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Resumo

O presente trabalho teve por objetivo analisar a influéncia do

Palavras-chave:
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desenvolvimento etario e da suplementacdo com acetato de DL-
alfa-tocoferol sobre o metabolismo oxidativo de neutréfilos, em
bovinos da raga holandesa, no periodo do nascimento até os 150
dias de idade. Foram utilizados 20 bezerros divididos em dois
grupos de dez animais. Os animais do grupo Tratamento receberam
2000UT de acetato de DL-alfa-tocoferol, por via intramuscular, ao
nascimento, aos 15, 30, 60, 90 e 120 dias de idade, sendo o outro o
grupo Controle, que ndo recebeu qualquer suplementaciao. Em ambos
os grupos, o metabolismo oxidativo dos neutréfilos demonstrou
pouca atividade durante os primeiros 60 dias de vida, sendo indicativo
da ineficiéncia deste importante mecanismo bactericida. Nao foi
observado efeito significativo da administragao do acetato de DL-

alfa-tocoferol sobre o metabolismo oxidativo de neutrofilos.

Introducao

O sistema imunolégico de bezerros
encontra-se completamente desenvolvido ao
nascimento, mas s6 funcionara eficientemente
depois de algumas semanas de vida. A
elevada incidéncia de doencas nesse periodo
¢ atribuida as particularidades do sistema
imunolégico desses animais, relacionadas
especialmente com a necessidade de ingestao
de imunoglobulinas colostrais para obten¢ao
de resisténcia no inicio da vida.! Nos

primeiros dez dias de vida, os bezerros
possuem um numero total de neutréfilos
maior do que os adultos, mas o seu
funcionamento nio é completo até os 150
dias de idade.” Isto ndo quer dizer que os
bezerros nio possam responder aos
antigenos, porém a resposta serd fraca, lenta
e facilmente revertida, originando a
moderac¢io da doenga, mas, nao prevenindo,
no entanto, a ocorréncia da infeccio.?

A atividade bactericida dos
neutréfilos envolve dois eventos celulares: a
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explosdo respiratoria, iniciada pela ativagao
da enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADP), e a
degranulagdo. A enzima NADP oxidase,
depois de ativada, localiza-se na membrana
plasmatica, incorporando-se dentro do
vacuolo fagocitico, catalisando a reducio do
oxigénio molecular (O,) em superdxido
aniénico®, o qual é fundamental para
atividade bactericida neutrofilica. Esta
atividade pode ser mensurada pela reducio
do corante nitroblue tetrazolium (NBT)>.
Hauser, Koob and James et al.? investigaram
ainfluéncia do desenvolvimento etario sobre
a funcio dos neutréfilos em bezerros, e
registraram que a reducgio de NBT foi muito
baixa nos animais com quatro a cinco
semanas de idade. Ja Woldehiwet and
Rowan®, compararam a eficiéncia na
fagocitose e ac¢ao bactericida contra
Staphylococcus anrens, e concluiram que os
neutréfilos provenientes de animais com 42
a 56 dias de idade foram significativamente
menos eficientes na fagocitose e acao
bactericida do que os de bezerros ao
nascimento, aos 14, 28, 78 e 84 dias de idade.

A vitamina E é capaz de quelar
formas reativas de oxigénio, diminuindo a
formagao de peréxidos, ja que muitas dessas
moléculas sao auto-toxicas, e podem destruir
neutréfilos e macrofagos. Dessa forma essa
vitamina protege a membrana lipidica,
receptores e outros componentes celulares
envolvidos na modulagdo da resposta
imunoldgica.” Hidiroglou et al.® analisaram a
producio de peréxido de hidrogénio e
superéxido anidnico pelos neutréfilos de
vacas suplementadas com 1000 UI de
tocoferol/VO/dia, desde o petiodo seco
até o parto, ndo encontrando indicios que
essa administracdo tenha aumentado a
liberagdo desses compostos. Boxer ? avaliou
a funcio de neutréfilos tratados com
vitamina E “zz vitro”, observando aumento
da habilidade fagocitica, indicando que o
decréscimo da producio do perdxido de
hidrogénio dos neutréfilos tratados resultaria
em menos danos oxidativos aumentando a
eficiéncia da fagocitose; porém, por outro
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lado, essa reducao diminuiria a agdo
microbicida.

