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O periodo seco ¢ considerado uma fase da lactagdo
muito vulneravel a mastite, e os mecanismos de fagocitose
sdo especialmente importantes nessa etapa. Para avaliar a
influéncia de medicamentos indicados para o tratamento
de mastite no periodo seco sobre a fun¢do fagocitica de
leucoécitos obtidos do leite de vacas, foram utilizadas
amostras pareadas de leite de vacas, negativas ao exame
bacterioldgico. Submeteram-se essas células a prova de
fagocitose in vitro, apds serem expostas a solugdo contendo
os seguintes medicamentos: cefaldonio anidro (M1),
gentamicina (M2), benzilpenicilina procaina em associa¢ao
com naficilina e dihidroestreptomicina (M3) e cloxacilina
benzatina (M4). A média dos indices de fagocitose das
amostras-controle e das células submetidas aos tratamentos

RESUMO

M1 e M3 foram, respectivamente, (58,88% = 12,04),
(64,87% + 15,36) e (65,14% = 17,96) e ndo apresentaram
diferencas entre si, bem como em relagdo ao controle. A
média dos indices 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 indices de fagocitose das células submetidas
ao tratamento M2 (0,68% = 1,63) foi expressivamente
inferior aquelas encontradas no controle e nos demais
tratamentos. Tais resultados sugerem a utilizacao de certos
medicamentos comercializados para o tratamento de mastite
no periodo seco, ja que alguns deles evidenciaram nao ser
completamente indcuos ao hospedeiro.

PALAVRAS-CHAVES: Fagocitose, mamite, periodo 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

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

INTRODUCAO

Durante o periodo seco a vaca sofre com-
pleta involu¢do da glandula mamaria, que, pos-
teriormente, sob influéncia hormonal do final da
gestacdo e do parto, reinicia a sintese de leite. Esta
fase representa também uma excelente oportunida-
de para o tratamento de infec¢des intramamarias
existentes e para a prevengao de novas infecgoes
que afetam negativamente a producao leiteira da
lactagdo subsequente (SANTOS, 2003).

Segundo HURLEY (1989), esse periodo
¢ dividido em trés fases: periodo de involucao
ativa, periodo de involucdo constante e periodo
de lactogénese ou colostrogénese. O periodo de
involugdo ativa se inicia logo apos a ultima orde-
nha, dura cerca de trinta dias e tem por principais
fatores desencadeantes a interrupgdo da ordenha
e o aumento da pressdo intramamaria. Essas
alteracOes tornam a glandula mais susceptivel a
instalagdo de infecgdes. Quartos infectados na
secagem ou durante o periodo seco apresentam
maiores contagens de cé€lulas somaticas do que
quartos ndo infectados.

A segunda fase, periodo de involucao cons-
tante, nao apresenta limites de duragao, depende
apenas da extensao do periodo seco e corresponde
ao estagio em que a glandula estd completamente
involuida. Entre os trés periodos, este apresenta
menor incidéncia de infecgao.

A fase de colostrogénese ou lactogénese
ocorre ao final da gesta¢ado, por influéncia hormo-
nal, com inicio de quinze a vinte dias pré-parto.
Ao contrario do estagio de involugdo ativa, este
periodo caracteriza-se pela regeneracao e dife-
renciacdo das células epiteliais secretoras e pelo
transporte seletivo e acimulo de imunoglobulinas
para a formacao do colostro.

A observacdo de uma maior susceptibili-
dade a infec¢des no inicio do periodo seco e no
comecgo da lactagdo subsequente tem levado ao

