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Resumo

o período seco é considerado uma fase da lactação 
muito vulnerável à mastite, e os mecanismos de fagocitose 
são especialmente importantes nessa etapa. para avaliar a 
influência de medicamentos indicados para o tratamento 
de mastite no período seco sobre a função fagocítica de 
leucócitos obtidos do leite de vacas, foram utilizadas 
amostras pareadas de leite de vacas, negativas ao exame 
bacteriológico. submeteram-se essas células à prova de 
fagocitose in vitro, após serem expostas à solução contendo 
os seguintes medicamentos: cefalônio anidro (m1), 
gentamicina (m2), benzilpenicilina procaína em associação 
com naficilina e dihidroestreptomicina (M3) e cloxacilina 
benzatina (m4). a média dos índices de fagocitose das 
amostras-controle e das células submetidas aos tratamentos 

M1 e M3 foram, respectivamente, (58,88% ± 12,04), 
(64,87% ± 15,36) e (65,14% ± 17,96) e não apresentaram 
diferenças entre si, bem como em relação ao controle. a 
média dos índices de fagocitose das células submetidas ao 
tratamento M4 (46,90% ± 22,08) mostrou-se menor que 
o controle, assim como menor do que aquela obtida das 
células submetidas aos tratamentos M1 e M3. Por sua vez, 
a média dos índices de fagocitose das células submetidas 
ao tratamento M2 (0,68% ± 1,63) foi expressivamente 
inferior àquelas encontradas no controle e nos demais 
tratamentos. tais resultados sugerem a utilização de certos 
medicamentos comercializados para o tratamento de mastite 
no período seco, já que alguns deles evidenciaram não ser 
completamente inócuos ao hospedeiro.

paLavras-cHavEs: fagocitose, mamite, período seco, tratamento.

abstRact

EffEct of dry cow tHErapy drUgs on pHagocytosis ratEs

The dry period is considered to be a phase when cows 
are very vulnerable to mastitis and phagocytosis mechanisms 
are specially important at this moment. The objective of the 
present trial was to evaluate the influence of dry cow therapy 
drugs available in the market on the phagocytic function 
of leukocytes obtained from cow milk. In order to do that, 
paired milk samples negative in bacteriological examination 
were submitted to in vitro phagocytosis test, after they were 
exposed to solutions of the following drugs: anhydrous 
cephalonium (M1), Gentamicin (M2), Benzylpenicillin 

procaine associated with Nafcillin and Dihydrostreptomycin 
(M3) and Cloxacillin benzathine (M4). Mean phagocytosis 
rates of control samples and of cells submitted to treatments 
M1 and M3 were, respectively, (58.88% ± 12.04), (64.87% 
± 15.36) and (65.14% ± 17.96) there were no differences 
among these samples, as well as in the comparison with 
the control group. Mean phagocytosis rate obtained in 
cells submitted to treatment M4 (46.90% ± 22.08) was 
lower than that of the control group, and than that of cells 
submitted to treatments M1 and M3. On the other hand, 
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mean phagocytosis rate of cells submitted to treatment M2 
(0.68% ± 1.63) was lower than that observed in the control 
group, and than that of all other treatments. These results 

show that the use of drugs available for dry cow therapy 
may no be totally innocuous for the host. 

KEY WORDS: Dry period, mastitis, phagocytosis, treatment.

introdUção

durante o período seco a vaca sofre com-
pleta involução da glândula mamária, que, pos-
teriormente, sob influência hormonal do final da 
gestação e do parto, reinicia a síntese de leite. Esta 
fase representa também uma excelente oportunida-
de para o tratamento de infecções intramamárias 
existentes e para a prevenção de novas infecções 
que afetam negativamente a produção leiteira da 
lactação subsequente (SANTOS, 2003).

Segundo HURLEY (1989), esse período 
é dividido em três fases: período de involução 
ativa, período de involução constante e período 
de lactogênese ou colostrogênese. O período de 
involução ativa se inicia logo após a última orde-
nha, dura cerca de trinta dias e tem por principais 
fatores desencadeantes a interrupção da ordenha 
e o aumento da pressão intramamária. Essas 
alterações tornam a glândula mais susceptível à 
instalação de infecções. Quartos infectados na 
secagem ou durante o período seco apresentam 
maiores contagens de células somáticas do que 
quartos não infectados.

a segunda fase, período de involução cons-
tante, não apresenta limites de duração, depende 
apenas da extensão do período seco e corresponde 
ao estágio em que a glândula está completamente 
involuída. Entre os três períodos, este apresenta 
menor incidência de infecção.

