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Resumo

Doengas, intensidade na criagdo e producio, bem como o manejo
inadequado foram fatores considerados estressantes para vacas leiteiras,
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determinando a retencao de leite. Quatro vacas adultas, sadias e em
plena lactagio e sem antecedentes de mamites e/ou tratamento intra-
mamario foram submetidas experimentalmente a 10% de retenc¢io
de leite, das quais colheram-se amostras de leite nos seguintes
momentos (Tempos): antes da retencdo, 12, 24, 36, 48, 60 horas
durante a retencio e, 168 e 180 horas ap6s o inicio do procedimento,
ou seja, 108 e 120 horas apds cessada a retengdo. As amostras de leite
foram, previamente, submetidas a exames fisico-quimico e
microbiolégico. O soro lacteo era obtido por coagula¢io do leite com
renina e o proteinograma determinado por biuteto e fracionamento
por eletroforese em gel de poliacrilamida. Observou-se um gradativo
e significativo aumento de algumas fracoes do soro lacteo: albumina
e imunoglobulina sérica bovina; lactoferrina; o -antitripsina; B-
lactoglobulina e; o-lactoalbumina. Ao final da experimentagdo os
valores das fragGes protéicas, retornaram aos iniciais, momento anterior

20 inicio da retencao lactea.

Introducéao

A mamite dos bovinos, por ser uma
doenca multifatorial apresenta varios fatores
predisponentes’, entre os quais, devem ser
destacados, em primeiro lugar, os
relacionados ao meio ambiente: instalacoes,
condi¢oes de higiene, ventilacio e disposicao
dos bebedouros, bem como as praticas de
manejo. A seguir, os fatores considerados
inerentes as condicoes intrinsecas do animal,
tanto as alteracbes anatomo-funcionais da
glandula mamaria e a ocorréncia de en-
fermidades sistémicas ou localizadas.
Associam-se a esses fatores outros rela-
cionados a magnitude da producio leiteira
e a0 manejo da ordenha, realcando-se ser a
reten¢io lactea pos-ordenha na glaindula um
significativo fator predisponente a instalacao
e desenvolvimento de infec¢bes causadoras
de mamites, pois o leite retido na glandula
nao s6 atua como fator irritativo do tecido
epitelial de revestimento interno da glandula,
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como também porque o leite retido
representa um perfeito substrato para o
desenvolvimento de microrganismos?.

A retencao lactea em vacas ocorre em
consequéncia a fatores estressantes
determinando pela liberacio de adrenalina,
que em sua atividade durante o processo da
ordenha, impede a perfeita descida do leite
e, consequentemente, determina a retencao
lictea no ubere. McCaughan e Malecki’
demonstraram que vacas, em permanente
estresse, retéem maior volume de leite na
glandula mamaria apdés a ordenha e,
afirmaram que doencas como a rinotraqueite
infecciosa dos bovinos e a infestacio de
ectoparasitas seriam severos fatores
estressantes e, assim sendo, determinantes do
aumento da reten¢io lactea. Apesar disso,
na revisao da literatura especializada poucas
foram as pesquisas que avaliaram ou se
propuseram demonstrar as alteracdes
determinadas no leite, em decorréncia da
maior reten¢ao lactea pés ordenha no tbere,



especialmente, as variacGes de inimeras
proteinas lacteas, quer sejam as sintetizadas
na propria glandula mamaria, como também
aquelas que surgiriam no leite, em
decorréncia de lesdes do epitélio glandular.
No entanto, alguns pesquisadores avaliaram
a influéncia da reduciao do numero de
ordenhas sobre a composicio quimica do
leite de vacas* e de cabras’. Assim esses
pesquisadores complementaram o que fora
estabelecido em 1981 por Honkanem-
Buzalski, Katila e Sandholm® ao
determinarem as alterages qualitativas das
proteinas do leite em casos de inflamac¢io
da glandula mamaria e por Ostensson’ nas
diferentes fases da lactacio.

