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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo analisar os aspectos sanitarios da glandula maméria, perfil
de proteinas no soro lacteo e a qualidade do leite produzido pelas racas Curraleiro Pé-Duro e
Pantaneiro. Foram avaliadas 226 amostras de leite obtidas de um rebanho da raga Curraleiro
Pé-Duro, localizados no municipio de Cocalzinho, Goiés e 107 amostras de leite de bovinos
Pantaneiro, pertencentes a Fazenda Nhumirim -unidade experimental da Embrapa Pantanal,
municipio de Corumba, Mato Grosso do Sul, no periodo de janeiro de 2013 a maio de 2014. De
acordo com o0s resultados encontrados neste estudo, foi possivel determinar os valores
relacionados a composicao centesimal do leite (gordura, proteina, lactose, extrato seco total e
desengordurado) e aspectos fisicos (acidez, pH e eletrocondutividade). Foram identificados
casos de mastite clinica e subclinica nos rebanhos com o envolvimento dos géneros bacterianos
Staphylococcus,  Streptococcus, Bacillus, Corynebacterium, Escherichia, Serratia,
Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Proteus, Yersinia e Shigella. Nao foi observada a
presenca de residuos de antimicrobianos no leite de ambas as racas. A partir da realizacdo da
técnica de eletroforese microfluidica foi possivel caracterizar as principais proteinas presentes
no soro do leite quanto a concentracdo, peso molecular e tempo de migracdo em gel, além de
evidenciar a efeito da mastite sobre as proteinas presentes no soro lacteo, a partir da elevacao
na concentragcdo de albumina, imunoglobulina G e lactoferrina. Os resultados obtidos neste
estudo sugerem que as racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro apresentaram boas condicdes
quanto a qualidade do leite e sanidade da glandula mamaria na maioria dos animais avaliados,
justificando a importancia na conservacao destes recursos genéticos para futura contribuicdo ao
desenvolvimento da pecuaria nacional.

Palavras-chave: contagem de células sométicas, mastite, proteinograma do soro lacteo,
qualidade do leite, racas bovinas locais
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ABSTRACT

This study aimed to analyze the health aspects of the mammary gland, whey protein profile,
and quality of milk produced by the breeds Curraleiro Pe-Duro and Pantaneiro. We evaluated
226 milk samples from a Curraleiro Pé-Duro herd, in the municipality of Cocalzinho, Goiés,
and 107 milk samples from a Pantaneiro herd, belonging to the Nhumirim farm - Embrapa
Pantanal experimental unit, municipality of Corumba, Mato Grosso do Sul, from January 2013
to May 2014. We determined values related to the milk chemical composition (fat, protein,
lactose, degreased, and total dry extract) and physical aspects (acidity, pH, electroconductivity).
According to the results of this study, we determined the values related to the chemical
composition (fat, protein, lactose, total solids, and degreased) and physical aspects of milk
(acidity, pH, electroconductivity). Cases of clinical and subclinical mastitis were identified in
herds with the involvement of bacteria of the genera Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus,
Corynebacterium, Escherichia, Serratia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Proteus,
Yersinia, and Shigella. There was no presence of antibiotic residues in the milk of both breeds.
It was possible to characterize the main proteins present in whey as the concentration, molecular
weight, and gel migration time due to microfluidic electrophoresis assays, besides the evidence
of mastitis effect on whey proteins regarding the increase in the concentration of albumin,
immunoglobulin G, and lactoferrin. The results of this study suggest that Curraleiro Pé-Duro
and Pantaneiro showed good conditions of milk quality and sanity of the mammary gland in
most animals evaluated, justifying the importance in the conservation of these genetic resources
for future contribution to the development of the national livestock.

Keywords: mastitis, whey protein profile, milk quality.



CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

Os bovinos locais brasileiros descendem de ragas ibéricas introduzidas no Brasil
durante o periodo da colonizacao pelos portugueses e espanhdis. Ao longo dos séculos, estes
animais reproduziram-se e como consequéncia do processo de selecdo natural obtiveram a
adaptacdo em diferentes regibes do pais, agregando caracteristicas de rusticidade e resisténcia
a doencas, parasitas e plantas toxicas=.

Apesar das caracteristicas de rusticidade e adaptacdo aos diferentes ecossistemas,
muitos criadores optaram pelo cruzamento entre os rebanhos bovinos locais com linhagens
exoticas visando a melhoria da produtividade. A auséncia de critérios sobre o melhoramento
genético em questdo, resultou na reducéo significativa e quase ao desaparecimento de algumas
racas locais, como Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro®.

O gado Curraleiro Pé-Duro € encontrado nos Biomas Cerrado e Semiarido, sendo
caracterizado pela rusticidade, capacidade de adaptacéo as condigdes adversas do meio e baixo
custo de producédo. Sdo animais pequenos, onde 0os machos adultos apresentam altura média de
1,13 m e 395 Kg e as fémeas 1,17 m e 253 kg. Apresentam cabeca pequena, chifres médios
semelhantes a coroa, pelagem fina e curta, com tonalidades variadas entre amarelo e amarelo
avermelhado com extremidades mais escuras, principalmente no chanfro e ao redor dos olhos>®.

Apesar da aptiddo mista”® os animais vém sendo mais utilizados para corte visto 0
bom rendimento de carcaga, maciez e sabor diferenciado da carne. As fémeas apresentam
habilidade materna e a producdo de leite, mesmo em baixos indices, beneficiando familias
rurais que utilizam estes animais como fonte de alimento ou gerac&o de renda®®.

Diante destas particularidades, observou-se ao longo do tempo, o interesse de
alguns produtores e pesquisadores na conservacdo da raca Curraleiro Pé-Duro, visando a
exploracdo e valorizacdo das potencialidades deste patriménio genético e cultural do pais. Em
virtude desta ac¢do conjunta, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
por meio da Portaria n° 1.150, instituida em 14 de dezembro de 2012, reconheceu o gado
Curraleiro, denominacéo na regido Centro-Oeste do pais, ou Pé-Duro, denominagdo aos animais
localizados na regido Norte e Nordeste, como raca zootécnica, sendo registrada sob 0 nome
“Curraleiro Pé-Duro”. Além do reconhecimento da raca, foi estabelecida a concessédo a
Associacdo Brasileira de Criadores de Bovinos Curraleiro Pé-Duro (ABCPD) o direito de
realizar trabalhos de registro genealdgico, intensificando a importancia dos animais e,
sobretudo a necessidade de conservacdo e utilizagdo destes recursos genéticos de forma

apropriada®?.



Estima-se que atualmente existam mais de 7.000 bovinos Curraleiro Pé-Duro
distribuidos nos criatdrios localizados nos estados da Bahia, Ceara, Goias, Maranhdo, Parj,
Paraiba, Piaui e Tocantins, onde muitos permanecem ainda em condi¢Ges adversas,
principalmente quanto a ambiente e alimentacio®?.

O bovino Pantaneiro, Tucura ou Cuiabano, também se caracteriza como raca local
brasileira, descendente das racas ibéricas que foram levadas para a regido do Pantanal pelos
colonizadores. O processo de adaptacdo e consequentemente de selecdo natural neste local
proporcionou a formacédo de animais rusticos e resistentes, sendo capazes de suportar situaces
pouco favoraveis quanto a clima e nutrigdo, oferecidos pelo bioma®*14,

Observa-se nesta raca, animais rusticos, porte pequeno a medio, com cascos
resistentes em virtude do pastejo em regides alagadas, capacidade de reproducéo significativa,
longevidade e habilidade materna, apresentando também menor exigéncia nutricional, face a
escassez de alimentos no periodo de seca e situacBes adversas no periodo de enchentes.
Apresentam chifres curtos e finos, voltados para frente e com pontas para cima, pelagem
predominante de cor amarelo-avermelhada, focinho negro e pelos mais claros na regido dorsal
e ventral. Sdo animais de comportamento arredio, porém o manejo adequado e constante
permite a observagdo da docilidade da raga®™.

Apesar destes animais apresentarem dupla aptiddo, as caracteristicas satisfatorias
quanto ao ganho de peso, acabamento de carcaca e qualidade referentes a suculéncia e maciez,
torna este rebanho mais atrativo para corte. A raca conta com a presenca de caracteristicas
genéticas positivas para a producdo leiteira, entretanto, preconiza-se melhorias diante a
qualidade e quantidade de alimentos, manejo adequado e um programa de selecdo a fim de que
0s animais possam interagir de forma significativa para a pecuéria leiteira da regifo e do pais®™>
17_

Os bovinos Pantaneiro participaram de forma ativa na pecuaria local, entretanto,
foram substituidos ou miscigenados gradativamente pela introdugcdo das ragas zebuinas,
apresentando grave risco de extingdo!®°, Diante das potencialidades do rebanho e da reducéo
significativa de animais e consequentemente de recursos genéticos, a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria (Embrapa Pantanal) em 1984, implantou um Nucleo de Criacdo e
Conservagdo de bovinos Pantaneiro na Fazenda Nhumirim, Corumba, MS, buscando a
manutenc¢do do material genético e a viabilizacdo de pesquisas com esses animais em busca de
sua caracterizacgéo, exploragdo, conservacio e utilizagio®28,

Considerando a importancia e a necessidade de conservagdo desta raca, criadores e

pesquisadores da Embrapa e outras instituicdes, criaram a Associacdo Brasileira de Criadores



de Bovino Pantaneiro (ABCBP) no ano de 2012, sediada no municipio de Poconé, MT. A
associacao luta pelo reconhecimento do rebanho como raga zootécnica junto ao MAPA, pois
entendem que o registro dos animais tende a intensificar a producédo, bem como expandir 0s
critérios para conservacao dos recursos genéticos e a valorizacao da riqueza cultural e social da
regiao®®?. A certificacio de origem aos produtos tradicionais do Pantanal podera trazer ao
queijo Nicola, produzido a partir do leite de vacas Pantaneiro, maior destaque no comércio
nacional e internacional visto a qualidade do produto e riqueza cultural da regido?..

Atualmente, a ABCBP conta com a participacdo de cinco criatorios para bovinos
da raga Pantaneiro nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, estimando a presenca de
aproximadamente 500 animais®®.

Diante da necessidade de conservacdo dos recursos genéticos animais, a
comunidade internacional por meio da Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) instituiu em 2007, um Plano de A¢do Mundial para Recursos Genéticos
Animais e a Declaracdo de Interlaken, a fim de tracar estratégias e responsabilidades aos paises
na promocao do uso racional e sustentavel dos recursos vitais, garantia da biodiversidade animal
em associacdo ao desenvolvimento rural, promocdo da seguranca alimentar e melhoria do
estado nutricional da humanidade?®.

No ano de 2009, por meio da Portaria MCT-MEC N° 1.038 de 10 de dezembro de
20009 foi instituida a Rede Centro-Oeste de P6s-Graduacao, Pesquisa e Inovacdo (Pro-Centro-
Oeste) visando a conservacao e 0 uso dos recursos naturais do Cerrado e Pantanal de forma
sustentavel, além da formacédo de recursos humanos para o desenvolvimento da regido Centro-
Oeste. Algumas linhas de pesquisa foram definidas para a Rede, sendo uma voltada
especificamente para Caracterizacdo, Conservacgdo e Uso das Ragas Bovinas Locais Brasileiras:
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, com objetivo de conhecer as particularidades das duas racas
bovinas locais brasileiras em risco de extin¢do, buscar a conservacdo dos biomas Cerrado e
Pantanal, a sustentabilidade e diversidade genética e a0 mesmo tempo tracar estratégias a
exploracdo pecuéria adequada para estas regides com as ragas locais.

