existe regulamentacdo para a CCS do leite no comércio internacional, entretanto
alguns paises adotaram limites maximos de CCS como parte do padrdo nacional de
regulamentacdo. No Canadd e nos Estados Unidos os padrdes sdo de, respectivamente,
500.000 cel/mL de leite e 750.000 cel/mL de leite e na Unido Européia, € de 400.000
cel/mL de leite . No Brasil, em razdo das grandes diferencas regionais, para implantacao
do Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite foram estabelecidos,
inicialmente, padrdes acima dos limites aceitdveis pelos paises acima citados
(SILVEIRA et al, 2005).

Altas contagens de células somdticas indicam presenca de mastite, vacas sadias
apresentam contagem de células somadticas que podem variar de 50.000 a 200.000
células/mL de leite (LANGONI, 2000).

Virios testes s@o utilizados para se realizar a contagem de células sométicas no leite,
estes sdo divididos em testes indiretos, tais como o WMT (Wisconsin Mastitis Test),

CMT (California Mastitis Test), e testes diretos como a CECS (Contagem eletronica de
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células somdticas), e a contagem microscéopica direta em lamina (LANGONI, 2000;
SERRANO et al, 2003; PAULA et al, 2004; SILVEIRA et al, 2005; WINDIG et al,
2005).

A vitamina E € um antioxidante que evita lesdo oxidativa de lipidios sensiveis da
membrana e diminui a formagao de hidroperéxido. Tem um papel central na protecao de
membranas celulares contra a lipoperoxidacdo, especialmente membranas ricas em
lipidios insaturados, como as mitocondrias do reticulo endoplasmético e as plasmaéticas.
Ela estimula macréfagos e linfécitos, melhorando a resposta imune (PAES et al, 2003;

PASCHOAL et al, 2006).

2. Materiais e Métodos

2.1 ANIMAIS
Foram utilizadas 24 vacas da raca Holandesa, variedade preto e branco, e 24 vacas da
raca Girolanda, provenientes de duas fazendas produtoras de leite do Municipio de

Botucatu, todas com idade variando entre 5-8 anos e com 20-35 dias de lactacdo.

2.2 GRUPOS
Os animais foram divididos em dois grupos conforme sua procedéncia, da seguinte

maneira:

GRUPO A: 24 vacas leiteiras da raca Holandesa, variedade Preta e Branca;
pertencentes a uma fazenda produtora de leite tipo “C”, com duas ordenhas didrias e,
esta mecanica. Todos os animais ao sairem da sala de ordenha eram encaminhados ao

barracdo de arragoamento com cocho em canzil onde recebiam ragao.
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GRUPO B: 24 vacas da raga Girolanda, provenientes de uma fazenda produtora de
leite tipo “C”, com ordenha manual e uma ordenha didria. Os animais eram amarrados
em mourdes de madeira com cocho individual, onde era colocada polpa citrica para que
os animais se mantivessem calmos durante a retirada de leite.

Estes dois grupos foram subdivididos em 2 subgrupos, como se segue abaixo:

SUBGRUPO 1A: composto de 12 vacas que foram suplementadas quinzenalmente com
10 mL de Vitamina E° por via intramuscular, dose equivalente a 9000 UI, com uma
seringa de 10 mL e agulha hipodérmica 40 X 12, descartdveis, durante 3 (trés) meses.

SUBGRUPO 2A: grupo controle,composto de 12 vacas, sem suplementacao.

SUBGRUPO 1B: composto de 12 vacas que foram suplementadas quinzenalmente com
10 mL de Vitamina E3 por via intramuscular, dose equivalente a 9000 UI, com uma
seringa de 10 mL e agulha hipodérmica 40 X 12, descartdveis, durante 3 (trés) meses.

SUBGRUPO 2B: grupo controle,composto de 12 vacas, sem suplementacao.