A técnica de eletroforese em gel de
acrilamida foi utilizada por alguns
pesquisadores para avaliar as alteragbes do
quadro protéico no soro sanguineo®’ e no
leite' " que consideraram essa técnica
exeqiivel e sensivel para a detecgido e
mensuracio das protefnas, em pequenas
concentracdes, nos fluidos organicos.

Apesar de existirem afirmagdes em
compéndios, que a retengao lactea pos-
ordenha seria uma das altera¢des da
fisiologia da glandula mamaria considerada
predisponente as mamites,'>'>'*!>1% a5
varia¢oes do proteinograma do soro lacteo
de bovinos e do possivel significado da
retenc¢do lactea pds-ordenha como fator
etiolégico predisponente a instalagio das
mamites, nao tém sido objeto de estudos.
Assim sendo, objetivou-se na presente
pesquisa avaliar a constitui¢do protéica do
soro lacteo de vacas lactantes submetidas a
indugio experimental de 10% de retencio
do leite no ubere apds a ordenha.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas quatro vacas leiteiras,
clinicamente sadias, adultas, em plena
lactacdo, sem antecedentes de mamites ou
de tratamento intramamarios. A triagem
desses animais foi realizada segundo
recomendagoes de Grunert'” e Birgel', por
exame fisico do ubere, avaliacio da

celularidade do leite pelo CMT,
determinacao do pH, eletrocondutividade,
teores de cloretos e exame microbiolégico.
As quatro vacas incluidas na pesquisa, nao
demonstraram variacOes significativas desses
paraimetros e foram negativas no exame
microbiolégico.

No infcio da pesquisa realizou-se a
avaliacao do volume de leite obtido nas
ordenhas da manhai e da tarde, usando-se o
seguinte critério: cada quarto foi ordenhado
até seu esgotamento completo, recolhendo
o leite numa jarra graduada; ap6s, aplicava-
se por via endovenosa 10 UI de ocitocina e,
depois de 20 minutos, a vaca era novamente
ordenhada, medindo-se assim o volume do
leite residual. A partir da somatéria dos
volumes de leite obtidos nas duas ordenhas
- plena e a do leite residual, calculava-se o
volume de 10% do leite total ordenhado e
que a seguir seria retido, segundo
delineamento experimental. A colheita das
amostras de leite, para determina¢do do
proteinograma do soro lacteo de vacas com
inducido de retencao de 10% de leite, foi
realizada durante uma semana, considerando
a primeira colheita ou momento inicial,
denominado tempo 1 (T1), constituindo o
grupo controle. Os demais grupos foram
assim formados: tempo 2 (T2) — amostras
colhidas apés 2 a 12 horas de retengio;
tempo 3 (T3) amostras colhidas apos 24
horas de retengdo; tempo 4 (T4) - 36 horas
apos a retencao; tempo 5 (T5) - 48 horas
apos a retencao; tempo 6 (T6) - 60 horas
apos a retenc¢ao; tempo 7 (I7) — colheita da
ordenha da manha uma semana apds a
retencdo, isto é, 168 horas apds o infcio da
reten¢do e 108 horas depois de cessar a
retencio; tempo 8 (T'8) — amostras colhidas
uma semana (180 horas) apds o inicio da
pesquisa ou 120 horas ap6s o fim do periodo
de retencdo de 10% de leite.

As colheitas das amostras de leite
foram sempre realizadas antes da ordenha,
sendo inicialmente, os tetos imersos em
solugdo anti-séptica e secos, individualmente,
com papel toalha, mas preliminarmente, era
realizada a prova de exame do leite, em placa
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com fundo escuro, segundo recomendagdes
de Birgel’, observando-se a cor, consisténcia
e presenca de massas ou grumos do leite.
Ap6s a ordenha, os tetos eram novamente
submetidos ao mesmo processo de anti-
sepsia. As amostras de leite permaneciam
acondicionadas em caixas de isopor com
gelo e transportadas ao Laboratério onde
foram submetidas aos exames de rotina, a
saber: CMT, avaliacio de pH e
eletrocondutividade, determinac¢io de
cloretos e exame microbioldgico!".

