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A explosdo oxidativa dos neutrdfilos na reagdo a
infecgdo pode resultar em danos celulares e causar, entre
outras alteragdes, a anemia da doenga inflamatoéria. O
sistema glutationa e a vitamina E sdo antioxidantes que
inativam os radicais livres. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar os efeitos da administragdo de vitamina
E sobre o eritrograma e a glutationa reduzida eritrocitaria
(GSH) de cabras desafiadas com a inoculagdo intramamaria
de Staphylococcus aureus ao décimo dia pds-parto. Foram
usadas 28 cabras, primiparas, da raca Saanen, na faixa eta-

RESUMO

ria de dez a dezesseis meses, distribuidas, aleatoriamente,
para quatro tratamentos, cada um com sete animais, como
segue: controle (TC), suplementacdo com vitamina E (TV),
desafio por Staphylococcus aureus (TM) ¢ suplementagdo
com vitamina-E e desafio por S.aureus (TVM). Conclui-se
que a inoculag@o de S.aureus na glandula mamaria néo altera
o eritrograma ¢ a glutationa reduzida eritrocitaria e que a
vitamina E favorece, positivamente, uma melhor resposta
eritrocitaria.
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ABSTRACT

ERYTHROCYTE OXIDATIVE METABOLISM AND ERITROGRAM IN MASTITIS INDUCED BY
Staphylococcus aureus ON GOATS WITH ADMINISTRATION OF VITAMIN E

The oxidative boom of neutrophils to infection
reaction can result in cellular injury and lead to inflammatory
disease anemia, among other disorders. The glutathione
system and the vitamin E are antioxidants that disable free
radicals. The aims of the present study were to evaluate
the effects of administration of vitamin E on erythrogram
and erithrocyte reduced glutathione (GSH) of 28 Saanen
goats, experimentally challenged Staphylococcus aureus
trough intramammary route, ten days after parturition. The
animals had between ten and sixteen months of age, had
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their first deliver by the time of the experiment and were
randomly divided in four groups: control (CG), vitamin E
supplementation (VG), inoculated with S. aureus (MG) and
inoculated with S. aureus and vitamin E supplementation and
(VMQ). It could be concluded that inoculation of S.aureus
in mamary glands of Saanen goats produce no change
on erythrogram and on erythrocytic reduced glutathione
concentration, and the vitamin E causes a better erythrocyte
response in goats.
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INTRODUCAO

Qualquer tipo de lesao do tecido mamario
pode induzir uma resposta inflamatoria ou mastite.
Entretanto, a doenga do ubere de maior relevancia
¢ aquela associada a infec¢do microbiana (JAIN,
1979). Nas infecgdes causadas por bactérias, a
anemia ¢ um achado frequente, mas o agente in-
feccioso raramente ¢ o responsavel pela anemia.
A maioria das anemias associadas com infec¢oes
bacterianas ¢ causada pela reacdo inflamatoria,
sendo denominada anemia da doencga inflamatoria
(STOCKHAM, 2000). Esta, segundo WANER &
HARRUS (2000), ¢ uma anemia leve a moderada
e normocitica normocrdomica que, em geral, esta
associada aos processos inflamatorios, particu-
larmente as infec¢des cronicas, aos processos
traumaticos e as neoplasias. Em trés a dez dias,
esses fatores podem causar diminui¢des no volu-
me globular e na concentra¢do de hemoglobina,
resultantes das diminuigdes da disponibilidade do
ferro, da sobrevida dos eritrocitos, da liberagao de
eritropoietina e da resposta das células precursoras
da medula 6ssea a anemia, constituindo-se em
uma das principais causas de anemia dos animais
domésticos.

A defesa celular da glandula mamaria
envolve principalmente os neutrdfilos, capazes
de fagocitar uma ampla variedade de particulas
(SORDILLO et al., 1997). Nesse processo ocor-
re uma explosdo na produgdo de metabolitos do
oxigénio, denominados radicais livres, que cons-
tituem o mais eficiente sistema bactericida dos
neutrofilos (COTRAN et al., 1994). Os radicais
livres podem modificar as estruturas da membrana
e de outros componentes celulares dos neutrofilos
e, quando liberados, podem lesionar a membra-
na celular de outros tipos celulares, como, por
exemplo, os eritrocitos (MILLER et al., 1993;
COTRAN et al., 1994; HARVEY, 1997). Além
disso, em razdo da sua funcdo de transportador
de oxigénio, os eritrocitos estdo particularmente
vulneraveis aos radicais livres que sdo formados
no interior da célula durante os processos me-
tabolicos fisioldgicos, principalmente aqueles
relacionados as fungdes da hemoglobina (SMITH,
1987; HARVEY, 1997). Para proteger o organismo

dessas moléculas reativas, uma ampla variedade
de sistemas antioxidantes trabalha em conjunto
(MILLER et al., 1993).