Antes mesmo da instituicdo da Rede Prd-Centro-Oeste, pesquisas foram realizadas
na tentativa de caracterizar as racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro quanto a origem,
adaptacéo, perfil sanitario, comportamento e insercao social das populacdes que utilizam as
duas racas como geracdo de renda e subsisténcia de comunidades rurais®?. No entanto,
observou-se escassez de informag6es quanto a producéo e qualidade do leite destes animais.

Atributos como sanidade da glandula mamaria e qualidade do leite devem ser

considerados para valorizacdo das ragas locais brasileiras com destaque nas potencialidades



genéticas e produtivas destes animais e a possibilidade de aproveitamento tecnoldgico na
obtencdo de produtos alimenticios derivados dessa matriz alimentar®.

Portugal reconhece atualmente 15 ragas bovinas autoctones dispersas pelo pais,
sendo a maioria delas em risco de extin¢do. Varios projetos foram desenvolvidos buscando
reconhecer a importéncia destas racas na fixacdo de comunidades em meio rural e
principalmente a importancia na conservagao da riqueza genética destes animais, que muitas
vezes é associada ao perfil de rusticidade, adaptabilidade e resisténcia destas racas locais frente
as adversidades relacionadas a alimentac&o, clima, relevo e enfermidades?.

Quanto aos aspectos produtivos, a carne assume maior importancia comercial, pois
a certificacdo de origem atribuida aos produtos derivados das racas autdctones permite
agregacao de valor em consequéncia da oferta de alimentos diferenciados e de elevada
qualidade. A aptiddo leiteira vem sendo atribuida em grande parte as racas ovinas, como
exemplo a raca Serra da Estrela, cujo leite é utilizado na obten¢do de produtos com certificacdo
de origem protegida como o queijo e requeijdo Serra da Estrela®2®

As racas bovinas leiteiras, no Brasil, tém descri¢es extensas sobre as propriedades
do leite e detalhamento do perfil sanitario da glandula mamaria, fundamentadas em estudos
cientificos. O mesmo cenéario ndo ocorre com as racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro que sdo
estudadas em periodo menor que uma década*®?’.

O leite caracteriza-se como um alimento de alto valor bioldgico, tendo na sua
composicao proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas e minerais. Estes nutrientes podem ser
influenciados por fatores genéticos, fisioldgicos, nutricionais, sanitarios, comportamentais e
ambientais, durante o processo de sintese do leite na glandula mamaria?®-=3°,

A qualidade do leite pode ser definida por meio de suas caracteristicas quanto a
composicao, aspectos fisico-quimicos e microbiolégicos, sanidade do rebanho, bem como todo
0 processamento envolvendo a obtenc&o, o beneficiamento e distribuicio dos produtos3t32,

O MAPA, por meio da Instrucdo Normativa n° 62, estabelece como forma de
avaliacdo da qualidade do leite a determinacdo da contagem de células somaticas (CCS),
avaliacio da composicéo centesimal e a ocorréncia de residuos quimicos®.

As células somaticas compreendem as células do sistema imune, bem como as
células de descamacdo do epitélio alveolar da glandula mamaria. A contagem destas em
amostras de leite cru além de auxiliar na avaliacdo do estado sanitario da glandula mamaéria,
tem sido utilizada como padrdo ouro para o diagnostico de mastite, principal enfermidade dos

rebanhos leiteiros®4-36,



A mastite ocorre em resposta a uma infecgdo bacteriana, flngica, ou viral na
glandula mamaria, além de traumas mecanicos ou produtos quimicos®’. Caracteriza-se por uma
das doencas que mais onera custos de producédo de fazendas leiteiras e inddstrias de laticinios,
promovendo impacto negativo na eficiéncia e qualidade da producdo, sanidade, bem-estar
animal, sendo uma das principais razdes que comprometem a qualidade do leite3®3°.

Visando o reconhecimento das propriedades nutricionais e tecnoldgicas do leite,
observa-se a necessidade da determinacdo da composi¢édo centesimal que busca a quantificacédo
dos teores de lipideos, proteinas, lactose e demais solidos totais, além da deteccédo de residuos
quimicos no leite, principalmente a presenca de antimicrobianos. Verifica-se desta maneira que,
aliada a quantidade, a qualidade dos componentes do leite € fundamental para aceitacdo e
seguranca dos consumidores e para utilizacdo deste produto na industria de laticinios*®,

Considerando as proteinas e peptideos no leite, verifica-se que alguns fatores
importantes como espécie, raca, sanidade, periodo de lactacdo, alimentacdo, mudancas
climéaticas e manejo de ordenha, podem alterar significativamente a concentragdo destes
constituintes***”. Desta forma, buscando a caracterizagio das ragas bovinas brasileiras locais e
a avaliacdo da qualidade do leite produzido, verifica-se que além da determinacdo dos
constituintes do leite, cabe destacar a necessidade e a importancia do fracionamento
eletroforético das proteinas lacteas, estas que se constituem ingredientes valorizados pelas suas
excelentes propriedades nutritivas, tecnoldgicas e funcionais?®3237.4043:48

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a sanidade da glandula maméaria, a
qualidade do leite e o perfil eletroforético das proteinas do soro lacteo de rebanhos de bovinos

Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro.
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CAPITULO 2 - QUALIDADE DO LEITE E SANIDADE DA GLANDULA MAMARIA
DE BOVINOS CURRALEIRO PE-DURO E PANTANEIRO

Resumo

Buscou-se neste estudo a avaliacdo do perfil sanitario da glandula mamaria e a qualidade do
leite produzido por bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro. Foram avaliadas 226
amostras de leite da raca Curraleiro Pé-Duro e 107 amostras de leite de bovinos Pantaneiro,
localizados nos estados de Goias e Mato Grosso do Sul, no periodo de janeiro de 2013 a
dezembro de 2014. Apds a realizacdo dos testes da caneca telada e California mastitis test,
foram colhidas as amostras de leite para avaliagdo microbioldgica, fisico-quimica e contagem
de células somaticas. Observou-se a ocorréncia de apenas um caso de mastite clinica no rebanho
bovino Curraleiro Pé-Duro por meio do teste da caneca telada além de percentuais de 33,6% e
39,3% de quartos mamarios reagentes ao teste California Mastitis Test nas racas Curraleiro Pé-
Duro e Pantaneiro, respectivamente. A partir da avaliacdo da contagem de células somaticas
foram observados 78,3% e 68,2% das amostras de leite dos rebanhos Curraleiro Pé-Duro e
Pantaneiro com valores <200.000 céls/mL, enquanto percentuais de 21,7% e 31,8% das
amostras de leite apresentaram valores superiores, indicando mastite. Quanto a composicao
centesimal do leite foram observados para a raga Curraleiro Pé-Duro valores médios de
1,14+0,80% para o teor de gordura; 3,74+0,57% de proteinas; 4,70+0,39% lactose;
10,51+1,15% para o extrato seco total e 9,37+0,69% para o extrato seco desengordurado,
enguanto para a raca Pantaneiro, o teor de gordura médio esteve entre 1,29+0,93%; 4,23+1,37%
proteina; 4,07+0,89% lactose; 10,55+1,84% extrato seco total e 9,26+1,03% extrato seco
desengordurado. Os valores determinados para a acidez titulavel no leite foram 16,15+2,60°D;
15,56+2,65°D, pH (6,78+0,24; 6,71+0,22) e condutividade (4,70+0,86mS/cm;
4,46+0,76mS/cm). Além da auséncia de residuos de antimicrobianos no leite de ambas as racas,
foram identificados no leite, a partir do isolamento convencional, os géneros bacterianos
Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter, Serratia, Yersinia, Shigella, Proteus e Escherichia. Diante dos resultados obtidos,
verificou-se a baixa ocorréncia de mastite nos rebanhos Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, com
destaque ao maior envolvimento de patdgenos de origem ambiental. O leite produzido por estes
rebanhos foi semelhante as racas de aptiddo leiteira quanto a composicao centesimal e atendeu
0s parametros vigentes de qualidade quanto a contagem de células somaticas do leite. Estes
resultados sugerem que as racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro constituem recursos genéticos
importantes a serem conservados e apresentam potencial de exploracéo.

Palavras-chave: contagem de células somaticas, mastite, qualidade do leite, racas bovinas

locais
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Abstract

Milk quality and mammary gland sanity of Curraleiro Pé-Dura and Pantaneiro cattle

We sought in this study to assess the health profile of the mammary gland and the quality of
milk produced by cattle of Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro breed. We evaluated 226 milk
samples from Curraleiro Pé-Duro breed and 107 samples from Pantaneiro breed, from January
2013 to December 2014, in the states of Goids and Mato Grosso do Sul, . Upon completion of
the mug tests and California mastitis test, milk samples were collected for microbiological and
physical-chemical analysis and somatic cell count. We observed the occurrence of only one
case of clinical mastitis in cattle Curraleiro Pé-Duro through the screened mug test as well as
33.6% and 39.3% of mammary quarters reagents to California Mastitis Test for the breeds
Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro, respectively. From the assessment of somatic cell counts,
we observed 78.3% and 68.2% of milk samples from herds Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro
with values <200.000 cells / mL, while percentages of 21.7% and 31.8% of milk samples
showed higher values indicating mastitis. As for the chemical composition of milk, we observed
for Curraleiro Pé-Duro the mean values of 1.14 + 0.80% fat content; 3.74 £ 0.57% protein;
4.70 £ 0.39% lactose; 10.51 + 1.15% total solids; and 9.37 + 0.69% Total solids. On the other
hand, we verified for Pantaneiro breed, the mean values of 1.29 + 0.93% fat content ; 4.23
1.37% protein; 4.07 + 0.89% lactose; 10.55 + 1.84% total solids and 9.26 + 1.03% Total solids.
The values determined for milk acidity were 16.15 + 2.60 ° D; 15.56 ° + 2.65 D; pH (6.78 =
0.24, 6.71 = 0.22); and conductivity 0,86mS + 4.70 / cm, 4.46 + 0,76mS / cm . Despite the
absence of antimicrobial residues in milk of both breeds, bacteria of the genera Staphylococcus,
Streptococcus, Corynebacterium, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Serratia,
Yersinia, Shigella, Proteus, and Escherichia were identified in the milk by conventional
bacterial isolation method . Based on these results, there was a low occurrence of mastitis in
herds Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro, highlighting the greater involvement of
environmental origin pathogens. Milk produced by these herds was similar to breeds of dairy
aptitude regarding the chemical composition, and attended the prevailing standards of quality
as milk somatic cell count. These results suggest that Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro breeds
are important genetic resources to be kept with a potential for exploitation.

Keywords: somatic cell count, mastitis, milk quality, local breeds

1. Introducéo

As ragas bovinas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro representam um importante
recurso genético animal a ser conservado, devido ao impacto socioecondmico e suas
potencialidades zootécnicas'. Estas racas locais brasileiras, embora apresentem indices de
producdo mais baixos do que as ragas exdticas e sintéticas, destacam-se pela notavel adaptacdo
aos tropicos, onde foram submetidas a um longo processo de selegdo natural que Ihes permitiu
adquirir as caracteristicas de adaptagdo, resisténcia a doencas, parasitas e plantas toxicas*”’.