Esses exames que, inicialmente, serviram
para triagens das vacas que setiam incluidas nesta
pesquisa e durante o desenvolvimento do
delineamento experimental monitorariam as
possivels alteracoes nos resultados dos exames
fisico-quimico e microbiolégico do leite,
alertando para a necessidade de tratamento dos
animais ou interrup¢ao da pesquisa, por 1isco a
saide do animal.

Das amostras obteve-se o soro licteo,
coagulando-se o leite pela adicdo de 10%
de solugio de renina, conforme descrito por
Sant’Ana e Birgel’®. O soro licteo foi
congelado a —70°C, até o momento da
realizacdo da eletroforese em gel de
poliacrilamida.

O proteinograma do soro lacteo foi
determinado por fracionamento e quan-
tificacdo das proteinas, utilizando-se a técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida,
descrita por Fagliari, McClenahan e
Evanson’. A identificacio das proteinas foi
determinada, comparando a curva do
fracionamento a obtida com padroes
elaborados com proteinas purificas.
Utilizaram-se os seguintes padroes: b-
lactoglobulina; a-lactoalbumina; a
antitripsina; imunoglobulinas bovina e
marcadores de peso molecular, variando
entre 6.000 e 60.000 daltons™. A
concentra¢ao lactea de proteina total do soro
lacteo foi determinada, utilizando-se
analisador automadtico'®, pela técnica do
biureto, adaptada para determinacdo em
amostras de fluidos organicos com pequena

TSIGMAMARKER - Low molecularweight  concentra¢ao protéica.

range — Marca Sigma ;o N
2 Analisador Bioquimico Liasys Os resultados dos varios parametros
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utilizados nesta pesquisa foram, inicialmente,
submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov, destinados a avaliacio da
distribuicdo normal de seus valores. A seguir,
foi realizada analise de variancia, adotando-
se o teste de Duncan para contraste entre as
médias. Para completar a analise estatfstica
dos resultados, realizou-se a andlise de
regressdo, para verificar a relagio entre pares
de variaveis. A significancia da regressao
linear foi avaliada por meio do Teste E Os
valores dos resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05 . Para anlise
estatfstica dos resultados utilizou-se programa
computacional Statistical Analysis System .

Resultados

Os resultados apresentados em duas
tabelas e uma figura permitiram afirmar que,
apesar de ndo haver variacoes significativas
do teor protéico total do soro lacteo durante
e apos a retengido lactea de 10% em vacas
lactantes, elas foram observadas nas fracoes
do proteinograma, tanto nas imuno-
globulinas e albumina séricas; o -antitripsina;
como também na lactoferrina; f-
lactoglobulina e; o-lactoalbumina. Nas
condi¢bes experimentais, os resultados
foram significativamente maiores durante a
reten¢do, para na fase final, apés cessar a
retencdo lactea os valores determinados
equivalerem-se aqueles iniciais.

Na tabela 1, cujos resultados foram
configurados na figura 1 demonstrou-se, que
as fracdes protéicas do soro lacteo estudadas
aumentaram gradativa e significativamente
durante o processo de reten¢do lactea,
retornando aos valores iniciais ao final da
avaliacdo. Na tabela 2 demonstraram-se
correlagdes positivas e significativas da
concentracao da albumina sérica do soro
lacteo com as concentrag¢Ses de proteina total
do soro lacteo, lactoferrina, fracio de
imunoglobulinas e antitripsina. Em
contraposicio, nao se observou correlagio
dos valores obtidos para concentraciao de
proteina total do leite e nem para a das
proteinas de sintese na glandula mamaria, isto



Tabela 1- Valores médios e desvios-padrao das fragdes do proteinograma do soro lacteo de vacas submetidas a inducéo de retencao de 10% do
leite de ordenha, obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida. Resultados expressos em mg/dl, em amostras colhidas em 8
momentos do processo de retengao lactea. Sao Paulo — 2.004