Nidiweni and Finch'’ demonstraram
que a suplementacado com alfa-tocoferol e
selénio aumentou significativamente a
quimiotaxia, a migra¢ao e a fagocitose dos
neutréfilos de bovinos contra Staphylococcns
aurens, nao sendo observada a elevacio
significativa dos niveis de superéxido
anionico. Eicher etal.!! observaram aumento
da atividade bactericida dos neutréfilos de
bezerros suplementados, por trés semanas,
com alto teor de vitamina E (57 UI/Kg),
quando comparados a outros que receberam
baixa dose dessa vitamina (11,2 UI/Kg).

Em diversos experimentos, bezerros
foram suplementados com vitamina E, por
via oral e/ou parenteral; entretanto os
resultados nao foram conclusivos em relaciao
a dose ou a via utilizada para a estimulacido
da resposta imunolégica dos bovinos.
Portanto este trabalho teve por objetivo,
avaliar a influéncia do desenvolvimento etatio
e da suplementa¢do com o acetato de DL-
alfa-tocoferol sobre a funcio dos neutréfilos
(metabolismo oxidativo) de bovinos da raca
Holandesa desde o nascimento até os 150

dias de idade.
Materiais e Métodos

Foram utilizados 20 bezerros da raca
Holandesa que, apds verificacao prévia do
estado de saude (exame clinico, hemograma
e parasitologico de fezes), foram
acompanhados do nascimento até os 150
dias de idade. Ap6s o nascimento realizou-
se a desinfeccio do umbigo, foi fornecido
quatro litros de colostro, e os animais
alocados em baias individuais. Os bezerros
continuaram a receber quatro litros de um
“pool” de colostro por mais dois dias,
quando entdo comecaram a receber, em
baldes, quatro litros de leite por dia, feno e
racdo granulada “ad lbitun?’. Apos 90 dias
de idade, foram transferidos para piquetes
coletivos, e comecaram a receber, racao
peletizada, feno de alfafa, silagem de milho,
além de sal mineral e agua.



Os 20 bezerros ao nascimento
foram distribuidos, aleatoriamente, em dois
grupos de dez animais, sendo um o controle
e o outro o tratamento. Os bezerros do
grupo tratamento receberam 2 g (2000 UI)
de acetato de DL-alfa-tocoferol (Monovin
E, Bravet), por via intramuscular, ao
nascimento e aos 15, 30, 60, 90 e 120 dias
de idade. O Grupo Controle nio recebeu
nenhuma suplementa¢ao para esta vitamina.

Foram colhidas amostras de sangue
total, com EDTA, para realizacdo de
hemograma e verifica¢iao do estado de saude
do animal, e sem EDTA, para retirar
aliquota a ser utilizada, apos adi¢dao de
heparina, no teste da fungao dos neutréfilos
e para retirada de soro sangiiineo, usado na
determinacdo da vitamina E ao nascimento
e aos 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias de idade.
Para avaliar os fatores de variabilidade
relacionados com o desenvolvimento etario
sobre a funcio dos neutréfilos foram
utilizados os animais do grupo Controle,
enquanto que para observar os efeitos da
suplementagdo com vitamina E, sobre os
parametros analisados, os valores obtidos
nos animais do Grupo Tratado foram
comparados com aqueles obtidos nos
animais do Grupo Controle.

Foram colhidos 5 mL de sangue
mediante puncio da veia jugular, utilizando-
se agulhas descartaveis (25X8) acopladas em
tubos estéreis a vacuo (vacutainer - vacuum
11, Labnew), com anticoagulante, para
realizacio do hemograma, e sem
anticoagulante para a realizacio do teste da
reducio do Nitroblue Tetrazolium (NBT),
para avaliacio do metabolismo oxidativo
dos neutrofilos, sendo este teste um método
microscopico de Park and Good’,
modificado por Ciarlini et al."”. Uma aliquota
de 500 puL. do sangue sem anticoagulante era
transferida para um ependorf estéril,
recebendo 2 pl. de heparina. O NBT se
baseia na adi¢cdo de um reagente de cor a
amostras de sangue heparinizado, no caso
do teste nao estimulado. No teste estimulado
além do corante, é adicionado extrato
liofilizado de bactérias, simulando 7z vzfro uma
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infec¢ao bacteriana.Os testes da redugdo nio
estimulada do NBT (NBT-NE) ¢ estimulada
(NBT-E) foram realizados simultaneamente,
antes de transcorridas duas horas apos a
colheita do sangue, sendo o resultado
observado através da leitura, em
microscopio, de esfregacos sanguineos. A
dosagem sérica da vitamina E foi
determinada por Cromatografia Liquida de
Alta Performance (HPLC)."