Apesar da aptiddo mista, os animais sdo pouco explorados quanto a producao de

leite>*®, sendo oportuno avaliar nestas racas atributos como perfil produtivo, sanidade da
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glandula maméria e qualidade do leite, a fim de caracterizar e avaliar o potencial das populacdes
de bovinos locais, reconhecendo as relagdes entre caracteristicas de producdo e adaptacdo as
diversas condi¢fes ambientais, muitas vezes menos favoraveis.

O leite ¢ um dos alimentos mais completos, sendo uma importante fonte de
proteinas, lipideos, carboidratos, sais minerais e vitaminas. A caracterizacdo da composi¢do
lactea auxilia na determinacéo de sua qualidade, por fornecer informagGes sobre a utilizacdo de
nutrientes e a saude do animal, além de definir as diversas propriedades industriais®®.
Alteracdes na alimentacdo, manejo, genética além das caracteristicas individuais, como o
periodo de lactacdo, escore corporal, enfermidades ou situacdes de estresse sdo variantes
capazes de influenciar na composicao e no mecanismo de ejecéo do leite, promovendo retencao
na glandula mamaria®®-°,

A mastite também promove alterac6es significativas na composicéo e propriedades
fisico-quimicas do leite?®?!, O processo inflamatério decorrente da agressdo do epitélio da
glandula mamaria por um agente infeccioso, quimico, mecéanico ou térmico, apresenta-se como
a enfermidade de maior prevaléncia nos rebanhos leiteiros, sendo capaz de comprometer a
qualidade do leite, impactar a satde plblica e causar sérios prejuizos econdmicos?>%,

A mastite apresenta-se sob duas formas, a clinica, com a observacéao de alteracoes
macroscopicas no leite e no Ubere e sintomatologia sistémica dos animais, como elevagdo da
temperatura corporal, inapeténcia, desidratacdo, podendo resultar em 6Obito, nos casos mais
severos e a forma subclinica, que se caracteriza pela diminuicdo da producao leiteira, sem que
sejam observados sinais visiveis do processo inflamatdrio na glandula mamaéria ou no leite!8°,

A forma subclinica da doenca é a mais frequente nos rebanhos leiteiros, onde além
da reducdo na producdo de leite e das alteracBes na sua composicdo, é caracterizada pelo
aumento na contagem de células somaticas (CCS), que compreendem as células de descamacéo
do epitélio alveolar, bem como células do sistema imune presentes na glandula maméria,

constituindo um dos principais pardmetros para o diagndstico de casos subclinicos no rebanho?*

30_

Os principais agentes etioldgicos envolvidos na mastite sdo classificados quanto a
origem e modo de transmissdo, como ambientais ou contagiosos. Os patdgenos ambientais sdo
descritos como microrganismos oportunistas, estando presentes principalmente na agua, solo,
fezes e ar, e 0s agentes mais comuns s&o 0os membros da familia Enterobacteriaceae (como
Escherichia coli, Klebsiella spp. e Serratia spp.), Streptococcus uberis e Pseudomonas spp.2"%.

O diagnostico da mastite compreende o exame fisico da glandula mamaria e 0s

testes complementares, aléem do isolamento e identificagdo dos microrganismos envolvidos.
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Para a mastite clinica, destacam-se a inspecao visual dos tetos e do Ubere e a observacdo das
caracteristicas macroscopicas do leite por meio do teste da caneca de telada, que permite a
visualizacdo de alteracdes macroscéopicas como a presenca de grumos, pus, coagulos, sangue e
alteracBes na coloracdo normal do leite?331-34,

A forma subclinica, por promover reagdes brandas na glandula mamaria, muitas
vezes imperceptiveis, e sem alteragdes macroscopicas, pode ser detectada por exames
complementares baseados no conteudo celular do leite como o California mastitis test (CMT)
e pela contagem de células somaticas (CCS). Além disso, outras determinaces como teores de
cloretos e a eletrocondutividade no leite, podem auxiliar no diagnostico de mastite, visto que
diante do processo inflamatério na glandula mamaéria ha aumento das concentrac@es de sodio,
cloro e bicarbonato, em consequéncia da destruicdo do epitélio secretor e de alteracbes na
permeabilidade vascular?635-37,

Diante de tais consideracdes e escassez de informacOes sobre os aspectos
produtivos das racas locais brasileiras, buscou-se com este estudo avaliar os parametros que
envolvem a qualidade do leite de rebanhos bovinos das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro,

além de estabelecer o perfil sanitario da glandula mamaria das fémeas em lactacao.

2. Material e métodos

2.1. Descricdo das propriedades e dos rebanhos

2.1.1. Curraleiro Pé-Duro

No presente estudo foi acompanhado o rebanho bovino da raga Curraleiro Pé-Duro
com aproximadamente 150 animais pertencentes a Fazenda Coqueiro, localizada no municipio
de Cocalzinho, Estado de Goias, que realiza atividades voltadas para melhoramento genético e
piscicultura. O proprietario € membro da Associacéo de Bovinos Curraleiro Pé-Duro (ABCPD),
realiza criacdo extensiva de bovinos Curraleiro Pé-Duro, e seu sistema produtivo esta voltado
as fases de cria e recria e venda de novilhos, acima de seis meses.

A propriedade conta com controle zootécnico e no manejo sanitario envolvendo as
vacinagdes contra brucelose, febre aftosa, raiva, rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), diarreia
viral bovina (BVD), leptospirose e clostridioses, aléem da vermifugacgéo do rebanho. Todos os
animais tém acesso a mistura mineralizada, dgua e pasto nativo da regido (capim gordura -

Melinis minutiflora) ad libitum.
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As fémeas iniciam a pari¢do aos 18 - 24 meses, pesando aproximadamente 300 kg.
Apresentam Ubere bem implantado, com tetos de comprimento reduzido. A paricao se inicia no
final de agosto, sendo o periodo de lactacdo estimado entre 170 e 210 dias.

Apesar da raca ser docil, a auséncia de manejo constante associada a existéncia de
instalacdes rudimentares, dificultou o processo de colheita de amostras, ndo foi possivel
controlar, de modo eficiente, 0 nimero de animais amostrados a cada visita na propriedade.

Foram realizadas colheitas mensais no periodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2014,
totalizando 13 visitas, 0 que permitiu 0 acompanhamento de 90 vacas em diferentes estagios de

lactacdo, totalizando 226 amostras.

2.1.2. Pantaneiro

O rebanho bovino Pantaneiro avaliado, pertence ao Ndcleo de Conservacao in situ
do bovino Pantaneiro, localizado na Fazenda Nhumirim, campo experimental da Embrapa-
Pantanal, sub-regido da Nhecolandia, Corumbd, MS, destinado a estudos envolvendo a pecuéria
tradicional da regido. Além de buscar a conservacdo da raca bovina Pantaneiro, o Nucleo conta
com a presenca de aproximadamente 135 animais, sendo 62 fémeas.

Nesta unidade séo realizadas pesquisas que visam a caracterizacdo dos animais sob
0 ponto de vista genético, produtivo, zootécnico e sanitario em trés periodos de lactagdo a fim
de garantir o melhor manejo dos animais, uma vez que permanecem em criacdo extensiva na
Unidade Experimental, sendo reunidos para 0s manejos de vacinagdo, inseminacdo artificial,
pesagem ou atividades ocasionais de pesquisa.

Os bovinos séo criados em piquetes que possuem pastagem nativa, bebedouro com
agua ad libitum, recebem apenas mistura mineral ndo sendo suplementados nos periodos de
escassez de alimento.

O rebanho esta vinculado a diversos projetos de pesquisa, especialmente visando a
reproducéo assistida (inseminacdo artificial por tempo fixo e repasse). A estacdo de monta é
realizada no periodo de dezembro a marco e, depende condi¢des de chuvas e pastagens. As
novilhas sdo cobertas com aproximadamente 300 kg, sendo a idade média na primeira paricéo
de 24 meses. Em geral, as fémeas déo inicio a paricdo no més de dezembro, sendo o periodo de
lactacdo estimado de 150 a 240 dias.

Na Fazenda Experimental Nhumirim foram realizadas trés visitas compreendendo
0s meses de novembro de 2013, janeiro e maio de 2014, durante as quais foram colhidas 107
amostras procedentes de 58 animais, em diferentes estadgios da lactagdo (fase inicial,

intermediaria e final).
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2.1.3. Amostragem
Em relacdo aos bovinos Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro o numero de amostras
colhidas em cada visita variou, sendo que cada amostra representou uma fémea diferente. O

detalhamento da amostragem esté descrito no quadro 1.

QUADRO 1 - Numero de amostras colhidas por visita realizada nas propriedades de bovinos
das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro ao longo do periodo de estudo

Curraleiro Pé-Duro Pantaneiro
Data da visita NUmero de amostras Data da visita NUmero de amostras

Janeiro de 2013 14 Novembro de 2013 15

Fevereiro de 2013 16 Janeiro de 2014 48

Marco de 2013 12 Maio de 2014 44
Abril de 2013 13
Maio de 2013 12
Junho de 2013 21
Julho de 2013 13
Agosto de 2013 11
Setembro de 2013 19
Outubro de 2013 23
Novembro de 2013 24
Dezembro de 2013 27
Janeiro de 2014 21

Total 226 Total 107

A amostragem por conveniéncia ocorreu em funcdo do nimero de animais em
lactacdo e do manejo realizado nas propriedades. O aumento na quantidade de amostras de leite
colhidas do rebanho Curraleiro Pé-Duro foi resultado das melhorias nas instalacbes com a
construcao de brete para contencdo dos animais, auxiliando nos procedimentos realizados neste

estudo.

2.2. Colheita das amostras de leite

Todas as colheitas de amostras foram programadas com antecedéncia para auxiliar
no manejo dos animais e separacdo de vacas e crias. As fémeas que se encontravam no periodo
colostral ndo foram avaliadas.

Realizou-se ordenha manual no periodo da manhd, sem a presen¢a de crias. O
manejo dos animais foi individual em brete, na tentativa de minimizar o estresse e evitar
acidentes. Apos a contencdo dos animais, procedeu-se o exame clinico da glandula maméria,

por meio da palpacdo e observacdo de alteragdes nos tetos e no Ubere. Em seguida, foram
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realizados os testes de caneca telada e o California mastitis test (CMT) para deteccdo de quartos
com mastite clinica ou subclinica.