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

desenvolvimento de protocolos de tratamento para
esse periodo (GREEN et al., 2002). O controle de
mastite neste periodo objetiva diminuir o nume-
ro de mamas enfermas na lactacdo subsequente,
eliminando infec¢des intramamarias existentes e
impedindo novas infec¢des durante o periodo em
que a vaca permanecer seca (BERRY et al., 2002;
SANTOS, 2003; CRISPIE et al., 2004).
Ressalta-se que a glandula mamaria possui
seus proprios mecanismos de defesa para combater
as infeccdes. Dentre tais mecanismos, destaca-se
a fagocitose celular (NICKERSON, 1994; NOR-
CROSS, 1996). Essa fungao ¢ realizada por células
denominadas genericamente de fagocitos, que
atuam na primeira linha antibacteriana de defesa.
A diversidade existente nos protocolos para
tratamento de mastite pode ser explicada pela
frequéncia com que essas mamas manifestam
refratariedade a terapia, mesmo nos casos de
comprovada sensibilidade do agente etiologico ao
antimicrobiano empregado. Esse fato justifica a
necessidade de se considerar as particularidades do
hospedeiro e seus mecanismos de defesa, uma vez
que a doenga e a resposta ao tratamento dependem
da inter-relagdo hospedeiro—parasita—tratamento
(CRISPIE et al., 2004; BARKEMA et al., 2006).
Considera-se um bom programa para o
tratamento da mastite a associacdo de medidas
preventivas as medicamentosas. COSTA (2006)
afirma que um bom antimicrobiano para esse
periodo deve possuir acdo bactericida, ter alto
peso molecular, ndo ser irritante, ter alto grau de
ligacdo as proteinas, ser estdvel em relacdo a ati-
vidade antimicrobiana e estar associado a veiculos
de eliminagdo ¢ absor¢ao lenta. O medicamento
deve ser administrado com canulas curtas (2-3
mm de comprimento), para minimizar os efeitos
1atrogénicos.
Sdo muitos os antimicrobianos indicados
para o periodo seco existentes no mercado. A
maioria pertence aos grupos dos aminoglicosi-
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deos, das cefalosporinas e das penicilinas. Todos
se apresentam em veiculos de absorg¢ao lenta, ge-
ralmente oleosos (COSTA, 2006), sem que esses
sejam discriminados no medicamento.

O uso de antimicrobianos no periodo seco ¢
eficaz na elimina¢ao do microrganismo (OWENS,
etal. 2001; SHEPHARD et al., 2004; BANSAL et
al., 2005), mas, em relacao as células, seu efeito
ainda nao foi bem esclarecido. Alguns autores,
em investigacdo da hipdtese de que uma potencial
interferéncia do medicamento atuando sobre a
funcdo imune pudesse diminuir sua eficacia te-
rapéutica, avaliaram a a¢@o de alguns principios
ativos nos fagdcitos (NICKERSON et al., 1982;
NICKERSON et al., 1986; PAAPE et al., 1990;
DOSOGNE et al., 1998) e inferiram que a avalia-
cdo de funcdo fagocitica estava sujeita a muitas
interferéncias (PAAPE et al., 1996).

DOSOGNE et al. (1998) observaram in
vitro, através da técnica de citometria de fluxo,
que, em concentragdes terapéuticas, a cefapirina
e a mecilinamina ndo afetam a atividade antibac-
teriana dos fagocitos polimorfonucleares (PMN)
isolados de sangue bovino, isto €, ndo houve
efeito sobre a fagocitose. Entretanto, LINTNER
& EBERHART (1990) afirmaram que, ao observar
em microscopia de fluorescéncia a ingestdo de
Staphylococcus aureus por fagocitos PMN, esta
foi reduzida quando os medicamentos testados
estavam em associacdo com outros componentes
lacteos 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 antibidticos
apresentaram efeitos inibitorios na fagocitose,
mas outros ou os mesmos antibioticos em doses e
concentragdes diferentes poderiam nao apresentar
efeito sobre a atividade dessas células.

Dessa forma, pode-se observar que a fa-
gocitose € susceptivel a diversas interferéncias
(PAAPE et al., 1996).

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

O objetivo do presente estudo foi avaliar
a influéncia de medicamentos indicados para o
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tratamento de mastite no periodo seco sobre a
fungao fagocitica dos leucocitos lacteos.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas seis vacas sem
antecedentes de tratamento para mastite nos tltimos
trinta dias e negativas ao exame bacterioldgico do
leite. Destas fémeas colheram-se, assepticamente,
vinte amostras com 500 mL de leite distribuidos
em frascos do tipo Falcon de 50mL, mantidos
a 4°C 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,
constituido principalmente de gordura, foi retirado
com uma espatula, ou simplesmente teve seus
bordos descolados do frasco antes de reverter
o conteudo. Apds ser desprezado o restante do
sobrenadante, invertendo-se o frasco uma Unica
vez, manteve-se preservado apenas o botdo de
cé¢lulas formado na superficie inferior. Esse
botdo foi desprendido através da aspersao gentil
de PBS (aproximadamente 2mL de PBS por
frasco). Colocaram-se todos os botdes 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).

Apds uma segunda centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado, o botdo formado
desprendido e ressuspendido em ImL de meio
enriquecido (RPMI 1640) para melhorar as
condicdes de sua preservacao.

Para definir se a amostra continha células
suficientes para o ensaio de fagocitose e se estas
células possuiam vitalidade conveniente (se es-
tavam vivas ou viaveis), uma aliquota de 10 uL
da suspensao celular (células ressuspendidadas
em ImL de RPMI 1640) foi adicionada a 90 uL
de solucdo de azul de tripan a 0,1 % (MERCK")
e realizada a contagem de leucocitos do leite em
camara de Neubauer, no quadrante dos leucécitos,
em microscopia optica (microscopio OLYMPUS")
com aumento de 400x.