As principais enzimas antioxidantes sdo a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e
a glutationa peroxidase (GSH-Px) (COTRAN et
al., 1994). Os radicais livres derivados do oxigénio
que escapam da degradacdo enzimatica podem
ainda ser inativados pelos antioxidantes nao
enzimaticos, como o ascorbato solivel em agua,
0 P-caroteno e a vitamina E. Esta € o principal
agente antioxidante lipossoltivel. H4 evidéncias da
necessidade da vitamina E para a eritropoiese e a
manuten¢do da integridade dos eritrocitos (RICE
& KENNEDY, 1988; LEE, 1993; MILLER et al.,
1993).

A influéncia da suplementacao de vitamina
E no controle da mastite bovina tem sido descrita.
ATROSHI et al. (1986), ATROSHI et al. (1996) e
BATRA et al. (1992) registram uma menor inci-
déncia de mastite em animais com concentracoes
mais altas de a-tocoferol, o principal composto da
vitamina E. A concentragdo sérica de a-tocoferol
em cabras tende a diminuir nas duas primeiras se-
manas apés o parto e a suplementag@o dos animais
com vitamina E evita a alteragao (PAES, 2000a).
Em cabras primiparas desafiadas com a inoculagao
intramamaria de Staphylococcus aureus, menores
contagens de células somaticas (CCS) e de micror-
ganismos no leite dos animais suplementados com
vitamina E foram descritas (PAES et al., 2003).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar
os efeitos da administragao de vitamina E sobre os
eritrocitos de cabras desafiadas com a inoculagao
intramamaria de Staphylococcus aureus ao décimo
dia pos-parto.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos Laboratorios
Clinico e do Nucleo de Pesquisa em Mastite (NU-
PEMAS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Pau-
lista (UNESP), Campus de Botucatu, SP. Foram
usadas 28 cabras, primiparas, da raca Saanen, na
faixa etaria de dez a dezesseis meses, distribuidas,
aleatoriamente, para quatro tratamentos, cada um
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com sete animais. O primeiro tratamento (contro-
le) foi denominado TC; o segundo, composto por
animais suplementados com vitamina E, denomi-
nado TV; o terceiro, constituido por animais desa-
fiados com Staphylococcus aureus, foi chamado de
TM e o quarto tratamento, composto por animais
suplementados com vitamina E e desafiados com
Staphylococcus aureus, denominado TVM. A dieta
dos animais era constituida de concentrado, feno
de coast-cross, sal mineral e agua ad libitum. No
momento controle, foram realizadas avaliagdes na
carga microbioldgica, na contagem de células so-
maticas (CCS) e no california mastitis test (CMT)
do leite. A suplementacdo de vitamina E constou
de duas aplicagdes, por via intramuscular de 20 mL
de acetato de DL-o-tocoferol, em veiculo oleoso,
correspondendo a 2.000 UI, no dia do parto e no
sétimo dia ap6s o parto. Como indculo, utilizou-se
Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923. Foram
inoculados 10 mL de solucdo salina contendo
300 unidades formadoras de colonia (UFC) de
Staphylococcus aureus na glandula mamaria
esquerda das cabras do TM e do TGVM no déci-
mo dia apds o parto. Os animais desafiados com
Staphylococcus aureus, isto ¢, em TM e TVM,
foram tratados com 200 mg de cefapirina sddica
infundidos na glandula mamaria esquerda, por trés
dias consecutivos, terceiro, quarto e quinto dia
apos o isolamento do microrganismo no leite.

As variaveis foram avaliadas em sete
momentos como a seguir especificado: 1. MC,
momento controle, considerando a média do
resultado de trés colheitas, realizadas no oitavo,
nono e décimo dia apos o parto; 2. MM, momento
mastite, momento do isolamento do Staphylo-
coccus aureus no leite dos animais desafiados,
décimo primeiro dia apds o partoem TC e TV e
décimo primeiro ou décimo segundo dia apos o
parto, conforme o dia do isolamento, em TM e
TVM; 3. M12h, doze horas apos MM; 4. M24h,
24 horas ap6s MM; 5. M48h, 48 horas apds MM;
6. M72h, 72 horas ap6s MM; 7. M168h, sétimo
dia ap6s MM, 48 horas ap6s o término do trata-
mento no TM e no TVM.