No teste da caneca telada, desprezou-se os trés primeiros jatos de leite no recipiente
para deposicéo de leite, sequida da observacao de possivel presenca de grumos, codgulos, pus,
sangue ou leite aquoso. Posteriormente, foi realizado o California mastitis test (CMT)® em
cada quarto mamario, por meio da colheita de pequenos volumes (2mL) de cada quarto
mamario em uma raquete plastica (bandeja) e solucdo detergente (2mL). De acordo com a
viscosidade formada entre o reagente e o leite, foram atribuidos escores que variaram de
negativo (auséncia de alteracdo do CMT), tracos (leve formacdo de gel), +1 (fracamente
positivo), +2 (reacdo positiva) e +3 (reagcdo fortemente positiva). Foram classificados como
resultados positivos ao teste de CMT quaisquer graus de viscosidade observados ap6s a mistura
de leite com a solugdo detergente, conforme preconizado por Schalm et al.*,

Apos a realizacdo dos testes da caneca telada e CMT, foram colhidas amostras de
leite, procedendo a antissepsia dos orificios dos tetos com algodao embebido em &lcool 70%
iodado®. A aliquota inicial destinada ao exame microbiol6gico foi obtida por meio de um pool
dos tetos, sendo colhida em frasco esterilizado e sem conservantes perfazendo um total de 40
mL em cada frasco. Em seguida, foi realizada a ordenha completa dos animais, sendo o leite
armazenado em baldes revestidos de plastico esterilizado. Ap6s a ordenha, procedeu-se a
homogeneizacdo do leite e a separacdo de varias aliquotas de cada amostra, em frascos
esterilizados e sem conservantes, para as analises fisico-quimicas e pesquisa de residuos de
antimicrobianos perfazendo um total de 40 mL em cada frasco.

Para obtencdo do leite destinado a contagem de células somaticas e composicao
centesimal, foram utilizados frascos plasticos contendo pastilhas conservantes de bronopol (2-
bromo2-nitropropano-1,3-diol) totalizando aproximadamente 40 mL de leite.

Todas as amostras foram devidamente identificadas (animal) e acondicionadas em
caixas isotérmicas, contendo gelo reciclavel onde permaneceram até a chegada ao Laboratorio
Multiusuério de Microbiologia do Centro de Pesquisa de Alimentos da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias.

Em funcéo dos resultados obtidos no inicio do experimento, optou-se pela aplicagdo
de 0,5mL de ocitocina exogena (10 U.l. de ocitocina sintética) por via intravenosa, na veia
abdominal externa, momentos antes da ordenha, nas duas Ultimas colheitas (meses de dezembro
de 2013 e janeiro de 2014), a fim de avaliar a ocorréncia de leite residual na glandula mamaria
e a influéncia da retencdo lactea na composicao lactea no rebanho Curraleiro Pé-Duro. Este

procedimento ndo foi realizado no rebanho de bovinos Pantaneiro, em decorréncia de uma
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possivel interferéncia nos projetos paralelos em andamento na unidade experimental da
Embrapa Pantanal.

Os procedimentos realizados durante o manejo dos bovinos e as colheitas das
amostras atenderam as normas éticas e principios de bem-estar animal preconizados pela
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
(DBCA) do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) vinculado

ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao.

2.3. Analises de composicdo centesimal e contagem celular somatica do leite

As analises foram realizadas no Laboratério de Qualidade do Leite (LQL) da Escola
de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ-UFG). Apds a recepcdo em
laboratdrio, as amostras foram inicialmente aquecidas em banho-maria a temperatura de 40°C,
por 15 minutos. Para a analise da CCS, foi utilizado o equipamento Fossomatic 500 Basic (Foss
Electric A/S. Hillerod, Denmark), cujo principio analitico baseia-se na citometria de fluxo, com
a expressdo dos resultados em células/mL.

A composicdo centesimal foi determinada utilizando o Milkoscan 4000 (Foss
Electric A/S. Hillerod, Denmark), cujo principio analitico baseia-se na absorcdo diferencial de
ondas infravermelhas pelos componentes do leite determinando os teores de gordura, proteina,
lactose e sdlidos totais do leite cru.

2.4. Analises de acidez titulavel, pH e eletrocondutividade

Os parametros fisico-quimicos avaliados foram acidez titulavel em graus Dornic,
determinacdo do pH, segundo metodologia convencional recomendada pelo MAPA por meio
da Instrucdo Normativa n. 68%.

O teste de acidez pelo método Dornic baseia-se na determinagdo quantitativa da
acidez no leite, por meio de uma reagéo de neutralizagdo, mediante a utilizacdo do reagente de
Dornic e o indicador fenolftaleina, sendo o resultado expresso em graus Dornic (°D).

A concentracdo hidrogenidnica na secrecao lactea foi determinada utilizando-se um
medidor de pH portatil (modelo 205 - marca Testo™), calibrado para a temperatura ambiente
e em solucGes com pH 4,7 e 10.

Os valores de eletrocondutividade foram determinados pelo condutivimetro

(Thermo Scientific™ Orion Star A112). Os valores aferidos correspondem a corrente elétrica
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conduzida no leite devido a presenca de ions, como cloro, sédio e potassio sendo os resultados

expressos em mS/cm (miliSiemens por cm)®.

2.5. Deteccdo dos microrganismos envolvidos na mastite bovina

As amostras de leite foram submetidas a cultura bacterioldgica pela metodologia
convencional, de acordo com o National Mastitis Council- Microbiological Procedures for the
Diagnosis of Bovine Udder Infection and Determination of Milk Quality®’, com modificagdes.

Inicialmente, as amostras foram semeadas em placas de agar sangue desfibrinado
de ovino a 5% e 4gar MacConckey e incubadas a 37+1°C/48h em ambiente de aerobiose. Apos
o isolamento e purificacdo das unidades formadoras de coldnias em &gar nutriente, 0s
microrganismos isolados a partir do agar sangue e do agar MacConkey foram avaliados quanto
as caracteristicas morfotintoriais, culturais e bioquimicas para identificacdo dos géneros
bacterianos.

Os isolados foram avaliados pelo perfil de hemolise, morfologia, sendo submetidos
ao teste de coloragdo de Gram e teste de KOH a 3%. Em seguida, as unidades formadoras de
coldnias caracterizadas como cocos Gram-positivos, foram submetidas a provas de catalase,
oxidase e coagulase em tubos.

Para os microrganismos Gram-negativos, o ensaio analitico empregado baseou-se
na inoculacdo em agar triplice acucar ferro (TSI), para se avaliar o comportamento em relacdo
aos acucares glicose, lactose e sacarose. Apds incubacao a 37 + 1 °C/18 a 24h, procedeu-se a
leitura dos testes e a realizacdo de provas bioquimicas como producdo de urease, indol, sulfito
de hidrogénio (H2S) (Meio SIM), acetoina (caldo VM/VP), utilizacdo de citrato de Simmons,
malonato e lisina descarboxilase e motibilidade .

2.6. Pesquisa de residuos de antimicrobianos

As amostras de leite foram avaliadas pelo teste comercial Delvotest® SP-NT,
compostos por ampolas plasticas, contendo o meio de cultura sélido, esporos do microrganismo
Bacillus stearothermophilus variedade calidolactis, e pipetas descartaveis reguladas para
0,1mL.

O protocolo do teste comercial segundo instruges do fabricante recomenda a
homogeneizagdo da amostra, inoculagdo de 0,1 mL de leite na ampola, incubagdo sob

temperatura de 64+ 0,5°C por até 3 horas e leitura dos resultados®®.
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Em cada ensaio foram inoculados dois controles: negativo (obtido por leite cru
proveniente das vacas da Fazenda Escola da EVZ/UFG que ndo estavam sob antibioticoterapia)
e 0 controle positivo (amostra de leite cru com presenca de antimicrobiano).

A interpretacdo dos resultados baseou-se na alteracdo do pH e da cor do indicador
purpura de bromocresol, considerando-se resultado positivo a auséncia de alteracdo da
coloracdo do meio de cultura (cor purpura) e negativo, indicativo de alteracdo total da cor
purpura para amarelo, isto €, a amostra estava livre de inibidores (residuos de antibioticos) e o
Bacillus stearotermophilus var. calidolactis pode se multiplicar causando acidificacdo da

amostra.

2.7. Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando a estatistica descritiva e representacdes
graficas. A analise de variancia (ANOVA) com dois fatores fixos foi utilizada para avaliar as
modificacbes dos componentes e propriedades fisico-quimicas do leite em relacdo a CCS,
seguida do teste post-hoc HSD de Tukey para a identificacdo das diferencas especificas nas
variaveis em questdo seguindo o critério de significancia estatistica estabelecido (p < 0,05).

Os programas utilizados para a realizacdo das analises estatisticas foram SPSS-
version 19.0 e software R (2009).

3. Resultados e discussao

3.1. Sanidade da glandula mamaéria

Os resultados referentes a realizacdo dos testes da caneca telada e CMT nos
rebanhos Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro ao longo do estudo estdo descritos na Tabela 1.

Em relacdo ao teste da caneca telada, observou-se a presenca de grumos no leite
dos quatro quartos mamarios de um animal da raca Curraleiro Pé-Duro, sendo atribuido ao
grupo racial um caso de mastite clinica.

Frente ao numero de animais avaliados, a ocorréncia de apenas um caso de mastite
clinica pode ter relagdo com a auséncia de exploracdo leiteira dos animais, reduzindo a
possibilidade de transmiss@o de patdgenos durante a ordenha, a presenca constante do animal
com a cria, bem como o mecanismo de defesa dos animais frente a invasao de patdégenos na

glandula mamaria, fato este ligado a rusticidade e adaptabilidade das ragas naturalizadas*®*.
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TABELA 1 - Distribuicdo nas racas Curraleiro Pe-Duro e Pantaneiro das frequéncias absoluta
e relativa aos testes da caneca telada e do California mastitis test (CMT)
realizados nos quartos mamarios

) ) N N° Tetos
Caneca telada California mastitis test (CMT) )
Perdidos
alteracbes grumos
Curraleiro 877 4 585 122 93 66 15 18 2 3
Pé-Duro  (99,5%) (0,5%) (66,4%) (13,8%) (10,6%) (7,5%) (1,7%)
) 415 252 64 79 16 4 6 2 5
Pantaneiros 0
(100%) (60,7%) (15,4%) (19%) (3,9%) (1,0%)
Total 1.292 4 837 186 172 82 19 24 4 8

Quanto a realizacdo do California mastitis test (CMT), observou-se que 66,4% dos
animais da raca Curraleiro Pé-Duro e 60,7% dos Pantaneiros, ndo apresentaram alteracdo ao
teste, enquanto 33,6% dos quartos mamarios reagentes ao teste de CMT em animais da raca
Curraleiro Pé-Duro e 39,3% de quartos reagentes para a raga Pantaneiro, indicando ocorréncia
de casos de mastite em diferentes graus.

Considerando a alteracdo ao teste CMT, observaram-se percentuais de 13,8% e
15,4% dos quartos mamarios com discreto aumento na viscosidade durante a realizacdo do
CMT, porém sem a tendéncia a formacdao de gel, sendo atribuido a estas amostras um escore de
tracos. Neste estudo poucas fémeas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro apresentaram escores
CMT +1, +2 e +3, sendo o que percentual das fémeas foi decrescente, de acordo com a
gravidade do processo, indicando poucos casos de mastite nos rebanhos.

A baixa ocorréncia de casos de mastite subclinica observados neste estudo pode
estar relacionada as caracteristicas de rusticidade e resisténcia dos animais em associa¢do a
reduzida intervencdo no manejo dos animais quanto a exploracgéo leiteira.

O teste da caneca telada e o California mastitis test apresentaram-se como
ferramentas rapidas, de baixo custo, trazendo resultados importantes para a observacdo da
sanidade da glandula mamaria em campo. Apesar de pouco exploradas nas propriedades, estas
ferramentas simples podem resguardar a sanidade dos rebanhos, atuando como recursos rapidos
ao monitoramento didrio.