Momentos do Processo de Retengao Lactea (Tempos)

Fractes 1 2 3 4 5 6 7 8
Protéicas
Proteina Lactea 3.589°¢ 3.550° 3.545% 3.510° 3.454+¢ 3.454° 3.424°* 3.408°
Total +67,7  £352  +64 473  £62,2 £49,7 £732 1695
c bc ab a a a c c
Proteina Sérica 1-050¢  1.102" 1.219® 1.256°* 1.249° 1.253* 1.088° 1.088
Total +33,4 +22,9 +15,8 +26,5 +25,8 +33,1 +43,9 +24,6

64,2 653 852* 90,5° 76,1 73,3® 520° 49,0°

+5,3 +1,4 +3,6 +5,0 +4,3 +4,9 +4,2 +2,9

Albumina  66,0¢  72,2* 108,6° 104,5° 93,7* 70,6 80,7™ 782"
Sérica +2,4 +4,9 +5,3 +5,4 +6,9 +4,8 +2,5  +5,6

Fracio de ~ 085¢ 730 984% 928" 1105° 825" 856" 754"
Imunoglobulina  +3,4 +4,9 +5,7 +5,1 +5,0 +9,1 +4,0 +3,6
22,3¢ 288" 52,3® 41,1* 68,1° 499* 388" 19,7¢
+5,9 +5,8 +4,3 +3,8 +7,4 +5,8 +5,3 +4,1

Lactoferrina

au-antitripsina

B- 357,3°  394,1%¢ 470,3°® 452,1°* 446,5° 489,9° 390,7* 358,7°¢
Lactoglobulina  +33,5 +24,8 +194 +154 +17,2 +21,1  +27,7 +15,.2
a- 132,4%>  141,8%® 171,9* 148,9®® 151,5® 1494* 119,8°> 81,4¢

LactoAlbumina  +6,8 +6,9 +9,2 +4,9 +7,6 +12,6  +10,2 +7,8

Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os momentos (Tempos) de colheita (p < 0,05)

Tabela 2 - Coeficientes de correlacio (1) entre as variaveis das fragdes do proteinograma do soro lacteo de vacas submetidas & indugao de retencao
de 10%. Determinagao por eletroforese em gel de poliacrilamida. Sao Paulo — 2004

Fracoes Protéicas Momentos do Processo de Retenc¢ao Lactea (Tempos)
A B C D E F G H
Proteina Lactea Total
(A) 1 0,06™ -0,07™ 0,40 0,26 0,277 -0,09™ 0,13
Proteina Sérica Total
(B) 1 0,44 0,24 0,25 040" 0,65 0,52
Lactoferrina (C) 1 0,36 0,30 0,09 0,377 0,277
Albumina Sérica (D) 1 0,68" 0,28 -0,02™ 0,06™
Fragao de
Imunoglobulina (E) 1 0,24 -0,10™ 0,10™
oui-antitripsina (F) 1 0,30 0,54
B-lactoglobulina (G) 1 0,55
a-lactoalbumina (H) 1

* (P<0,0001); **(P<0,001); ***(P<0,05); - nao significativo
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¢, b-lactoglobulina e a-lactoalbumina.
Discussao

A eletroforese em gel de acrilamida
demonstrou ser técnica adequada para
avaliar quantitativamente as concentracoes
protéicas de fluidos organicos, quando as
concentracOes das fracSes fossem minimas,
como foi comprovado no soro sanguineo
por Hillet® e Fagliari, McClenahan e
Evanson’ e no leite por Kato, Moti e Katoh'
e Urech e Puhan'!, que além do mais
destacam a sensibilidade da técnica. Na
presente pesquisa comprovou-se que a
técnica foi exeqiifvel, para determinacdo do
proteinograma do soro lacteo, com
sensibilidade suficiente para quantificar as
fragbes protéicas oriundas da sintese do leite,
bem como as transudadas do plasma
sanguineo para os tecidos e sistema excretor
da glandula mamaria. As seguintes fracoes
protéicas foram determinadas de forma
bem caracterfstica: proteina sérica total;
albumina sérica; imunoglobulinas séricas;
antitripsina sérica; lactoferrina, o-
lactoalbumina e B-lactoglobulina.