Amostras de sangue foram obtidas em tu-
bos a vacuo mediante pun¢do da jugular, sendo
5ml com o anticoagulante acido etilenodiami-

notetracético (EDTA), sal sodico, em solucdo
aquosa a 10% para a realizacdo do eritrograma
e contagem de reticuldcitos € Sml com o anti-
coagulante heparina sodica na razdo de 143 Ul/
mL, para determinagao da glutationa eritrocitaria.
Determinaram-se a contagem total de hemacias,
a concentracdo de hemoglobina, o volume globu-
lar, o volume corpuscular médio, a concentragao
de hemoglobina corpuscular média e a hemoglo-
bina corpuscular média utilizando-se contador
eletronico de células. A observagao de anisocitose
foi realizada em esfregago de sangue periférico,
conforme JAIN (1986). Fez-se a contagem de
reticulécitos de acordo com COLES (1984).
Para a determinagao da glutationa eritrocitaria
reduzida (GSH), usou-se a técnica descrita por
KOHAYAGAWA (1993).

A analise estatistica dos dados foi feita pelo
teste ndo paramétrico de Friedman para a compa-
racdo dos resultados dos momentos dentro de cada
tratamento e o de Kruskal-Wallis para a compara-
¢ao dos tratamentos dentro de cada momento, ao
nivel de significancia de 5,0% (ZAR, 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os animais, a carga microbiold-
gica foi negativa, e a contagem de células soma-
ticas (CCS) e o california mastitis test (CMT)
encontraram-se, de acordo com o proposto por
PAES (2003), dentro da faixa de normalidade para
cabras primiparas na primeira fase da lactacdo.
Nos momentos seguintes, os exames do leite dos
animais do TC e do TV apresentaram resultados
semelhantes aos observados no momento controle.
Nos animais do TM e do TVM foram isolados
Staphylococcus aureus em, pelo menos, dois dos
cinco momentos posteriores ao desafio microbia-
no e anteriores ao tratamento. Nestes momentos
também se observaram diferencas significativas
(p<0,05) na CCS e no CMT em relacdo ao momen-
to controle, indicando a existéncia de mastite.

Os resultados da contagem total de hema-
cias, da concentragdo de hemoglobina (Hb) e do
volume globular (VG) das cabras nos respectivos
tratamentos e nos momentos avaliados encontram-
se na Tabela 1.
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TABELA 1. Mediana e analise estatistica de sete repeti¢cdes do eritrograma de cabras da raca Saanen

Variavel Tratamento Momento

MC MM M12h M24h M48h M72h M168h

TC 12,5 Aa 12,5 Aa 12,6 Aa 12,8 Aa 11,6 Ba 11,6 Ba 11,3 Ba

Hemécia TV 12,7 Aa 13,2 Aa 12,6 Aa 12,4 Ba 12,2 Ba 12,1 Ba 12,5 Aa

xlOG/pL’ ™ 13,1 Aa 12,9 Ba 12,7 Ba 12,8 Ba 12,3 Ca 12,8 Ba 12,6 Ba

TVM 13,3 Aa 12,5 Aa 12,9 Aa 12,9 Aa 12,2 Ba 12,0 Ba 12,7 Aa

TC 9,4 Aa 9,6 Ba 9,6 Ba 9,6 Ba 8,7 Ca 8,7 Da 8,2 Da

Hb TV 10,0 Aa 10,2 Aa 9,9 Aa 9,4 Ba 9,4 Ca 9,4 Ca 10,4 Ab

g/dI: ™ 10,7 Aa 10,2 Ba 9,9 Ba 10,0 Ba 9,1 Ca 9,8 Ba 9,4 Bb
TVM 10,0 Aa 104ABa 9,7ABa 9,9 ABa 9,3Ca 9,1 Ba 10,0 ABb

TC 25,0 Aa 26,0 Aa 26,0Aa 27,0Aa 24,0Ba 24,0Ca 24,0 Ca

TV 27,0 Aa 28,0 Aa 27,0Aa  26,0Aa 26,0Aa 26,0 Aa 28,0 Aa

Volume globular, % ™ 29,0 Aa 28,0 Ba 27,0Ba  28,0Ba 27,0Ca 27,0 Ba 28,0 Ba

TVM 28,0 Aa 27,0 Aa 2800Aa 27,0Aa 26,0Ba 25,0Ba 27,0 Aa

Letras minusculas. Para cada tratamento, valores seguidos por letras iguais ndo diferem significativamente a variavel analisada nos diversos momentos

(p>0,05).

Letras maiusculas. Em cada momento, os valores seguidos por letras iguais nao diferem significativamente a variavel analisada nos diversos tratamentos

(p>0,05).