Os resultados obtidos na contagem de células somaticas das ragas Curraleiro Pé-Duro

e Pantaneiro estdo indicados na Tabela 2.



22

TABELA 2 - Resultados da contagem de células somaéticas do leite, em intervalos de classe, , para
as racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro

Raca Curraleiro Pé-Duro

Inter’valo CCS N % Média Mediana Desvlo Minimo Maximo
(céls/mL) Padréo
<200.000
Total indicativosem 177 78,3 39.514 22.000 47.098 1.000 199.000
mastite
201.000-500.000 24 10,6 314.417 273.500 109.642 202.000 477.000
501.000-750.000 7 3,1 650.571 660.000 78.219 508.000 739.000
751.000-1.000.000 6 2,7 888.500 885.500 67.802 787.000 965.000
>1.000.000 12 5,3 2.497.000 2.326.500 1.295.213 1.033.000  4.399.000

Totalindicativode o 517 967245  609.000 1.097.715  202.000  4.399.000

mastite
Raca Pantaneiro
Inter’valo CCS N % Média Mediana DESVI~O Minimo  Maéaximo
(céls/mL) Padréo
<200.000
Total indicativosem 73 68,2 37.384 12.000 51.385 1.000 198.000
mastite

201.000-500.000 14 131 317.000 311.500 87.308 210.000 464.000
501.000-750.000 6 5,6 641.000 661.500 63.400 550.000 717.000
751.000-1.000.000 7 6,5 855.286 868.000 70.360 762.000 973.000

>1.000.000 7 6,5 2.852.857  3.218.000 1.011.139  1.300.000  3.855.000

Total mgs'fiat‘gVOde 34 318 1.007.088 661500  1.069.748  210.000  3.855.000

Da analise dos dados contidos na Tabela 2 observou-se que 78,3% e 68,2% das
amostras de leite das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, respectivamente, apresentaram
valores de CCS abaixo de 200.000 céls/mL, estando de acordo com os padrbes definidos de
200.000 céls/mL para sanidade da glandula mamaria®?4344,

Como o limite de 200.000 céls/mL é o mais preconizado para 0 monitoramento de
mastite nos rebanhos leiteiros e os valores superiores indicam a ocorréncia de processo
inflamatdrio da glandula maméria, a presenca de menores percentuais de amostras de leite, de
ambas as racgas, nos intervalos de CCS>200.000 cels/mL a >1.000.000 céls/mL, sugerem a
baixa ocorréncia da mastite nestes rebanhos, em comparacdo com rebanhos leiteiros
especializados.

Verificou-se que 78,3% e 68,2% das amostras de leite das racas Curraleiro Pé-Duro
e Pantaneiro, respectivamente, apresentaram CCS abaixo de 200.000 céls/mL (Tabela 2)
indicando glandula mamaria saudavel e excelente qualidade do leite na maioria das amostras
avaliadas. Estes resultados apresentam forte relagdo com as caracteristicas que envolvem a

rusticidade e resisténcia destas racas, entretanto, podem estar também associados a baixa



23

produtividade e auséncia de exploragéo leiteira, visto que a mastite atinge com maior frequéncia
animais de alta produtividade®®, pela maior exposicdo aos agentes ambientais e infecciosos.

Considerando as caracteristicas de rusticidade e resisténcia dos rebanhos Curraleiro
Pé-Duro e Pantaneiro, principalmente a menor qualidade da nutricdo, fatores climaticos,
algumas enfermidades, parasitas e plantas toxicas*#%474849 ¢ auséncia de informagdes sobre a
qualidade do leite produzido, julga-se interessante o contraste dos resultados obtidos neste
estudo com relatos de Jorge et al.>® que ao avaliarem a CCS e a qualidade do leite de bfalas
Murrah no estado de S&o Paulo encontraram valores médios para a CCS de 63.380 céls/mL para
animais sadios, enquanto Céron-Munoz et al.>! observaram média de 79.000 céls/mL.

A CCS das fémeas sadias das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro foram ainda
menores que as relatadas para as bufalas, que sdo reconhecidamente menos suscetiveis a mastite
que as vacas por apresentarem mecanismos de defesa do sistema imune diferenciados como a
musculatura mais potente no ducto papilar dos tetos, bem como, a maior quantidade de fibras
musculares e vasos sanguineos que atuam como barreira mais efetiva na protecdo da glandula
mamaria desta espécie. Além disso, a maior concentracdo da lactoferrina no leite, contribui para
a menor incidéncia de mastite nestes animais®2. Ciente destas informacdes, Medeiros et al.>
sugeriram uma alteracdo no padrdo de CCS para amostras de leite bubalino, considerando que
apenas valores acima de 280.000 céls/mL seriam indicativo de mastite. Portanto, quando a
quantidade de informacOes sobre essas racas locais brasileiras for consistente, valores
especificos de CCS podem ser necessarios para melhor caracterizar a sanidade da glandula
mamaria desses bovinos.

Além do fator genético, elementos como anatomia do Ubere e dos tetos podem
influenciar significativamente a resisténcia a mastite, causando impacto na CCS. Neste estudo
foi avaliado que os animais de ambas as racas apresentaram Ubere bem implantado e tetos
curtos, o que pode ser associado a reducio de casos de mastite, como relatado por Coban et al.*
e Porcionato et al.>*, e ainda ser um dos mecanismos associados a rusticidade e a resisténcia das
racas locais brasileiras. Apesar desta relacdo positiva, ndo se descarta a utilizacdo de manejo
adequado e ordenha higiénica a fim de garantir tanto a sanidade da glandula mamaria quanto a
qualidade do leite, conforme preconizado por Okano et al.>® que além de evidenciarem que as
caracteristicas anatdmicas do Ubere e tetos sdo consideradas fatores de risco para a ocorréncia
de mastite, verificaram que os critérios envolvendo higiene na ordenha e manejo dos animais
sdo importantes barreiras aos agentes patogénicos.

Os percentuais de mastite para os animais das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro

que apresentaram CCS acima de 200.000 céls/mL foram de, respectivamente, 21,7% e 31,8%
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(Tabela 2). Apesar da CCS apresentar maior correlagdo com a ocorréncia de mastite nos
rebanhos, Viana®®, Barbosa et al.>” e Raimondo et al.>® ressaltaram ainda que fatores como raga,
idade, periodo de lactagcdo, numero de paricOes, nutricdo, bem como clima e ambiente também
podem influenciar na determinacdo deste parametro. Como neste estudo nao foi possivel avaliar
esses fatores, sua relevancia ndo pode ser adequadamente estabelecida.

Considerando que as racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro sdo mais tolerantes as
condicBes edafoclimaticas das regides onde vivem*!, acredita-se que a idade dos animais
acompanhados neste estudo (variacdo de 3 a 15 anos), os diferentes estagios de lactacdo e
namero de parigdes, bem como a mastite possam ter influenciado na CCS presente nas amostras
de leite. Esta observagdo encontra respaldo nas informacdes de Ladeira® e Cunha et al.®° que
sugerem maior suscetibilidade de fémeas multiparas a mastite em decorréncia do maior nimero
de pari¢des e, consequentemente, do maior desgaste as células epiteliais e lesdes no esfincter
dos tetos.

Admitindo que nos rebanhos avaliados neste estudo a elevagdo da CCS tenha
ocorrido exclusivamente em decorréncia de mastite, observou-se uma menor propor¢do de
amostras com CCS>200.000 céls/mL quando comparadas aos rebanhos especializados, onde a
mastite continua sendo a enfermidade mais frequente®.-%4,

Relativamente a qualidade do leite, confrontando os resultados obtidos neste estudo
com os valores estabelecidos pela Instru¢cdo Normativa n°® 62, observou-se que percentuais de
88,9% e 81,3% das amostras oriundas dos rebanhos da raca Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro,
respectivamente, estdo em conformidade com o preconizado no Brasil*®, que estabelece valor
maximo de 500 mil céls/mL no leite®.

Diante da escassez de informagdes sobre a produtividade, composicao e qualidade
dos rebanhos Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, os resultados obtidos neste estudo contribuem
para o reconhecimento dos aspectos diferenciais que estes animais apresentam em relacdo aos
demais rebanhos bovinos, visto o processo de adaptacdo das racas frente as adversidades
ambientais, nutricionais e enfermidades a que estiveram submetidos ao longo dos anos. Apesar
do pequeno porte e dos baixos indices de produtividade, estas ragas que ainda ndo foram
submetidas a programas de selecdo genética e que, na maioria das vezes, ndo recebem
alimentacdo adequada, conseguem manter a atividade reprodutiva e garantir a alimentacao das
crias, mesmo em condic¢des adversas. Além disso, a producéo de leite destas ragas atua como

item fundamental para subsisténcia de muitas familias no meio rural®,
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3.2. Componentes fisico-quimicos do leite

Os resultados referentes a composicdo centesimal do leite das fémeas da raca
Curraleiro Pé-Duro podem ser observados na Tabela 3.

TABELA 3 - Resultados da composicdo do leite em relacdo a CCS e a aplicacao de ocitocina
exOgena para a raga Curraleiro Pé-Duro
Variaveis Desvio-

o Ocitocina ~ CCS N Média Mediana ~ Minimo Maximo
(%) padréo
nao <200.000 159 1,14 1,02 0,80 0,16 7,69
Gordura nao >200.000 44 1,58%® 1,30 1,18 0,33 5,36
sim <200.000 18 3,264 3,27 1,27 1,37 521
sim >200.000 5 3,45 4,06 1,17 1,96 4,46
nao <200.000 159 3,74 3,74 0,57 2,31 5,49
Proteina nao >200.000 44 3,62 3,56 0,46 2,39 4,69
sim <200.000 18 3,75 3,69 0,34 3,13 4,37
sim >200.000 5 3,58 3,58 0,25 3,26 3,91
nao <200.000 159 4,70% 4,80 0,39 2,81 5,49
L actose nao >200.000 44 4,20° 4,25 0,51 3,08 5,03

sim <200.000 18 4,712 4,69 0,15 4,39 4,94
sim >200.000 5 4,34° 4,32 0,28 4,03 4,73
nao <200.000 159  10,51% 10,51 1,15 7,86 18,17
nao >200.000 44 10,29% 10,38 1,65 7,39 15,24

EST sim <200.000 18 12,72¢ 12,65 1,34 10,83 15,23
sim >200.000 5 12,37%4 12,37 0,95 11,09 13,34
nao <200.000 159 9,37% 9,44 0,69 7,07 11,00
ESD n_:?lo >200.000 44 8,71° 8,87 0,81 7,03 10,09

sim <200.000 18 9,462 9,45 0,32 8,76 10,02
sim >200.000 5 8,92° 8,88 0,41 8,31 9,41
Teste de Tukey (p<0,05). Para o efeito mastite a diferenga das médias estd mostrada pelas letras minusculas
diferentes nas colunas e para o efeito ocitocina pelas letras maiusculas.

Os resultados referentes a composicéo centesimal do leite das fémeas da raca Pantaneiro

podem ser observados na Tabela 4.