2.3 COLHEITA DO MATERIAL
O experimento foi realizado por sete meses, no periodo de Abril a Outubro de 2007.

Para a colheita de material foram determinados trés momentos:

MOMENTO ZERO (M0): colheita quinzenal das amostras de leite para
contagem eletronica de células somadticas de todos os animais, dos dois grupos, durante

os dois primeiros meses, antes da administragao dos suplementos;

6 Monovin E® - Bravet
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MOMENTO UM (M1): colheita quinzenal das amostras de leite para contagem
eletronica de células somadticas de todos os animais, dos dois grupos, durante os trés
meses da administracdo dos suplementos;

MOMENTO DOIS (M2): colheita quinzenal das amostras de leite para contagem
eletronica de células sométicas de todos os animais, dos dois grupos, durante os dois

meses posteriores ao término da administracdo dos suplementos;

Ap6s o descarte dos trés primeiros jatos de leite, era coletada uma amostra resultante da
mistura do leite dos quatro tetos de cada vaca, onde cada amostra correspondia a 50mL,
que depois de colhidas eram acondicionadas em tubos pldsticos proprios para contagem
eletronica de células somadticas, contendo 2 pastilhas de conservante Bronopol7 e
homogeneizadas. Os tubos eram identificados com o nimero do animal. O material era
entdo enviado ao Nucleo de Pesquisa em Mastite (NUPEMAS), da Universidade
Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Filho — UNESP, Faculdade de Medicina Veterinéria
e Zootecnia — Campus Botucatu no Departamento de Higiene Veterindria e Satde
Publica, no Distrito de Rubido Junior, para realizacdo da CECS em aparelho Somacount
300®°.

O projeto foi examinado e aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagio

Animal da FMVZ — UNESP- Botucatu.

" Bronopol (2-bromo 2- nitro propano — 1,3-diol)

® Bentley Instruments Inc.
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2.4 ANALISE ESTATITICA
Para a contagem de células somdticas foi utilizada a andlise ndo paramétrica com
aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis para comparagdo dos grupos com cada momento

(ZAR, 1996). O pacote estatistico utilizado foi BioEstat 4.0 (2005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao ser realizada a andlise estatistica dos dados, observou-se que em ambos grupos (A e
B), os animais ndo apresentaram reducao estatisticamente significativa na contagem de
células somaticas (Tabelas 1-3).

Ao analisar os grupos sob o ponto de vista ndmero total de células sométicas, notamos
que ja no momento zero, a fazenda a mostra CECS maior que a do grupo B. Como o
intuito deste trabalho é comparar a higiene e a contagem de células somdticas entre duas
propriedades diferentes, o fator higiene nao mostrou sucesso, ja que no MO a fazenda
com a melhor higiene apresentou maior CECS, isto talvez se deva ao efeito do bezerro
ao pé, ndo s6 no apojo, como posteriormente a ordenha, quando eles completam sua
alimentacdo mamando ao pé da vaca (CARVALHO et al, 2007).

A literatura relata que vacas com bezerro ao pé apresentam menor caracteristica de
mastite (CARVALHO et al, 2007) e como se sabe, a contagem de células somaticas €
um dos métodos mais importantes na demonstracdo da qualidade do leite (MULLER,
2002; PAULA et al, 2004), inclusive quando h“a mastite ha aumento da CCS, embora
nem todo aumento dessas células correspondam a processos infecciosos (LANGONI,
2000; MULLER, 2002; SILVEIRA, 2005; WINDIG et al, 2005).

Como foi observado, o grupo B apresentou menor nimero de células na CECS, assim,
pode-se inferir que hd menor descamagdo celular ou que hd menor recuperacdo dessas

células no momento da colheita. Neste grupo, apesar de ter uma ordenha com menor
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higiene, deveria apresentar maior contagem de células somadticas do que o grupo a, o
que ndo ocorreu. Portanto, o “efeito bezerro” deva ser o fator que tem importancia na
CCS, onde ha maior suc¢do e menor irritagio (CARVALHO et al, 2007), ja que
inexistem os problemas com regulagem de vacuo e pressao das ordenhadeiras e teteiras
no processo de colheita mecanica.

Esta interpretacao fica evidente quando se observa que em todos os momentos, a CECS
da fazenda A € maior do que a fazenda B.

A influéncia da vitamina E na resposta imune e o seu efeito antioxidante t€ém sido
intensamente estudados nos dltimos anos, estando associada com a agdo bactericida dos
neutréfilos e macréfagos (POLITIS er al, 1995) e estudos relacionados aos niveis
suplementares e formas de administracio para melhor avaliar os efeitos da
suplementacdo de minerais e de vitaminas na prevenc¢do € no controle da mastite
(PASCHOAL et al, 2006).