McCaughan e Malecki® demons-
traram resposta insuficiente da adrenocortical
e retencao lactea em vacas produtoras de
leite submetidas a estresse de acdo persistente,
porém, os pesquisadores nio avaliaram as
caracteristicas dos constituintes fisico-
quimicos e microbiolégicos do leite desses
animais. As afirmacSes assemelhadas
tornaram a retencao lactea em ruminantes
lactantes um fato aceito e divulgado por
inumeros autores como condi¢ao etiolbgica
predisponente as mamites, apesar de ter sido,
especificamente, pouco estudado e
avahad012,13,14,15,2,16.

A analise dos resultados obtidos no
soro lacteo de vacas submetidas a inducao
de 10% de retengao lactea demonstrou que,
apesar de nio haver variagdes nos teores
lacteos total de proteina durante o desenrolar
do processo, houve significativo aumento da
concentra¢ao de proteina total do soro
sanguineo e de suas fra¢oes (albumina e

Braz.]. vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 43, n. 2, p. 262-269, 2006

imunoglobulinas) extravasadas para o leite,
bem como de algumas proteinas de reagdo
aguda, como ocorreu com a antitripsina e
lactoferrina do soro sanguineo.

A proteina total de origem sanguinea
e suas fragoes-albumina e imunoglobulinas
mostraram aumentos significativos entre 24
e 36 horas de retencao lactea, apresentando
significativa correlagdo positiva e como nao
sao sintetizadas na glandula mamaria, os
resultados sugeriram que elas se transferiram,
por difusdo, do sangue para o leite. Da
mesma forma, demonstrou-se evidente
aumento das concentra¢oes de antitripsina e
lactoferrina, oriundas do plasma sanguineo
nos mesmos perfodos. Os resultados
concordaram com aqueles apresentados por
Honkanem-Buzalski, Katila e Sandhom®, que
destacaram aumento da antitripsina e da
albumina sérica bovina no leite de vacas
acometidas por mamites. Assim ao afirmar-
se, baseado nos presentes resultados, que o
aumento do conteido protéico de origem
sanguinea no leite seria um indicador do
aumento de permeabilidade do sistema
vascular responsavel pela circulagao venoso-
arterial da glandula mamaria, demonstrando
ocorréncia de fase incipiente de processo
inflamatério de origem nio inflamatéria.
Ressalte-se a concordancia dessa afirmacio
com as manifestacOes feitas por Honkanem-
Buzalski, Katila e Sandhom® permitindo a
confirmacdo da hipétese que a reten¢ao
lactea pds-ordenha, na dependéncia de seu
volume representa real fator etiolégico
predisponente as mamites no gado leiteiro,
associando-se, freqiientemente, aos demais,
considerados fundamentais para a
disseminacdo da inflamacio e infeccao da
glandula'. Os presentes resultados
demonstraram, também, aumento
significativo das concentracdes da o-
lactoalbumina e da B-lactoglobulina apds a
retencao de 10% de leite. E, seus resultados
apresentaram, também, relacio significativa
e positiva entre elas, bem como com a
concentragao de proteina total do soro lacteo.
Resultados similares foram determinados
por Kelly et al.%, que observaram aumentos



da lactoalbumina e do nimero de células
somaticas no leite de vacas submetidas a
diminui¢ao da freqiiéncia das ordenhas no
processo de secagem desses animais no
petriodo de repouso pré-parto. Todavia os
citados pesquisadores, nio observaram

alteracoes significativas da concentragio lactea
de B-lactoglobulina, no mesmo petiodo.
Ao observar-se na presente pesquisa
que o teor de proteina total lictea nao
apresentou variagoes significativas durante a
inducido da retenciao de 10% de leite em