TABELA 4 — Resultados da composicédo do leite em relacdo a CCS para a raca Pantaneiro

Variavei . . Desvio- L. , .
araveis CCS N  Média Mediana eSV[O Minimo Maximo
(%) padréo

<200.000 73 1,29° 1,08 0,93 0,18 5,64

Gordura

>200.000 34 1,612 1,13 1,54 0,27 8,30
; <200.000 73 4,23 3,66 1,37 2,75 8,97
Proteina

>200.000 34 4,57 4,26 1,38 2,88 8,76
<200.000 73 4,072 4,15 0,89 2,29 5,43

Lactose b
>200.000 34 3,30 3,36 0,82 1,72 4,99
EST <200.000 73 10,55 10,31 1,84 6,39 18,77
>200.000 34 10,44 9,80 2,35 7,75 21,03
ESD <200.000 73 9,262 9,23 1,03 6,21 13,13
>200.000 34 8,83° 8,57 1,01 7,40 12,73

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem-se pelo Teste de Tukey (p<0,05)
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Os valores de gordura encontrados para as duas racas foram reduzidos quando
comparados com outras racas bovinas e estavam abaixo dos parametros estabelecidos pela
Instrucio Normativa n. 62%°, que determina um teor minimo de 3% para gordura no leite.
Considerando que nenhum outro pardmetro avaliado teve esse comportamento, ficou claro que
fator diferente do racial estava interferindo nesse resultado.

Ja estd bem descrito na literatura que a auséncia de ordenha diaria promove a
ocorréncia ordenha incompleta e consequente presenca de leite residual na glandula maméria,
levando a reducdo no teor de gordura nas fragOes coletadas, visto as propriedades fisico-
quimicas do componente e a irregularidade na distribuicdo das goticulas de gordura na glandula
mamaria®4-6,

Diante desta constatacdo, a hipotese da reducdo de gordura ter sido resultado do
leite residual foi testado e, nas duas Ultimas colheitas, no rebanho Curraleiro Pé-Duro fez-se a
aplicacdo de ocitocina previamente a ordenha. Esse farmaco estimula a ejecdo do leite em
decorréncia do estimulo da contracdo das células mioepiteliais que envolvem os alvéolos e
ductos do Ubere, levando ao deslocamento do leite armazenado para a cisterna da glandula®®®°,

Depois da aplicacdo da ocitocina nas fémeas Curraleiro Pé-Duro observou-se um
aumento no teor de gordura no leite da ordem de 2,86, ou seja, a porcentagem média de gordura
das amostras passou de 1,14% para 3,26%; adequando-se aos limites determinados pela
legislagdo vigente®.

Os resultados do teor de gordura ap0s a aplicacao de ocitocina foram ligeiramente
inferiores aos relatados por Insa®” e Borburema et al.%, avaliando a composicdo do leite de
vacas Curraleiro Pé-Duro de rebanhos localizados no Nordeste Brasileiro, que encontraram
percentuais para o teor de gordura de 4,3% e 3,5% em fémeas submetidas a manejo rotineiro
de ordenha.

A avalia¢do conjunta desses resultados permite inferir que o leite das fémeas dos
bovinos Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro dos rebanhos aqui avaliados apresentam reducao
relativa e ndo absoluta do teor de gordura, em decorréncia do fato de ndo serem submetidas a
rotina de ordenha gerando consequentemente ordenha incompleta e leite residual na glandula
mamaria. Essa constatacdo é corroborada pelo relato de Dymnicki, Sosin-Bzducha e
Golebiewski®® que ao avaliarem a produc&o e a composicao do leite de uma raca local polonesa,
nédo explorada para a producéo leiteira, observaram inicialmente baixa produtividade de leite e

também baixo teor de gordura (0,47% a 0,58%) no leite, mas apds a administracdo de ocitocina,
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ocorreu aumento significativo na producdo e principalmente no teor de gordura, que chegou a
4,14% na primeira avaliagdo e entre 3,39% a 3,86% no decorrer da lactacdo.

A mastite foi outro fator que interferiu no teor de gordura do leite, uma vez que o
aumento da CCS no leite de ambas as racas avaliadas foi acompanhado por elevagédo do teor de
gordura, provavelmente em funcéao de alteracdes decorrentes da mastite no processo de sintese
e secrecdo de componentes lacteos e consequente reducdo no volume de leite produzido, ou
seja, 0 aumento da gordura ndo é absoluto. Resultado semelhante foi encontrado por Cunha et
al.% que observaram correlagdo positiva entre a CCS e a porcentagem de gordura no leite de
animais da raca Holandesa, encontrando valores percentuais de 3,46% a 3,61% mediante a
elevacdo de CCS de <100.000 céls/mL a >3.000.000 céls/mL.

Da mesma forma, observou-se similaridade entre os resultados encontrados neste
estudo e as observagdes de Guo et al.”®, que relataram aumentos relativos ao teor de gordura no
leite de um rebanho local na China (3,64% a 3,91%) mediante a verificacdo de intervalos
crescentes de CCS (<200.000 céls/mL a >1.000.000 céls/mL).

A auséncia de diferenca significativa na CCS mais elevada (mastite) quanto ao teor
de gordura do leite das fémeas Curraleiro Pé-Duro sob acdo da ocitocina exdgena,
provavelmente foi decorrente da liberacdo do leite residual presente na glandula mamaria e
consequentemente maior liberacdo do componente lipidico no leite, ndo sendo perceptivel
alteracdo em decorréncia da mastite, bem como em relacdo a intensidade variavel no processo
inflamatorio na glandula mamaria, se assemelhando as observacdes de Bueno et al.3!, Mazal et
al.”!, Vianna et al.”? e Cinar et al.”® que observaram relacdo nula entre a CCS e o teor de gordura
no leite.

O teor de proteinas do leite das racas avaliadas neste estudo (3,58+3,26% a 3,75 +
3,13% - Curraleiro Pé-Duro; 4,23 + 1,37 a 4,57 + 1,38% - Pantaneiro) esteve superior ao limite
estabelecido por Brasil*, que determina valores minimos de 2,9% para 0 componente proteico
e mais elevado que os valores estabelecidos por Bansal et al.” de 2,80 + 0,37% a 3,00 + 0,47%
para rebanhos bovinos de ragas locais na Alemanha e Reis et al.”® para rebanhos da raca Gir
que relataram valores de 3,30% a 3,65% para o teor de proteinas no leite.

A avaliagdo do teor de proteina no leite ndo apresentou diferenca significativa (p >
0,05) entre as CCS, bem como em relacdo a aplicagdo ou n&o de ocitocina exogena®®®. A
elevacdo da CCS no leite pode refletir a ocorréncia de mastite nos rebanhos, de modo que
processo inflamatdrio na glandula mamaria pode ser responsavel por alteragdes na concentracéo
dos componentes protéicos lacteos’®’®, o que ndo ocorreu neste estudo. Gigante et al.”® e

Litwinczuk et al.”® afirmaram que apesar da mastite promover a redugdo na sintese de proteinas,
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a alteracdo da permeabilidade do epitélio vascular permite maior fluxo de elementos de origem
sanguinea para o leite, incluindo a albumina e imunoglobulinas, justificando a estabilidade na
concentragdo proteica total do leite em ambas as ragas, nos casos de elevacao da CCS.

Cunha et al.*° e Reis et al.”® obtiveram resultados diferentes do observados neste
estudo pois relataram aumento no teor de proteinas no leite de bovinos da raca Holandesa
(3,07% na glandula maméria sadia e 3,26% mastite) e Gir (3,05% na glandula mamaria sadia e
3,60% mastite) acompanhado de elevacdo CCS, sendo as variagdes observadas atribuidas ao
aumento na permeabilidade vascular e migracdo de células de origem sanguinea.

Neste estudo a aplicacdo da ocitocina exdgena ndo promoveu alteragdes no
percentual proteico do leite. Dymnicki, Sosin-Bzducha e Golebiewski®® também n&o
observaram altera¢es na composicdo proteica do leite com utilizacdo da ocitocina exdgena.
Lolliver et al.%8 e Linhares® que também no constataram alteracdes no teor de proteina no leite
residual, sugeriram que estes componentes sejam mais influenciados pela nutricdo, fases de
lactacéo e idade. Ainda, observaram-se semelhangas entre os resultados deste estudo e o relato
de Rosenfeld®” que ao analisar as caracteristicas fisico-quimicas do leite sob retencdo em
proporcoes de 10%, 15% e 20% do total, observou reducdo significativa dos teores de gordura,
mas ndo relatou a influéncia da retengéo lactea sobre os demais componentes.

O teor de lactose nas amostras de leite das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro
apresentaram valores de 4,20 + 3,08% a 4,71 + 4,39% e 3,30 = 0,82% a 4,07 + 0,89%,
respectivamente. Quanto a varia¢do deste componente no leite da raca Curraleiro Pé-Duro, ndo
foram evidenciadas diferencas significativas (p > 0,05) no componente lacteo em consequéncia
da aplicagdo da ocitocina exdgena nos animais, concordando com relatos de Rosenfeld®’,
Lolliver et al.%® e Linhares®® que ndo indicaram alteragdes na concentragdo de lactose no leite
de animais sob influencia de ocitocina exdgena.

Constatou-se neste estudo, reducéo significativa (p < 0,05) no teor de lactose nas
amostras do leite das fémeas das duas ragas avaliadas com alta CCS (>200.000 céls/mL),
provavelmente resultado das alteraces na capacidade de sintese e secre¢do dos componentes
lacteos na glandula mamaria durante a mastite, além da acdo enzimatica e microbiana sobre 0s
elementos presentes no interior da glandula mamaria®®®!. Resultados semelhantes foram
obtidos por Rajcevi et al.®2, Bansal et al.”*, Ventura et al.& e Reis et al.”® ao avaliarem diferentes
racas e rebanhos bovinos, detectando também correlacdo negativa entre a CCS e o percentual
de lactose no leite.

Os solidos totais compreendem o contetdo de lipideos, lactose, proteinas, além de

fragOes nitrogenadas, agucares e cinzas do leite. Neste estudo os valores percentuais de extrato
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seco total (EST) foram para a raga Curraleiro Pé-Duro de 10,29 + 1,65% a 12,72 + 1,34% e
para os Pantaneiros de 10,44 + 2,35% a 10,55 + 1,84%. Estes valores, apesar de acompanharem
as variacOes observadas para os componentes a ele relacionado, em virtude da elevacdo de CCS,
ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos. No entanto, o EST das amostras de
leite dos rebanhos Curraleiro Pé-Duro sob acdo da ocitocina, apresentou elevagdo na
concentracdo dos sélidos, provavelmente em decorréncia do aumento do teor de lipideos no
leite.

O parametro extrato seco desengordurado (ESD) corresponde aos teores de
proteina, lactose e minerais no leite, sendo observado neste estudo valores entre 8,71 + 0,81%
a 9,46 + 0,32 para a raca Curraleiro Pé-Duro e de 8,83 + 1,01% a 9,26 + 1,03% para 0
Pantaneiro. Estes resultados estdo em conformidade aos requisitos minimos de 8,4% para o teor
de sdlidos desengordurados no leite exigidos no Brasil*. Neste estudo, o leite das fémeas com
mastite, das duas ragas, apresentou valores significativamente inferiores (p < 0,05) para o ESD,
independentemente da aplicacdo da ocitocina exdgena. Resultados semelhantes foram descritos
por Reis et al.” que relataram valores de 9,20% para quartos mamarios sadios e 9,06% para
quartos mamarios infectados.