Os resultados foram analisados
através de valores medianos, dentro de cada
grupo e de cada faixa etaria. Considerando-
se que os dois grupos de animais (tratado e
controle) foram avaliados ao longo do
tempo (ao nascimento, aos 15, 30, 60, 90,
120 e 150 dias de idade), utilizou-se a analise
de perfil (Morrison 1990) para cada variavel
avaliada no experimento. Foi utilizada ainda
a analise estatistica ndo paramétrica'®, com a
aplicagao do teste de Friedman, para
compara¢do de momentos em cada grupo
e do teste de Mann-Whithney para
comparac¢ao de grupos em cada momento.
O nivel de significancia adotado em todas
as analises foi de 5% de probabilidade (p <
0,05).

Resultados e Discussao

Os valores medianos de vitamina E
dos grupos controle e tratado, do nascimento
aos 150 dias de idade, foram,
respectivamente: Ao nascimento — 1,45mg/
dl e 0,97mg/dl; aos 15 dias — 0,92 mg/dl
1,42mg/dl; aos 30 dias — 0,97mg/dl
0,89mg/dl; aos 60 dias 1,07mg/dl
1,08mg/dl; aos 90 dias — 1,86mg/dl
2,20mg/dl; aos 120 dias - 2,89mg/dl
4,15mg/dl; e aos 150 dias — 2,89mg/dl
5,64mg/dl. Estes resultados estiao de acordo
com as observagdes realizadas por Reddy
et al."” que utilizaram a suplementacio por
via oral e com Hidiroglou et al.'’, que usou
a via parenteral. A concentra¢io sérica de
vitamina E do soro sanglineo do grupo
tratado foi significativamente (p < 0,05)
maior que a dos animais do grupo Controle,
aos 15, 90, 120 e 150 dias de idade,

o
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demonstrando a eficiéncia da suplementacao,
utilizada neste trabalho, para elevar o teor
sérico dessa vitamina.

Os valores medianos obtidos para
o teste da func¢io dos neutréfilos, expressos
em % de células redutoras do NBT, prova
nao estimulada (NBT - NE) e estimulada
(NBT - E), estdo apresentados na tabela 1.

A reduciao do NBT no interior do
granulécito indica a capacidade bactericida,
sendo este teste util para detectar
anormalidades no metabolismo fagocitico
oxidativo."” Os menores valores de
neutréfilos redutores do NBT, logo apds o
nascimento, foram verificados em bovinos
recém-nascidos, persistindo até uma semana
depois do parto, estando os mesmos
relacionados com a diminui¢ao da producio
do superdxido anidnico.'

Neste experimento os valores
medianos de neutréfilos na prova nao
estimulada (NBT - NE), foram muito
baixos nos 30 primeiros dias de vida (1 a
5%), apresentando, a seguir, elevagdes
significativas (p < 0,05)."

Estes resultados e a analise da literatura
comprovam a incapacidade da resposta
neutrofilica dos neonatos, tornando os
bezerros altamente susceptiveis as infec¢oes
durante os primeiros dias de vida.” Estes
valores menores podem estar relacionados
com a diminui¢do da producido do
superdxido anidnico. Isto foi verificado em
bovinos recém-nascidos, com persisténcia
desse achado até uma semana depois do
parto.'® Possiveis explica¢des para a falha do
mecanismo de produgio do superdxido
anidnico incluem anormalidades na ativacao
do complexo enzimatico NADPH -
oxidase, déficit de glicose-6-fosfato-
desidrogenase (GOPD), atividade anormal
ou deficiente da proteina C - kinase (PKC)
e ainda diferencas no tamanho das células.”’

Neste experimento, o percentual
médio de neutrofilos redutores do NBT,
prova estimulada (NBT - E), apresentou o
mesmo comportamento daquele observado
para a prova nao estimulada (NBT - NE),
ou seja, demonstrando elevagdes

Costa, ). N. etal.

Tabela 1

Metabolismo oxidativo dos neutréfilos: valores medianos
expressos em percentual (%) de células redutoras do NBT- prova
ndo estimulada (NBT- NE) e prova estimulada (NBT - E), em
bovinos da raga holandesa nao tratados (controle) e tratados
(tratamento), com acetato de DL-alfa-tocoferol, ao nascimento,
aos 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias de idade