A fase de colostrogênese ou lactogênese 
ocorre ao final da gestação, por influência hormo-
nal, com início de quinze a vinte dias pré-parto. 
ao contrário do estágio de involução ativa, este 
período caracteriza-se pela regeneração e dife-
renciação das células epiteliais secretoras e pelo 
transporte seletivo e acúmulo de imunoglobulinas 
para a formação do colostro.

a observação de uma maior susceptibili-
dade a infecções no início do período seco e no 
começo da lactação subsequente tem levado ao 

desenvolvimento de protocolos de tratamento para 
esse período (GREEN et al., 2002). O controle de 
mastite neste período objetiva diminuir o núme-
ro de mamas enfermas na lactação subsequente, 
eliminando infecções intramamárias existentes e 
impedindo novas infecções durante o período em 
que a vaca permanecer seca (BERRY et al., 2002; 
SANTOS, 2003; CRISPIE et al., 2004).

Ressalta-se que a glândula mamária possui 
seus próprios mecanismos de defesa para combater 
as infecções. dentre tais mecanismos, destaca-se 
a fagocitose celular (NICKERSON, 1994; NOR-
CROSS, 1996). Essa função é realizada por células 
denominadas genericamente de fagócitos, que 
a tuam na primeira linha antibacteriana de defesa.

a diversidade existente nos protocolos para 
tratamento de mastite pode ser explicada pela 
frequência com que essas mamas manifestam 
refratariedade à terapia, mesmo nos casos de 
comprovada sensibilidade do agente etiológico ao 
antimicrobiano empregado. Esse fato justifica a 
necessidade de se considerar as particularidades do 
hospedeiro e seus mecanismos de defesa, uma vez 
que a doença e a resposta ao tratamento dependem 
da inter-relação hospedeiro–parasita–tratamento 
(CRISPIE et al., 2004; BARKEMA et al., 2006).

considera-se um bom programa para o 
tratamento da mastite a associação de medidas 
preventivas às medicamentosas. COSTA (2006) 
afirma que um bom antimicrobiano para esse 
período deve possuir ação bactericida, ter alto 
peso molecular, não ser irritante, ter alto grau de 
ligação às proteínas, ser estável em relação à ati-
vidade antimicrobiana e estar associado a veículos 
de eliminação e absorção lenta. o medicamento 
deve ser administrado com cânulas curtas (2-3 
mm de comprimento), para minimizar os efeitos 
iatrogênicos. 

são muitos os antimicrobianos indicados 
para o período seco existentes no mercado. a 
maioria pertence aos grupos dos aminoglicosí-
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deos, das cefalosporinas e das penicilinas. todos 
se apresentam em veículos de absorção lenta, ge-
ralmente oleosos (COSTA, 2006), sem que esses 
sejam discriminados no medicamento.

o uso de antimicrobianos no período seco é 
eficaz na eliminação do microrganismo (OWENS, 
et al. 2001; SHEPHARD et al., 2004; BANSAL et 
al., 2005), mas, em relação às células, seu efeito 
ainda não foi bem esclarecido. alguns autores, 
em investigação da hipótese de que uma potencial 
interferência do medicamento atuando sobre a 
função imune pudesse diminuir sua eficácia te-
rapêutica, avaliaram a ação de alguns princípios 
ativos nos fagócitos (NICKERSON et al., 1982; 
NICKERSON et al., 1986; PAAPE et al., 1990; 
DOSOGNE et al., 1998) e inferiram que a avalia-
ção de função fagocítica estava sujeita a muitas 
interferências (PAAPE et al., 1996).

DOSOGNE et al. (1998) observaram in 
vitro, através da técnica de citometria de fluxo, 
que, em concentrações terapêuticas, a cefapirina 
e a mecilinamina não afetam a atividade antibac-
teriana dos fagócitos polimorfonucleares (pmn) 
isolados de sangue bovino, isto é, não houve 
efeito sobre a fagocitose. Entretanto, LintnEr 
& EBERHART (1990) afirmaram que, ao observar 
em microscopia de fluorescência a ingestão de 
Staphylococcus aureus por fagócitos pmn, esta 
foi reduzida quando os medicamentos testados 
estavam em associação com outros componentes 
lácteos como a gordura e a nata, fato também 
referido por HOEBEN et al. (1997).