Os resultados referentes a avaliagdo das propriedades fisico-quimicas do leite dos
rebanhos Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro estdo descritos nas Tabelas 5 e 6.

TABELA 5 - Parametros fisico-quimicos do leite de acordo em relacdo a CCS e a aplicacdo
de ocitocina para a raca Curraleiro Pé-Duro

Parametros

Fisico- Ocitocina  CCS N Média Mediana Devao- Minimo Maximo
P padrao
Quimicos
nao <200.000 159 16,15% 17,00 2,60 7,00 22,00
. nao >200.000 44 14,33° 15,00 3,76 8,00 22,00
Acidez (°D) -
sim <200.000 18 16,832 17,00 1,47 15,00 20,00
sim >200.000 5 14,40° 13,00 3,44 11,00 19,00
nao <200.000 159 6,78° 6,76 0,24 6,30 8,83
H nao >200.000 44 6,912 6,84 0,25 6,50 7,80
P sim  <200000 18 671" 6.2 007 662 683
sim >200.000 5 6,862 6,89 0,11 6,73 6,99
nao <200.000 159 4,708 4,65 0,86 2,22 8,06
Condutividade nao >200.000 44 5,27 4,99 1,08 3,14 7,99
(mS/cm) sim <200.000 18 4,06~ 4,02 0,60 2,78 5,38
sim >200.000 5 4,844 4,98 0,47 4,12 5,35

Teste de Tukey (p<0,05). Para o efeito mastite a diferenga das médias estd mostrada pelas letras mindsculas
diferentes nas colunas e para o efeito ocitocina pelas letras maitsculas.
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TABELA 6 - Parametros fisico-quimicos em relacdo a CCS do leite das fémeas da raca

Pantaneiro
Parametros CCS N Média Mediana 2%VI%  Minimo  Méximo
Fisico-Quimicos (céls/mL) padrao

Acidez (°D) <200.000 73 15,56° 15,00 2,65 7,00 20,00

>200.000 34 14,85° 13,50 2,87 5,00 18,00

oH <200.000 73 6,71° 6,63 0,22 6,26 7,30

>200.000 34 6,83? 6,87 0,27 6,36 7,55

Condutividade ~ <200.000 73 4,46" 4,24 0,76 3,05 6,72

(mS/cm) >200.000 34 5,202 4,93 1,33 3,40 8,89

“Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem-se pelo Teste de Tukey (p<0,05)

A avaliagdo da acidez tituldvel em amostras de leite das racas Curraleiro Pé-Duro e
Pantaneiro (Tabelas 5 e 6) esteve de acordo com os padrdes exigidos no Brasil*®, que estabelece
valores entre 14 e 18°D. Quanto a aplica¢do de ocitocina, ndo foram observadas diferencas
significativas (p > 0,05) nos valores de acidez titulavel no leite de ambas as racas, enquanto, a
ocorréncia de mastite promoveu a reducéo nos valores de acidez titulavel nas ragas Curraleiro
Pé-Duro e Pantaneiro, a partir da elevagdo da CCS (<200.000 céls/mL). Estes resultados
corroboram os relatos de Hamid et al.8 e Yarabbi et al.®, que observaram reduc&o nos valores
da acidez titulavel no leite, provavelmente em decorréncia do transporte de componentes de
carater alcalino do sangue para o leite, durante o processo inflamatério na glandula mamaria.

Os valores de pH observados no leite de fémeas Curraleiro Pé-Duro variaram de
6,71 + 0,07 a 6,91 = 0,25 enquanto que para a raca Pantaneiro estiveram entre 6,71 + 0,22 e
6,83 + 0,27. Cientes de que o padrdo recomendado para o pH no leite em individuos sadios
varia de 6,4 a 6,88, observou-se neste estudo valores acima do limite estabelecido, sugerindo a
ocorréncia de mastite em ambas as ragas. Estas observacdes corroboram os relatos de Ahmad
et al.®” que observaram valores de 6,58 + 0,03 para individuos sadios e pH de até 7,07 + 0,01
em fémeas com mastite.

Os resultados aqui obtidos foram semelhantes aos de Schutz et al.28 Ogola et al.%,
Cunha et al.®° e Yarabbi et al.®*, que relataram que o aumento da permeabilidade vascular
durante o processo inflamatério na glandula mamaria pode influenciar positivamente na
passagem de substancias de origem séricas para o leite como ions cloretos, sodio, além de
proteinas como albumina e imunoglobulinas, interferindo no pH do leite.

De acordo com os resultados descritos nas Tabelas 5 e 6, os valores médios da
condutividade elétrica no leite variaram de 4,06 £ 0,60mS/cm a 5,27 + 1,08mS/cm para a raca

Curraleiro Pé-Duro e para a raga Pantaneiro, valores de 4,46 £ 0,76mS/cm a 5,20 = 1,33mS/cm.
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Quanto a mastite, foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) nos valores
da condutividade elétrica no leite, sendo observados maiores valores nas contagens de CCS
mais elevadas, semelhante aos relatos Norberg et al.*°, Ogola et al®®, Yarabbi et al.®* e Antanaitis
et al.%! que também observaram efeito entre a elevacio de CCS e a condutividade elétrica no
leite, em virtude da reducéo na sintese de componentes, além da maior permeabilidade vascular
na glandula mamaria e migragdo de constituintes sanguineos para o leite durante o processo
inflamatdrio na glandula mamaria, principalmente ions e minerais.

Os resultados aqui obtidos assemelham-se também aos de Zafalon et al.** onde a
condutividade do leite de animais sadios variou entre 4,61 e 4,92 mS/cm, lembrando que valores
superiores a este podem ser interpretados como indicacdo de mastite subclinica. Observou-se
similaridade entre os resultados ora apresentados e as informacdes de Yarabbi et al.® que
encontraram valores para condutividade elétrica no leite variando de 4 a 6mS/cm em CCS
elevadas.

Quanto a aplicacdo de ocitocina na raca Curraleiro Pé-Duro, foram observados
menores valores na condutividade elétrica no leite quando comparados ao grupo controle. Estas
observacdes encontram respaldo nos relatos de Zafalon et al.*® que sugerem que a condutividade
elétrica no leite ndo deve ser interpretada isoladamente, pois fatores como teor de gordura,
temperatura do leite, fase da lactacdo, genética e outras enfermidades podem influenciar no
comportamento deste parametro.

Considerando que a aplicacao de ocitocina nos animais da raca Curraleiro Pé-Duro
influenciou de forma significativa na eliminacdo do leite residual resultando no aumento do
teor de gordura no leite, sugere-se que este elemento possa ter influenciado na avaliagdo da
condutividade do leite, determinando a reducédo dos valores quando comparado ao grupo sem

acdo da ocitocina exdgena.

3.3. Deteccéo de residuos de antimicrobianos no leite

Os resultados da determinacéo de residuos de antimicrobianos em amostras de leite
das ragas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro pelo método Delvotest SP foram negativos. Apesar
de ndo haver exploracédo leiteira nas propriedades avaliadas, bem como monitoramento da
sanidade da glandula mamaria e controle da mastite, os antimicrobianos foram ocasionalmente
utilizados para tratamento de algumas enfermidades. Desta forma, a detec¢do de residuos de
antimicrobianos foi importante para monitoramento da qualidade do leite, bem como suporte

para sua avaliagdo microbioldgica.
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A presenca de residuos de antimicrobianos no leite é considerada fraude, tornando
o alimento como improprio para consumo, pois além de conferir risco a salde dos
consumidores, pode ocasionar prejuizos tecnoldgicos para a industria de laticinios, no
processamento de queijos e outros produtos fermentados®®®. O sistema de producdo dos
bovinos Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro caracteriza-se pela auséncia deste tipo de risco
associado a matéria-prima, refletindo positivamente para a possivel utilizacdo do leite para a
producdo de queijos artesanais, bem como outros derivados lacteos.

Apesar do pais apresentar o Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes® promovendo anélises anuais para monitoramento dos produtos de origem
animal perante os limites maximos de residuos permitidos, a deteccdo de residuos de
antimicrobianos em leite tem sido frequente, demonstrando fragilidade tanto no sistema
produtivo quanto na fiscalizacdo®®. Em contrapartida, a rusticidade das racas estudadas bem
como a auséncia de exploracgéo leiteira, afere menor probabilidade do uso de antimicrobianos,

no tratamento das diversas enfermidades que acometem os rebanhos bovinos.

3.4. Caracterizacdo dos microrganismos presentes no leite

Os percentuais de amostras de leite sem crescimento bacteriano foram de 51,3%
(116/226) e 17,7% (16/107) em amostras das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro,
respectivamente. Estes valores podem ser atribuidos ao numero reduzido de microrganismos
patogénicos e deteriorantes no leite, considerando a baixa ocorréncia de casos de indicativos de
mastite, bem como o limite de deteccdo da metodologia empregada, visto que muitos
microrganismos ndo podem ser identificados por testes utilizados na rotina laboratorial. Fica
descartada a hipotese de substancias inibitorias no leite visto a auséncia de residuos de
antimicrobianos nas amostras de leite de ambas as ragas.

A auséncia de crescimento bacteriano nas amostras de leite de ambas as racgas,
quando associada aos ensaios analiticos utilizados neste estudo, corroboram os relatos de
Kuehen et al.® que diante da auséncia de multiplicagdo microbiana durante o isolamento
convencional de amostras de leite obtidas de animais possivelmente com mastite, sugeriram
que as culturas negativas ao isolamento poderiam estar associadas ao baixo limite de deteccao,
além da ocorréncia de injurias celulares dificultando sua multiplicagdo nos meios de cultura.

Os microrganismos isolados e identificados nas amostras de leite do Curraleiro Pé-
Duro, foram: Staphylococcus coagulase negativo 68/145 (46,9%), seguido por Escherichia coli
21/145 (14,5%), Bacillus spp. 20/145 (13,8%), Staphylococcus coagulase positivo 13/145
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(9,0%), Serratia spp. 6/145 (4,0%), Enterobacter spp. 4/145 (2,8%), Klebsiella spp. 4/145
(2,8%), Streptococcus spp. 3/145 (2,0%), Proteus spp. 2/145 (1,4%); Citrobacter spp. 1/145
(0,7%), Corynebacterium spp. 1/145 (0,7%), Yersinia spp. 1/145 (0,7%) e Shigella spp. 1/145
(0,7%).

A partir de amostras de leite da raca Pantaneiro, verificaram-se os percentuais de
isolamento em culturas puras ou associacdo, de 45,9% para o género Bacillus spp. (66/144),
36,8% Staphylococcus coagulase negativo (53/144), 11,9% Staphylococcus coagulase positivo
(17/144) e 2,7% para Escherichia coli (4/144) e género Streptococcus spp. (4/144).

Diante dos agentes isolados em ambas as ragas, constatou-se a maior participagéo
de microrganismos de origem ambiental, que se apresentam como agentes oportunistas, capazes
de colonizar normalmente a pele e a glandula mamaria. Neste estudo foi possivel constatar a
predominancia de espécies pertencentes ao grupo Staphylococcus coagulase negativo sobre os
demais microrganismos, perfazendo percentuais de 46,9% do total de microrganismos isolados,
para o0s animais da raca Curraleiro Pé-Duro e frequéncia de 36,8% para a raga Pantaneiro. Estes
microrganismos sao frequentemente isolados em casos de mastite subclinica, porém séo
normalmente encontrados nos tecidos mamarios e ambiente®’.