O ntmero total de células contadas no qua-
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drante de leucécitos correspondeu a concentragdo
celular da suspensao celular 1, fornecendo-se seu
resultado em niimero de células/mm?, que foi con-
vertido em niimero de células/mL (multiplicou-se
por dez o nlimero obtido na camara que correspon-
de ao niimero de células contadas, correspondente
a diluicdo, novamente multiplicado por dez, que
corresponde a altura da cdmara e finalmente mul-
tiplicado por mil, para ser convertido em mL).
Essas etapas foram substituidas por nimero de
células contadas X 103 células/mL.

Para a execucdo das provas calculou-se a
concentra¢do de células vidveis, com o objetivo de
obter uma suspensao de células com 2x10° células/
mL (suspensdo celular 2).

A suspensio celular 2, adicionaram-se
os medicamentos antimastiticos utilizados
para vacas secas, previamente diluidos 1:1 em
RPMI 1640, a saber: cefalonio anidro (M1),
gentamicina (M2), benzilpenicilina associada
a naficilina e a dihidroestreptomicina (M3),
uma associacdo entre penicilina, penicilina
semissintética ¢ aminoglicosideo; cloxacilina
(M4), uma penicilina semissintética. Empregou-se
volume correspondente a 1/100 da dose disponivel
para um quarto mamario (segundo recomendagao
do fabricante).

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

Para o ensaio de fagocitose foram empregadas
placas de poliestireno com 24 pocos de 16 mm de
diametro (COSTAR® 3424), dentro dos quais
foram colocadas laminulas de vidro de 13 mm de
diametro e, sobre estas, aliquotas de 200 pL da
suspensdo celular final (apds serem mantidas em
estufa). Ap6s uma hora em temperatura ambiente,
as laminulas foram lavadas duas vezes com 1,0
mL de RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro
fetal bovino.

A primeira coluna de pogos serviu de contro-
le para a técnica com a adi¢ao da suspensao celular
2 e de parede de células mortas de Saccaromyces
cerevisiae (ZYMOSAN SIGMA®). As demais
colunas receberam as amostras de suspensao celu-
lar 3 com 0 Zymosan, sendo um medicamento por
coluna. Cada amostra foi plaqueada em duplicata,
ocupando duas linhas.

Ap6s a adicio de 3uL Zymosan por pogo, as
placas foram fechadas e incubadas a 37°C durante
uma hora, repetindo-se a dupla lavagem dos pogos
com 1000 uL RPMI 1640 com 10% de soro fetal
bovino, seguida de fixagdo com 200 pL de solugao
de glutaraldeido durante dez minutos. Em seguida,
acrescentou-se 1,0 mL de dgua Milli-Q. Desse
modo, as laminulas estavam prontas para leitura.

Observaram-se as células que fagocitaram
as particulas de Zymosan através da leitura das
laminulas 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 particulas de
Zymosan.

FIGURA 1. Fotomicrografia de fagdcito
de secrec¢do lactea de vaca, aderida in vitro,
com particulas de Zymosan no interior do
citoplasma, indicando fagocitose, aumento
de 600x.
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Para a comparacao entre os indices médios
de fagocitose conforme os diferentes tratamentos
e entre estes e o controle, apds a constatacao
da normalidade da distribuicao das amostras,
utilizando-se do Teste de Kolmogorov-Smirnov,
foi empregado o Teste T Pareado. Adotou-se um
intervalo de confianga de 95%, com o auxilio do
software estatistico MINITAB® Release 14.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de ndo ser novidade o fato de
a cura da mastite depender da associacdo de
fatores inerentes ao animal, ao patdogeno e ao
medicamento (COSTA, 2006), ainda ¢ incomum
que o conjunto seja avaliado, principalmente
quanto ao hospedeiro (CRISPIE et al., 2004;
BARKEMA et al., 20006).

Os medicamentos utilizados para tratamento
de vacas no periodo seco sdo conhecidos por sua
eficicia na secagem da mama e na sua acao contra
o agente (OWENS et al., 2001; SHEPHARD et
al., 2004; BANSAL et al., 2005). Entretanto essa
eficadcia ndo necessariamente estd relacionada a

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

Baseando-se na hipdtese de que a eficacia
de um medicamento antimastitico, principalmente
os indicados para emprego no periodo seco, ndo
depende apenas de seu efeito antimicrobiano, o
presente estudo buscou avaliar a interferéncia
do medicamento (antimicrobiano mais veiculo
g.s.p.) na funcao fagocitica, utilizando a técnica
de fagocitose in vitro.