NICKERSON et al. (1982, 1986) e PAA-
PE (1990) observaram que muitos antibióticos 
apresentaram efeitos inibitórios na fagocitose, 
mas outros ou os mesmos antibióticos em doses e 
concentrações diferentes poderiam não apresentar 
efeito sobre a atividade dessas células.

Dessa forma, pode-se observar que a fa-
gocitose é susceptível a diversas interferências 
(PAAPE et al., 1996).

Conhecer potenciais influências que medica-
mentos indicados para o tratamento de vacas secas 
possam causar à fagocitose pode ser fundamental 
para optar sobre a adoção deste. 

o objetivo do presente estudo foi avaliar 
a influência de medicamentos indicados para o 

tratamento de mastite no período seco sobre a 
função fagocítica dos leucócitos lácteos.

matEriaL E métodos

foram selecionadas seis vacas sem 
antecedentes de tratamento para mastite nos últimos 
trinta dias e negativas ao exame bacteriológico do 
leite. Destas fêmeas colheram-se,  assepticamente, 
vinte amostras com 500 mL de leite distribuídos 
em frascos do tipo Falcon de 50mL, mantidos 
a 4ºc durante o transporte e processamento das 
amostras.  

Centrifugou-se o leite colhido a 2.100 
rpm por vinte minutos (4°c). o sobrenadante 
mais viscoso formado no espelho da amostra, 
constituído principalmente de gordura, foi retirado 
com uma espátula, ou simplesmente teve seus 
bordos descolados do frasco antes de reverter 
o conteúdo. após ser desprezado o restante do 
sobrenadante, invertendo-se o frasco uma única 
vez, manteve-se preservado apenas o botão de 
células formado na superfície inferior. Esse 
botão foi desprendido através da aspersão gentil 
de pbs (aproximadamente 2mL de pbs por 
frasco). colocaram-se todos os botões de células 
ressuspendidos de cada amostra em outro frasco 
do tipo Falcon, sendo este homogeneizado e o 
volume inicial completado com pbs refrigerado 
(qsp 50mL). 

após uma segunda centrifugação, o 
sobrenadante foi desprezado, o botão formado 
desprendido e ressuspendido em 1mL de meio 
enriquecido (RPMI 1640) para melhorar as 
condições de sua preservação.

Para definir se a amostra continha células 
suficientes para o ensaio de fagocitose e se estas 
células possuíam vitalidade conveniente (se es-
tavam vivas ou viáveis), uma alíquota de 10 µL 
da suspensão celular (células ressuspendidadas 
em 1mL de RPMI 1640) foi adicionada a 90 µL 
de solução de azul de tripan a 0,1 % (MERCK) 
e realizada a contagem de leucócitos do leite em 
câmara de Neubauer, no quadrante dos leucócitos, 
em microscopia óptica (microscópio oLympUs) 
com aumento de 400×.

O número total de células contadas no qua-
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drante de leucócitos correspondeu à concentração 
celular da suspensão celular 1, fornecendo-se seu 
resultado em número de células/mm3, que foi con-
vertido em número de células/mL (multiplicou-se 
por dez o número obtido na câmara que correspon-
de ao número de células contadas, correspondente 
à diluição,  novamente multiplicado por dez, que 
corresponde à altura da câmara e finalmente mul-
tiplicado por mil, para ser convertido em mL). 
Essas etapas foram substituídas por número de 
células contadas X 105 células/mL.

para a execução das provas calculou-se a 
concentração de células viáveis, com o objetivo de 
obter uma suspensão de células com 2x106 células/
mL (suspensão celular 2).

À suspensão celular 2, adicionaram-se 
os medicamentos antimastíticos utilizados 
para vacas secas, previamente diluídos 1:1 em 
RPMI 1640, a saber: cefalônio anidro (M1), 
gentamicina (m2), benzilpenicilina associada 
à naficilina e à dihidroestreptomicina (M3), 
uma associação entre penicilina, penicilina 
semissintética e aminoglicosídeo;  cloxacilina 
(m4), uma penicilina semissintética. Empregou-se 
volume correspondente a 1/100 da dose disponível 
para um quarto mamário (segundo recomendação 
do fabricante). 

a suspensão celular 2 acrescida do medica-
mento foi denominada suspensão celular 3, sendo 
a suspensão celular 2 também usada como grupo-
controle. Ambas foram mantidas em estufa a 37ºC 
por uma hora e realizando-se nova avaliação da 
viabilidade das células presentes.

