AVALIACAO DOS NIVEIS DE ESTRESSE OXIDATIVO DE VACAS
COM E SEM MASTITE BOVINA.
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Introducéo

A mastite é uma doenca complexa e dispendiosa para a industria leiteira, visto que é
constituida de infeccdes clinicas e subclinicas. E notada pela reducdo da producdo e pelas
alteracfes na composicdo do leite, além de risco potencial a satde publica, j& que promove a
veiculacdo de patdgenos causadores de zoonoses e toxinas produzidas por estes (MOREIRA
et al., 2008).

Segundo Radostits et al. (2002) a inflamacdo da glandula mamaria, ou mastite, é a
enfermidade de maior freqliiéncia no gado leiteiro, e é considerada uma doenca que
proporciona as maiores perdas econdmicas na producdo de leite. Estima-se que haja um
prejuizo de cerca de US$ 185,00 vaca/ano nos EUA, em fungéo da ocorréncia de mastites. No
Brasil, em funcdo da alta prevaléncia de mastite nos rebanhos, estima-se que possa ocorrer
perda de producéo entre 12 e 15%.

Enquanto algumas destas moléculas podem ser altamente reativas no organismo
atacando lipidios, proteinas e DNA, outros sdo reativos apenas com os lipidios. No entanto,
existem ainda alguns que sdo pouco reativos, mas apesar disso podem gerar espécies danosas.
Em vista disso os sistemas biolégicos oferecem condi¢cdes favordveis para ocorréncia de
reacOes de carater oxidativo, devido a existéncia de lipidios insaturados, nas membranas
celulares, e pela abundancia de reag¢fes oxidativas que ocorrem durante o metabolismo normal
(BARREIROS, DAVID J. M., DAVID J. P., 2006).

As defesas antioxidantes produzidas pelo corpo agem enzimaticamente, a exemplo
da glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD) ou, nao
enzimaticamente a exemplo de glutationa (GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao
ferro (transferrina e ferritina) e acido diidrolipdico. Além dos antioxidantes produzidos pelo
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corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina “E”),

B-caroteno (provitamina “A”), acido ascorbico (vitamina “C”), e compostos fendlicos onde se
destacam os flavondides e poliflavonoides (HALLIWELL, 1995).

Metodologia

Para este experimento, utilizaram-se vacas Holandesas puras (preto com branco), da
Agropecuéria Irmdos Strobel, no municipio de Condor, pertencente a regido noroeste do
estado do Rio Grande do Sul. A propriedade trabalha com sistema de produgédo “free stall”,
recebendo dieta completa ad libitum, a base de silagem de milho e concentrado.
Classificaram-se 0s animais quanto ao seu estado de salde, classificando-os em 3 grupos
distintos: considerando vacas saudaveis como um grupo controle, animais com deteccdo de
mastite pelo teste de CMT (californian mastits test) e pela contagem de células somaticas
(CCS) sem tratamento de farmacos antimicrobianos, e animais com detecgdo de mastite pelo
teste de CMT (californian mastits test) e pela contagem de células sométicas (CCS) com

tratamento de farmacos antimicrobianos a pelo menos 3 dias.

As amostras foram coletadas no més de janeiro de 2013. Para a realiza¢do dos testes foram
coletadas amostras de sangue dos animais, por venopuncao da veia coccigea ap6s antissepsia,
utilizando-se agulhas descartaveis e tubos Vacuntainer® com adicdo de EDTA. O sangue
coletado foi conservado sob refrigeracdo a 4°C e centrifugado a 3.000rpm para separa¢do do
plasma logo apos a coleta, posteriormente o plasma foi aliquotado a temperatura ambiente e

imediatamente armazenado a -20°C para apds utilizacdo das técnicas..
Lipoperoxidacao (LPO)

Foi realizada a partir da determinacdo do TBARS plasmaético, de acordo com a técnica
descrita por Jentzsch et al.(1996), em que utiliza-se 220 uL de plasma, juntamente com 1 mL
de &cido ortofosférico, 550 pL da agua destilada e 250 pL de acido tiobarbitarico (TBA). As
amostras foram incubadas por 45 minutos em 95 °C, e por fim a leitura foi feita em
espectrofotémetro visivel, em 532 nm. Os resultados foram expressos por nmol MDA/mL de
plasma.

Proteina Carboniladas

Realizada a partir da técnica descrita por Levine (1990), em que previamente 0
plasma é preparado com uma diluicdo de 300 puL de plasma em 2,7 mL de Hepes. Em 50uL
desta amostra diluida realiza-se a determinacdo das Proteinas Totais com kit comercial

Labtest® e em 500 pL deste mesmo plasma diluido realiza-se a determinagdo das proteinas



carboniladas utilizando 250 pl de tricloroacético (TCA) 10%, éacido cloridrico 2N; 2,4

Dinitrofenilhidrazina (DNPH) e dodecil sulfato de sodio (SDS) 3%, realizando um branco

para cada amostra. As leituras dos testes e dos brancos dos testes foram realizadas em
espectrofotémetro visivel, em 370 nm. Os resultados foram expressos por nmol carbonil/mg

proteina.
Proteinas Totais

Foi realizada de acordo com o Kit labtest, utilizando como reagente de com o biureto. Os

dados foram expressos: mg/mL de plasma.
Estatistica

Todos os grupos estudados foram comparados por ANOVA de uma via seguido do teste de
Tukey, utilizando o programa estatistico Graph pad Prism 5, considerando significativos 0s

valores com P<0,05.

Resultados e discusséo
De acordo com as figuras 1 e 2 verficia-se que as vacas com mastite em tratamento
prévio com antiobidticos estava com os niveis de TBARS e de proteinas carboniladas maiores

do que o grupo controle e o grupo das vacas com mastite e sem tratamento prévio.
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Figura 1: Niveis de TBARS (nmol MDA/mL plasma) nas vacas controles, vacas com mastite sem tratamento e
vacas com mastite com tratamento antibiotico. Letras diferentes significam resultados estatisticamente diferentes
considerando um p<0,05.
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Figura 2: Niveis de proteinas carboniladas (nmol carbonil/mg prot totais) nas vacas controles, vacas com mastite
sem tratamento e vacas com mastite com tratamento antibi6tico. Letras diferentes significam resultados
estatisticamente diferentes considerando um p<0,05.

Isso demonstra que ap6s a administracdo do farmaco antibiotico, os niveis de TBARS
e das proteinas carboniladas aumentaram significativamente quando comparadas ao grupo
controle e mastite sem tratamento, o que demonstra que o medicamento pode estar causando o
estresse oxidativo que pode causar edema e pior o quadro clinico conforme Miller et al.
(1993) existem evidéncias que o “estresse oxidativo” pode contribuir com a manifestacdo de
edema de mama e alteracdo do desempenho reprodutiva em bovinos da raca holandesa preta e

branca.

Concluséo
Os resultados demonstram que os bovinos sofrem estresse oxidativo ao ser administrado o
antibidtico e que alternativas precisam ser encontradas a fim de minimizar os efeitos

fisioldgicos que estes danos podem causar aos animais.
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