A suplementagdo com vitamina E ndo se mostrou eficaz neste estudo, ja que os animais
ndo apresentaram reducido na CCS no M1, este fato também foi observado por Paschoal
et al (2006), apesar de ter utilizado quantidade menor de vitamina E do que o utilizado
neste estudo.

Como a vitamina E é um antioxidante que protege as células da acao de radicais livres
(ABRAMS, 1964; MAYNARD, 1966; BEISEL, 1982; CUNNINGHAM, 1982;
POLITIS et al, 1995; NOCKELS, 1996; NRC, 2001; RADOSTITS et al, 2001; YANG
et al, 2002; PAES et al, 2003; GUPTA et al, 2005), provavelmente o fator de
descamacdo do teto, neste estudo, ndo seja a producao dessas endotoxinas e sim outro
tipo de fator, ja que sé o zinco atuou na redugao da CCS.

E concebivel que a suplementacdo de vitamina E pode potencializar a defesa natural da

glandula mamaéria contra patégenos da mastite, a diminuicdo da incidéncia desta
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inflamacdo durante o inicio do pds-parto em vacas leiteiras suplementadas com
vitamina E pode ser atribuida a melhora da func¢do dos neutréfilos (POLITIS et al,
1995). Neste trabalho, ndo foi possivel determinar o que levou a vitamina E a ndo
reduzir a CCS, uma vez que ndo foi realizada a dosagem sérica desta vitamina, nem
realizado hemograma dos animais suplementados, fora feita apenas a contagem
eletronica de células somaéticas do leite dos animais suplementados com ela.

Como se sabe, a suplementacdo com a vitamina E pode potencializar determinadas
respostas imunes (BEISEL, 1982; RADOSTITS et al, 2001) e provocar aumento na
resisténcia as doengas (TIZZARD, 1998). Promover a proliferacdo de linfécitos B,
sendo o efeito mais acentuado na resposta imune primdria, previne a supressdo da
funcdo dos neutréfilos no periodo pds-parto, diminui a producao de interleucina- I e a
expressdo de antigenos de histocompatibilidade tipo II (MHC-II) durante a lactacao,
tendo papel positivo em relacdo a fun¢do dos mondcitos (POLITITS et al, 1995;
REDDY et al, 1986).

A suplementagdo na alimentacdo dos animais seja ela com minerais ou vitaminas
sempre teve grande importdncia para a pecudria, devido a grande diversidade de
forrageiras existentes, aos tipos de solo e sua acidez, clima e tipo de criacdo. Desta
forma, com os resultados obtidos neste estudo, pode-se dizer que o fornecimento
suplementar de zinco para vacas lactantes contribui de forma eficaz e barata com a
reducdo da contagem de células somdticas, possibilitando assim, que o produtor se
adeque de maneira facil as recomendagdes feitas pelo Ministério da Agricultura e da
Pecudria Nacional, em sua Instru¢do Normativa n® 51/2002 (BRASIL, 2002), para se

obter a padronizagao do leite em nosso pais.
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5. CONCLUSAO
Com este trabalho pode-se concluir que a aplicagdao de 9000 UI de vitamina E a cada
quinze dias, por via intramuscular, ndo contribuiu, neste estudo, para a reducdo da CCS

do leite de bovinos.
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Tabela 1: Médias aritméticas e desvio padrao da CCS dos tratamentos do
grupo A, em cada um dos momentos (p < 0,05):

Grupos Mo M1 M2 Interpretacao
estatistica
Vit. E (2A) média 491,01 1056 818,25 MO0 > (M1>M2)
s 417,08 758,24 908,05
Controle (3A) média 253,97 814,49 648,91 MO0 >M1>M2
s 221,70 824,81 688,15

Tabela 2: Médias aritméticas e desvio padrao da CCS dos tratamentos
do grupo B, em cada um dos momentos (p < 0,05):

Grupos Mo M1 M2 Interpretacao
estatistica
Vit. E (2B) média 242,66 289,7 286,93 MO > (M1>M2)
s 426,74 372,44 373,76
Controle (3B) média 179,93 252,36 189,79 MO <M1 <M2
s 284,36 207,12 184,93

Tabela 3: Comparagdo entre as médias e desvio padrédo da CCS do
momento zero (MO) dos grupos A e B:

Grupo A Grupo B Interpretacao
estatistica
Média 372,49 211,3 GA > GB

s 319,39 355,55 GA > GB
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