para o ensaio de fagocitose foram empregadas 
placas de poliestireno com 24 poços de 16 mm de 
diâmetro (COSTAR® 3424), dentro dos quais 
foram colocadas lamínulas de vidro de 13 mm de 
diâmetro e, sobre estas, alíquotas de 200 µL da 
suspensão celular final (após serem mantidas em 
estufa). Após uma hora em temperatura ambiente, 
as lamínulas foram lavadas duas vezes com 1,0 
mL de RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro 
fetal bovino.

a primeira coluna de poços serviu de contro-
le para a técnica com a adição da suspensão celular 
2 e de parede de células mortas de Saccaromyces 
cerevisiae (Zymosan sigma®). as demais 
colunas receberam as amostras de suspensão celu-
lar 3 com o Zymosan, sendo um medicamento por 
coluna. Cada amostra foi plaqueada em duplicata, 
ocupando duas linhas.

Após a adição de 3µL Zymosan por poço, as 
placas foram fechadas e incubadas a 37°C durante 
uma hora, repetindo-se a dupla lavagem dos poços 
com 1000 µL RPMI 1640 com 10% de soro fetal 
bovino, seguida de fixação com 200 µL de solução 
de glutaraldeído durante dez minutos. Em seguida, 
acrescentou-se 1,0 mL de água Milli-Q. Desse 
modo, as lamínulas estavam prontas para leitura. 

Observaram-se as células que fagocitaram 
as partículas de Zymosan através da leitura das 
lamínulas em microscopia de contraste de fase 
NIKON® com aumento de 600x (Figura 1). Os 
resultados obtidos foram expressos em porcenta-
gem de células que fagocitaram as partículas de 
Zymosan.

FIGuRa 1. Fotomicrografia de fagócito 
de secreção láctea de vaca, aderida in vitro, 
com partículas de Zymosan no interior do 
citoplasma, indicando fagocitose, aumento 
de 600x.
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para a comparação entre os índices médios 
de fagocitose conforme os diferentes tratamentos 
e entre estes e o controle, após a constatação 
da normalidade da distribuição das amostras, 
utilizando-se do teste de Kolmogorov-smirnov, 
foi empregado o teste t pareado. adotou-se um 
intervalo de confiança de 95%, com o auxílio do 
software estatístico minitab® release 14.1.

rEsULtados E discUssão

apesar de não ser novidade o fato de 
a cura da mastite depender da associação de 
fatores inerentes ao animal, ao patógeno e ao 
medicamento (COSTA, 2006), ainda é incomum 
que o conjunto seja avaliado, principalmente 
quanto ao hospedeiro (CRISPIE et al., 2004; 
BARKEMA et al., 2006). 

os medicamentos utilizados para tratamento 
de vacas no período seco são conhecidos por sua 
eficácia na secagem da mama e na sua ação contra 
o agente (OWENS et al., 2001; SHEPHARD et 
al., 2004; BANSAL et al., 2005). Entretanto essa 
eficácia não necessariamente está relacionada à 

forma como esses agentes atuam na atividade das 
células de defesa da glândula (nicKErson et 
al., 1994; NORCROSS et al., 1996), ainda mais 
quando se considera a diversidade do período seco 
(HURLEY, 1989; SANTOS, 2003).

Baseando-se na hipótese de que a eficácia 
de um medicamento antimastítico, principalmente 
os indicados para emprego no período seco, não 
depende apenas de seu efeito antimicrobiano, o 
presente estudo buscou avaliar a interferência 
do medicamento (antimicrobiano mais veículo 
q.s.p.) na função fagocítica, utilizando a técnica 
de fagocitose in vitro.

conforme apresentado na figura 2, os índi-
ces de fagocitose das células submetidas aos tra-
tamentos 1 e 3 não apresentaram diferenças entre 
si ou em relação ao controle. contudo, o índice de 
fagocitose das células submetidas ao tratamento 4 
foi menor do que o controle, assim como ao das 
células submetidas aos tratamentos 1 e 3. Por sua 
vez, o índice de fagocitose das células submetidas 
ao tratamento 2 foi menor que aquele encontrado 
no controle, assim como ao encontrado nas células 
submetidas aos demais tratamentos.