Conforme apresentado na Figura 2, os indi-
ces de fagocitose das c€lulas submetidas aos tra-
tamentos 1 e 3 ndo apresentaram diferengas entre
si ou em relacdo ao controle. Contudo, o indice 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 indice 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.
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FIGURA 2. Box-plot* do indice de fagocitose (%) de amostras de leite de vacas frente a diferentes medicamentos anti-
mastiticos com indicagdo para o periodo seco (Sao Paulo, 2000).
' M1: cefalonio anidro; M2: gentamicina; M3: benzilpenicilina associada a naficilina e a dihidroestreptomicina; M4:

cloxacilina.

2 Para distintas letras, diferenga 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 mamarios (NICKERSON et al., 1982,
1986; PAAPE et al., 1990, 1996; DOSOGNE et
al., 1998) utilizaram técnicas e preparagoes dife-
rentes. DOSOGNE et al. (1998) ndo encontraram
interferéncia na capacidade fagocitica in vitro dos
fagocitos sanguineos submetidos a exposi¢cao com
cefapirina e mecilinamina. No presente estudo,
os medicamentos contendo cefalonio anidro e a
combinacdo de benzilpenicilina com naficilina
e diidroestreptomicina também nao causaram
prejuizo a fagocitose, neste caso empregando-se
fagocitos lacteos. E importante atentar para os mé-
todos empregados nos experimentos que avaliam
a fun¢do fagocitica, pois PAAPE et al. (1996) ja
referiram diferencas funcionais entre os fagocitos,
bem quanto a origem destes (sangue ou leite) e a
concentra¢cdo de medicamento empregada.

LINTNER & EBEHART (1990) observa-
ram que, na presenca de secregcdes mamarias,
juntamente com preparagdes antibidticas, as taxas
de ingestdo do S. aureus foram reduzidas, como se
observou nos resultados obtidos com as amostras
submetidas aos tratamentos com gentamicina e
com cloxacilina, sendo esta Gltima um dos prin-
cipios utilizados no estudo mencionado.

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

As contradi¢des ndo se limitam a diferentes
autores. Em estudo realizado utilizando doze
preparagoes antibidticas diferentes, NICKERSON et
al. (1982) observaram que a maioria dos antibioticos
utilizados produzia efeitos deletérios na funcdo dos
fagocitos, mas ndo observaram essa redugdo nas
amostras submetidas a gentamicina, o que nao foi
obtido neste estudo. A mesma equipe, em 1986, fez
outro estudo com trés antibidticos e observaram
que as células PMN isoladas de glandulas tratadas
com tetraciclina e gentamicina tiveram redugdo
na atividade fagocitica, contradizendo o estudo
realizado anteriormente e refor¢ando os resultados
encontrados no presente experimento.

COSTA (2006) afirmou que, em termos
praticos, a gentamicina apresenta bons resultados
no tratamento da mastite e esta presente em muitas
preparagdes comerciais no Brasil. A mesma autora
refere que os bons resultados clinicos atribuidos
aos aminoglicosideos (classe a que pertence a
gentamicina) contrapdem a reduzida funcao desses
farmacos na presenca do leite. Mesmo assim sao
utilizados, mostrando que o efeito apresentado na
fungdo das células de defesa da glandula ndo esta
relacionado com os efeitos desejados na secagem
e cura da mama.

PAAPE et al. (1990), relataram que, em
doses altas e intermediarias, o cloranfenicol tem
efeito inibitorio sobre a fagocitose. J4 o florfenicol
e o tianfenicol ndo apresentam esses efeitos em
qualquer concentragao testada.

HOEBEN etal. (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
fagocitica das células do presente estudo. Como
foi usado o medicamento na forma comercial, esse
efeito ndo pode ser exclusivamente atribuido ao
antimicrobiano e sim ao medicamento completo,
incluindo o veiculo ndo citado pelo fabricante.

Recomenda-se cuidado em se atribuir o
efeito da fagocitose ao antimicrobiano, mas deve-
se considerar, principalmente no caso em que
sdo indicadas profilaticamente as aplicagdes de
medicamentos formulados para o periodo seco
em animais nao infectados, se esses ndo poderiam
interferir negativamente no processo fisiologico de
secagem, quando a fagocitose ¢ fundamental.

CONCLUSAO

A fungdo fagocitica pode ser prejudicada por
alguns dos medicamentos disponiveis no mercado,
embora também existam os indcuos a essa fungao.
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