3700

@

600

3500

@

400

na Lactea Total

Ferritina

)
=3
S

=

Alfa
Lactoglobulina
z B

=

"; 'y
‘77._/ N \\\
L ]
5
V2R N
. ¥ et
= e F 6
¥ \i\
.-

1 2 3 4 5 6 7 8
Momentos de colheita

(Tempos)

1400

Total

1300

1200

erica

1100

1000

Proteina S

©
S
=]

Anti Tripsina
5 5 8 8

Beta Lactoglobulina

s
o ]
/,,/‘*f—f——t—fr/"\\
¢ * L= =

’ Moinent})s descolheaita

(Tempos)

Figura 1 —Representacao gréfica dos valores médios das fragdes do proteinograma do soro lacteo durante a indugio da retengio de leite. Determinacao
por eletroforese em gel de poliacrilamida. Valores expressos em mg/dl — Sao Paulo - 2004
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vacas, discordou-se dos resultados
determinados por Boutinaud et al.’ ao
avaliarem o efeito da diminuicdo do numero
de ordenha sobre a constitui¢ao protéica do
leite de cabras. Todavia a comparabilidade
dos resultados, aparentemente paradoxal
poderia ser atribuida ao fato do presente
delineamento experimental determinar a
obtencdo do soro lacteo e, assim eles nio
incluiram os teores de caseina, cabendo
apenas ressaltar que a retencdo lactea
aumentou o teor de proteinas sanguineas que
extravasaram do sistema vascular face ao
aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos, conseqiliente a0 processo
inflamatério nao infeccioso da glandula
mamaria causado pela irritagao do leite retido
no ubere, entre as ordenhas.

Por apresentarem as fragoes protéicas
do soro licteo de vacas submetidas a
inducdao de retenciao de leite entre as
ordenhas significativamente diferentes

durante a evolu¢dao desse processo, para a
utilizacdo rotineira do proteinograma do
soro lacteo ha evidente indicagdo para fins
de diagnéstico clinico das infec¢bes da
glandula mamaria, sendo que a determinagao
do fracionamento eletroforético em gel de
poliacrilamida substituiria com evidentes
vantagens outras técnicas de avaliagdes
protéicas no leite.

A analise dos resultados obtidos
permitiu as seguintes conclusoes:

1. O fracionamento eletroforético em
gel de poliacrilamida é exequivel para
fracionamento protéico do soro do leite do
gado leiteiro.

2. A retencio lactea de 10%
determinou significativo aumento das fragdes
protéicas nao sintetizadas na glandula mamaria
durante periodo de reten¢ao: albumina e
imunoglobulinas séricas; lactoferrina e a -
antitripsina, caracterizando processo
inflamatério irritativo ndo infeccioso.

Milk proteinogram of the cows submitted to milk retention

Abstract

Key-words:
Milk cow.
Retention of milk.

Diseases, breeding and production intensity, as well as inadequate
handling were factors considered as stressful to milk cows, determining
milk retention. Four healthy adult cows and in full milking period
and without any prior mamits and/or intra-mammary treatment
were experimentally submitted to 10% milk retention of which milk
samples were collected at the following times: before milk retention,
12,24, 36, 48, 60 hours during retention and 168 and 180 hours after
the initial procedure, or being, 108 and 120 hours after retention
ceased. The milk samples were previously submitted to physic-chemical
and microbiological exams. The whey was obtained by milk
coagulation with renin and the proteinogram determined by biuret
method and fractionizing by polyacrymalide gel electrophoresis. A
gradual and significant increase of some fractions of the whey was
observed: serum albumin and immunoglobulin bovine, lactoferrin;
o, -antitrypsin; B-lactoglobulin and; a-lactoalbumin. At the end of
the experiment, the proteic fractions returned to their initial state, the
moment previous to the initial milk retention.

Whey proteins.
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