FIGuRa 2. Box-plot2 do índice de fagocitose (%) de amostras de leite de vacas frente a diferentes medicamentos anti-
mastíticos com indicação para o período seco (São Paulo, 2006).
1 M1: cefalônio anidro; M2: gentamicina; M3: benzilpenicilina associada à naficilina e à dihidroestreptomicina; M4: 
cloxacilina.
2 Para distintas letras, diferença com p≤0,05, pelo Teste T pareado.
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Outros autores que também investigaram 
o efeito de medicamentos nos mecanismos de 
defesa mamários (NICKERSON et al., 1982, 
1986; PAAPE et al., 1990, 1996; DOSOGNE et 
al., 1998) utilizaram técnicas e preparações dife-
rentes. DOSOGNE et al. (1998) não encontraram 
interferência na capacidade fagocítica in vitro dos 
fagócitos sanguíneos submetidos à exposição com 
cefapirina e mecilinamina. no presente estudo, 
os medicamentos contendo cefalônio anidro e a 
combinação de benzilpenicilina com naficilina 
e diidroestreptomicina também não causaram 
prejuízo à fagocitose, neste caso empregando-se 
fagócitos lácteos. é importante atentar para os mé-
todos empregados nos experimentos que avaliam 
a função fagocítica, pois PAAPE et al. (1996) já 
referiram diferenças funcionais entre os fagócitos, 
bem quanto à origem destes (sangue ou leite) e à 
concentração de medicamento empregada.

LINTNER & EBEHART (1990) observa-
ram que, na presença de secreções mamárias, 
juntamente com preparações antibióticas, as taxas 
de ingestão do S. aureus foram reduzidas, como se 
observou nos resultados obtidos com as amostras 
submetidas aos tratamentos com gentamicina e 
com cloxacilina, sendo esta última um dos prin-
cípios utilizados no estudo mencionado.

Entretanto, no presente estudo, a taxa de 
fagocitose das células submetidas ao tratamento 
com a associação entre a benzilpenicilina, a dii-
droestreptomicina e a naficilina não foi alterada, o 
que contradiz os resultados obtidos pelos autores 
utilizando a mesma combinação.

as contradições não se limitam a diferentes 
autores. Em estudo realizado utilizando doze 
preparações antibióticas diferentes, nicKErson et 
al. (1982) observaram que a maioria dos antibióticos 
utilizados produzia efeitos deletérios na função dos 
fagócitos, mas não observaram essa redução nas 
amostras submetidas à gentamicina, o que não foi 
obtido neste estudo. A mesma equipe, em 1986, fez 
outro estudo com três antibióticos e observaram 
que as células PMN isoladas de glândulas tratadas 
com tetraciclina e gentamicina tiveram redução 
na atividade fagocítica, contradizendo o estudo 
realizado anteriormente e reforçando os resultados 
encontrados no presente experimento.

COSTA (2006) afirmou que, em termos 
práticos, a gentamicina apresenta bons resultados 
no tratamento da mastite e está presente em muitas 
preparações comerciais no brasil. a mesma autora 
refere que os bons resultados clínicos atribuídos 
aos aminoglicosídeos (classe a que pertence a 
gentamicina) contrapõem a reduzida função desses 
fármacos na presença do leite. mesmo assim são 
utilizados, mostrando que o efeito apresentado na 
função das células de defesa da glândula não está 
relacionado com os efeitos desejados na secagem 
e cura da mama.

PAAPE et al. (1990), relataram que, em 
doses altas e intermediárias, o cloranfenicol tem 
efeito inibitório sobre a fagocitose. Já o florfenicol 
e o tianfenicol não apresentam esses efeitos em 
qualquer concentração testada.

HOEBEN et al. (1997) referiram decréscimo 
significante na fagocitose provocado pelo clor-
fenicol e pela eritromicina. Significante também 
foi o decréscimo observado nesse estudo pelo 
medicamento contendo gentamicina na atividade 
fagocítica das células do presente estudo. como 
foi usado o medicamento na forma comercial, esse 
efeito não pode ser exclusivamente atribuído ao 
antimicrobiano e sim ao medicamento completo, 
incluindo o veículo não citado pelo fabricante.

recomenda-se cuidado em se atribuir o 
efeito da fagocitose ao antimicrobiano, mas deve-
se considerar, principalmente no caso em que 
são indicadas profilaticamente as aplicações de 
medicamentos formulados para o período seco 
em animais não infectados, se esses não poderiam 
interferir negativamente no processo fisiológico de 
secagem, quando a fagocitose é fundamental.

concLUsão

a função fagocítica pode ser prejudicada por 
alguns dos medicamentos disponíveis no mercado, 
embora também existam os inócuos a essa função.
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