Idade (dias) Controle (%) Tratamento (%)
NBT - NE NBT - E NBT - NE NBT -E

Ao nascimento 1,02 * 55aA 1,024 2024

15 3527 9,0 aA 257 15,0 aB

30 5524 16,0 aA 3524 9,0 B

60 9,0 aB 38,0 aB 13,0 aB 245aC

90 110 aB 535 aB 200 aB 360 aC

120 14,0 aB 49,5 aB 8,5aB 36,0 aC

150 10,0 aB 330 aB 14,0 aB 42,0 aC

* Letras mintsculas comparam grupos em cada momento; letras
maidsculas comparam momentos para cada grupo, letras iguais
indicam diferencga nao significativa (p > 0,05)
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Figura 1

Metabolismo oxidativo dos neutréfilos: valores medianos
expressos em percentual (%) de células redutoras do Nitroblue
Tetrazolium (NBT) — Prova ndo estimulada (NBT-NE) e Prova
estimulada (NBT-E), em bovinos da raga holandesa nao tratados
(controle) e tratados (Tratamento) com acetato de D-L-alfa-tocoferol
ao nascimento e aos 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias de idade

significativas (p < 0,05) do percentual
mediano de neutroéfilos redutores, conforme
avancava a idade. Entretanto, os valores
obtidos na prova estimulada (NBT - E),
foram maiores em todos os momentos
estudados, estando estes resultados de acordo
com Costa et al.”, que realizaram a prova
estimulada também em bovinos. Esta prova
foi idealizada por Patk e Good’, objetivando
descartar resultados falsos negativos, por
avaliar a capacidade dos neutréfilos de
reduzir o NBT, na presenca de um extrato
bacteriano. E esperado, portanto, que os
valores obtidos para esta prova sejam
sempre superiores aos obtidos na prova nao



estimulada (NBT - NE), como foi
observado nesta pesquisa.

O menor valor percentual de
neutroéfilos redutores do NBT, prova nio
estimulada (NBT - NE), em ambos os
grupos, foi obtido ao nascimento (1%) e o
maior percentual aos 90 dias de idade (20%).
A analise dos resultados nos permite afirmar,
que nao houve influéncia significativa do
tratamento com vitamina E nos valores
obtidos, uma vez que estes nao diferiram
significativamente, daqueles encontrados para
os animais do grupo Controle.

A auséncia da influéncia da
suplementagdo com vitamina E, na prova nao
estimulada, estd de acordo com os resultados
obtidos por Ndiweni e Finch', que nio
observaram nem elevacio nem diminuicio da
producio de superdxido anidénico nos
neutréfilos de animais tratados com vitamina
E. Apesar da igualdade dos resultados, com
relacao ao teste do NBT - NE, obtidos para
os animais dos dois grupos experimentais,
acredita-se que a fun¢do microbicida, as
capacidades migratorias e fagociticas dos
neutr6filos sejam maiores nos animais do
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grupo tratado com vitamina E, como foi
observado por Politis et al.*>. Este aumento
da funcio dos neutréfilos tem uma relacio
diteta com a elevacio do teor de vitamina E
nestas células. Discorda-se, entretanto, de Engle,
Yoder e Yu® que verificaram um decréscimo
da producio de superéxido anionico pelos
neutréfilos de animais suplementados com
vitamina E e afirmaram que isto poderia levar
a uma diminui¢ao da capacidade microbicida,
ou seja, o efeito inverso.

Com relacdo ao teste do NBT na
prova estimulada (NBT - E) nos animais do
grupo tratado com vitamina E (Tratamento),
o menor percentual de neutroéfilos redutores
foi observado logo apds o nascimento (2%)
e o maior percentual aos 150 dias de idade
(42%). A interpretacdo dos resultados,
quando comparados os dois grupos, nos
permite afirmar que nao houve influéncia
significativa (p < 0,05) do tratamento com
acetato de DL-alfa-tocoferol, uma vez que
os valores obtidos para os animais tratados
(Tratamento), nao diferiram
significativamente (p < 0,05) daqueles
obtidos para os animais do grupo Controle.

Abstract Key-words:
Neutrophils.
. . . Vitamin E.
This study was carried out to evaluate the influence of age and Bovine

supplementation with acetate of DL-alpha-tocopherol on the
neutrophils oxidative metabolism of Holstein calves from birth to
150 days of age. Twenty calves were divided in two groups of ten
animals. The animals of group Treatment received 2000UT of DL-
alpha-tocopherol acetate, IM, at birth, and at 15, 30, 60, 90 and 120
days of age. The other group (Control), did not receive any
supplementation. In both experimental groups the neutrophils
oxidative metabolism showed little activity during the first 60 days of
life, wich could indicate inefficiency of this important bactericidal
mechanism. Neutrophils oxidative metabolism was not significantly
affected by treatment with acetate of DI.-alpha-tocopherol.
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