No momento controle dos quatro trata-
mentos, as medianas da contagem total de he-
macias, da concentracdo de Hb e do VG (Tabela
1) tiveram valores semelhantes aos relatados por
JAIN (1986), MARQUES JUNIOR et al. (1990)
e PAES et al. (2000b). Ao longo do experimento
ocorreram diminui¢des nesses valores em todos
os tratamentos. No entanto, ndo ultrapassaram
os limites minimos de referéncia propostos por
JAIN (1986). Esses decréscimos ocorreram com
maior notoriedade no momento M48h. Segundo
WANER & HARRUS (2000), a anemia da doenga
inflamatoria (AID) pode ocorrer em um periodo
de trés a dez dias ap6s o inicio do processo infla-
matorio, o que poderia justificar a diminuicdo das
variaveis no TM e no TVM. A AID, entretanto, ndo
justifica os decréscimos semelhantes observados
no TC e TV. Possivelmente, o estresse causado
pelas colheitas sucessivas possa responder por
tais alteragdes, ja que, durante os momentos MC a
M24h, foram colhidos cerca de 180mL de sangue
em quatro dias, o que representa aproximadamente
9,0% do sangue total do animal.

Ap6s o intervalo de cinco dias, entre os
momentos M72h e M168h, apenas nos tratamen-
tos onde os animais foram suplementados com
vitamina E ocorreu o retorno aos padrdes-controle
na contagem total de hemacias, na concentragao

de Hb e no VG. Ao contrario, nesse intervalo, os
animais nao suplementados apresentaram diminui-
¢do nessas variaveis, embora nao estatisticamente
significativa (p>0,05) (Tabelal).

J& que a caréncia de vitamina E pode dimi-
nuir a sobrevida das células e prejudicar a efetivi-
dade da eritropoiese (LEE, 1993), a suplementagado
dos animais com vitamina E pode ter beneficiado
o processo de producao dos eritrocitos na medula
Ossea, assim como mantido uma maior quantidade
de eritrocitos integros na circulagao periférica. Os
resultados sugerem que a vitamina E, independen-
te dos mecanismos envolvidos, leva a uma melhor
resposta eritrocitaria em caprinos. Entretanto,
HAWKEY etal. (1984) ndo observaram correlagao
entre os niveis séricos da vitamina E e os valores
hematologicos em ovinos.

Nao foram observados reticulocitos nos
esfregacos de sangue periférico corados com o
novo azul de metileno, assim como alteragdes
na policromasia dos esfregagos corados com
Giemsa. Nos ruminantes, segundo JAIN (1993),
a liberagdo de reticulocitos da medula dssea para
0 sangue periférico ocorre apenas sob estimulo
intenso da medula 6ssea. E, portanto, rara a ob-
servagdo dessas células no esfregaco de sangue
periférico, o que, consequentemente, determina
uma menor possibilidade de alteragdes nos indices
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eritrocitarios, VCM, CHCM e HCM. Entretanto,
estimulada pelo hormonio eritropoietina, a eritro-
poiese efetiva pode ser realizada com um menor
numero de divisdes celulares, produzindo, dessa
forma, eritrocitos maiores (DESSYPRIS, 1993).
Os valores dos indices eritrocitarios, no presente
experimento, apresentaram variagdes minimas.
Isso sugere que as diminui¢des dos valores da con-
tagem total de hemacias, da concentragdao de Hb e
do VG nao apresentaram amplitude suficiente para
estimular o aumento da liberagao de eritropoietina
e, consequentemente, a liberacao de reticulocitos e
eritrocitos maduros maiores da medula dssea.

As concentragdes da glutationa eritroci-
taria (GSH) das cabras apresentaram valores
minimo, médio e maximo de 61,7; 96,4 ¢ 160,6
mg/100mL de eritrdcitos, nessa ordem. Portanto,
todas as cabras apresentaram valores superiores
a 60 mg/100mL de eritrdcitos, o que caracteriza
esses animais, segundo a definicdo de AGAR et
al. (1974), como do tipo “alta concentragdao de
GSH”. Resultados semelhantes foram descritos
por AGAR et al. (1974), MORENO et al. (1987)
e VALLEJO et al. (1989). O GSH nao apresentou
diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamen-
tos € nem nos momentos avaliados.

A mastite ndo exerceu influéncia significa-
tiva nos valores do eritrograma e na concentragao
de glutationa eritrocitaria, sugerindo que a resposta
do organismo contra a enfermidade ndo apresentou
amplitude suficiente para provocar alteragdes nos
eritrocitos.

CONCLUSAO

Conclui-se que a inoculagdo de Staphylo-
coccus aureus na glandula mamaria ndo altera o
eritrograma e a glutationa reduzida eritrocitaria
e que a vitamina E favorece, positivamente, uma
melhor resposta eritrocitaria.
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