Os resultados encontrados neste estudo encontraram similaridades nos relatos de
Mello et al.®* que também constataram maior frequéncia de isolamento do género
Staphylococcus em amostras de leite com a presenca das espécies Staphylococcus coagulase
negativo, seguidos de Staphylococcus coagulase positivo.

Os microrganismos do género Bacillus foram identificados em casos de mastite
subclinica em ambas as racas, entretanto observou-se maior participacdo do género como
provavel causador de mastite na raca Pantaneira (45,9%), enquanto o percentual de isolamento
do agente em 13,8% das amostras de leite da raca Curraleiro Pé-Duro pode indicar a presenca
do microrganismo na forma comensal da pele e canal do teto%°,

O género Bacillus pode ser frequentemente isolado em amostras de leite, podendo
muitas vezes ndo apresentar importancia na cadeia epidemioldgica da mastite bovina por ser
um microrganismo encontrado facilmente no ambiente, e sua presencga ser indicativo de
contaminag&o no momento da colheita de amostras pela capacidade de colonizagio dos tetos®®
102 Entretanto, o microrganismo deve ser considerado como causador da infec¢do intramamaria
quando o isolamento bacteriano apontar crescimento unico de coldnias do género, aliada a altas
contagens de células somaticas, como evidenciado neste estudo.

Quanto a presenga de Escherichia coli na epidemiologia da mastite bovina,

observou-se uma diferenca no percentual de isolamento nos rebanhos Curraleiro Pé-Duro e



34

Pantaneiro, com a identificacdo do agente em 14,5% (21/145) e 2,7% (4/144), respectivamente.
Este microrganismo é considerado o patdgeno de origem ambiental mais prevalente na mastite
bovina na forma clinica, promovendo a ocorréncia de casos agudos decorrentes de um quadro
toxigénicol®-1%, Esta espécie compde parte da microbiota do trato intestinal de animais e
homem, sendo encontrada naturalmente no solo visto a eliminagéo de fezes no ambiente, por
parte dos reservatorios.

O isolamento de E. coli neste estudo pode ser explicado pela permanéncia dos
animais em ambientes ricos em matéria organica, solo e poeira, facilitando a invasdo e
colonizacdo da glandula mamaria. Além disso, h4 de se considerar a participacdo do
microrganismo como comensal da pele e canal dos tetos, sem promover a infecgdo!®%102,

Considerando o envolvimento de espécies de Staphylococcus coagulase positivo na
mastite bovina, o S. aureus vem sendo caracterizado como um dos mais prevalentes patdgenos,
tendo como reservatdrios primarios os seres humanos e os animais'®-1%, Neste estudo foram
verificados percentuais de isolamento de 9% (13/145) e 11,9% (17/144) para as racas Curraleiro
Pé-Duro e Pantaneiro, sendo que em apenas um isolado foi obtido a partir da ocorréncia de
mastite clinica na raca Curraleiro Pé-Duro.

Costa et al.1® sugerem que a colonizagio da pele dos tetos por Staphylococcus
aureus exerce forte influéncia sobre as infeccbes intramamarias. Entretanto, observou-se neste
estudo uma menor participacdo do agente como comensal da pele ou causador de mastite em
ambas as racas, possivelmente pela reduzida exploracéo leiteira dos rebanhos, o que dificulta a
transmissdo dos microrganismos na forma contagiosa, bem como a possivel resisténcia dos
animais admitindo-se um eficiente mecanismo de resposta contra patdgenos.

Quanto a presenca do género Streptococcus nas amostras de leite, observou-se uma
pequena participacdo dos microrganismos nas amostras de leite, sendo identificados percentuais
de 2,0% (3/145) e 2,7% (4/144) para as racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, respectivamente.
Estes resultados diferem dos relatos de Nagahata et al.*1? e Souza et al.}®° que observaram a
participacao de Streptococcus spp. em 4,0% e 6,0% das amostras positivas para mastite bovina.

Ainda em relagdo aos patdgenos Gram-positivos, observou-se a presenca de
Corynebacterium spp. em apenas 0,7% (1/145) amostras da raga Curraleiro Pé-Duro. Estes
relatos estdo de acordo com observagdes de Costal®® que relatou a presenca do agente em 0,7%
(3/306 amostras). O envolvimento deste género em ambos os estudos, corrobora a natureza
secundaria do agente, visto a capacidade de habitar normalmente o canal do teto, sem promover

a infecgao®4 103111,
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A presenca de patdgenos de origem ambiental, além da E. coli verificou-se neste
estudo o isolamento de 4% de Serratia spp. (4/145), Enterobacter spp. e Klebsiella spp. com
um percentual de 2,8% (4/145), 1,4% Proteus spp. (2/145) e a presenca de Yersinia spp. e
Shigella spp. em 0,7% (1/145) das amostras de leite da raca Curraleiro Pé-Duro. Estes
resultados diferem-se dos relatos de Pagno et al.}*2 que identificaram percentuais mais elevados
aos microrgansimos envolvidos na mastite bovina no estado do Paran, sendo 4,78% para E.
coli (203/4248), 2,59% Serratia spp. (110/4248) e 0,12% Proteus spp. (5/4248). Os diferentes
percentuais de isolamento para 0s géneros bacterianos em ambos os estudos podem ser em
decorréncia da microbiota presente no ambiente, manejo adotado para os animais, além do
envolvimento dos microrganismos como causadores de mastite ou simples comensais da pele e
canal do teto.

Na Tabela 7 esta descrito a participacao de diferentes microrganismos em relacao a
contagem de células somaticas. As maiores frequéncias de isolamento de microrganismos
ocorreram no intervalo de CCS<100.000 céls/mL, totalizando um percentual de 61,4% ¢ 57,6%
para as racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro.

Apesar do limite de 200.000 céls/mL ser o mais indicado para 0 monitoramento de
mastite nos rebanhos, a avaliagdo do intervalo de CCS<100.000 céls/mL foi utilizada para
indicar a relacdo entre a baixa celularidade observada nas amostras de leite de ambas as ragas
associada ao isolamento de diferentes géneros bacterianos no leite. A partir desta observacéo,
acredita-se que os microrganismos isolados a partir destas amostras provavelmente nao
estivessem promovendo infeccdo na glandula mamaria, atuando apenas como microbiota
comensal de pele e cisterna do teto, ou entdo que estivessem envolvidos no processo
inflamatorio da glandula mamaria, porém, provocando pequenas alteracdes diante da CCS
reduzida nestes casos.

Os mecanismos de resisténcia e rusticidade atribuidos as racas locais brasileiras
assim como o menor impacto dos microrganismos na glandula mamaria podem ser relacionados
aos padrdes de resposta imunologica das ragas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro que de acordo
com relatos de Juliano*® atuam de forma homogénea e linear, se diferenciando de outras racas
bovinas mesticas que apresentam muitas vezes uma distribuicdo irregular sobre os mecanismos de

resposta imunoldgica.
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TABELA 7 — Frequéncia de isolados bacterianos em relacéo aos intervalos de contagem de células somaticas, em amostras de leite da raca
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro

Bovino Curraleiro Pé-Duro

Intervalos CCS N° amostras Total isolados % SCP SCN ECO ENT STRE PROT SHI BAC KLE COR SER YER CIT

<100.000 155 89 614 6 45 9 4 2 1 1 13 3 1 3 - 1
101.000-200.000 22 8 595 1 4 1 - - - - 1 - - - 1 -
201.000-500.000 24 12 83 3 7 1 - - - - 1 - - - - -
501.000-750.000 7 7 48 - 4 - - - - - 1 1 - 1 - -

751.000-1.000.000 6 10 69 2 4 2 - - 1 - - - - 1 - -
>1.000.000 12 19 131 1 4 8 - 1 - - 4 - - 1 - -
Total 226 145 100 13 68 21 4 3 2 1 20 4 1 6 1 1

Bovino Pantaneiro
Intervalos CCS N° amostras Total isolados % SCP SCN ECO ENT STRE PROT SHI BAC KLE COR SER YER CIT

<100.000 63 83 576 11 29 3 - 3 - - 37 - - - - -
101.000-200.000 10 8 56 - 3 - - - - - 5 - - - - -
201.000-500.000 14 20 139 1 10 - - 1 - - 8 - - - - -
501.000-750.000 6 11 76 2 4 - - - - - 5 - - - - -
751.000-1.000.000 7 8 56 1 2 1 - - - - 4 - - - - -
>1.000.000 7 14 9,7 2 5 - - - - - 7 - - - - -
Total 107 144 100 17 53 4 0 4 0 0 66 0 0 0 0 0

SCP= Staphylococcus coagulase positivo; SCN= Staphylococcus coagulase negativo; ENT= Enterobacter spp.; STRE= Streptococcus spp.; PROT=Proteus spp.;
SHI=Shigella spp.; BAC=Bacillus spp.; KLE= Klebsiella spp.; COR= Corynebacterium spp.; SER= Serratia spp.; YER=Yersinia spp.; CITR= Citrobacter spp.
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Considerando o isolamento dos microrganismos em amostras de leite de ambas
as ragas, seria oportuno indicar a possibilidade de ocorréncia de casos de mastite mesmo
com valores reduzidos na CCS*'3, uma vez que a patogenidade e a resposta do animal variam
com os microrganismos envolvidos no processo inflamatério na glandula mamaria. Segundo
De Vliegher'®* algumas espécies de Staphylococcus coagulase positivo apresentam a
capacidade de induzir mastite de forma branda e promover impacto reduzido sobre a
producéo de leite, assim como Harmon®* e Santos* relataram sobre o impacto dos diferentes
microrganismos sobre a CCS, atribuindo aos patégenos principais como Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, estreptococos ambientais e coliformes, um aumento
significativo nos valores de CCS, enquanto, a presen¢a de patdgenos secundarios como
Corynebacterium bovis e Staphylococcus spp. na glandula mamaria, geraram menor resposta
inflamatdria e consequentemente menor impacto na CCS.

O percentual de isolamento de microrganismos foi de 5,5% e 5,6% para as racas
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro nos intervalos de CCS entre 101.000 e 200.000 céls/mL.
Considerando os microrganismos isolados neste intervalo de CCS, observou-se semelhanca
entre os resultados aqui apresentados e os de Djabri et al.*? que observaram o maior
envolvimento de patdégenos secundarios em amostras de leite com CCS de 110.000 céls/mL.

Uma vez que o uso do limite de CCS acima de 200.000 céls/mL auxilia na
identificacdo de quartos mamarios infectados, sugere-se que 0S microrganismos
identificados em 33,1% e 36,8% das amostras de leite das racas Curraleiro Pé-Duro e
Pantaneiro possam estar envolvidos no processo inflamatério da glandula mamaria, visto
que as celulas somaticas compreendem as células epiteliais secretoras, células de
descamacao e principalmente leucécitos que migragram do sangue para a glandula mamaria
em resposta a infecc&o, variando de forma proporcional a gravidade da infeccdo!®.

Autores como Heinrichs et al.}*®, Olechnowicz e Jakowski''” e Archer et al.!®
estabeleceram que além da presenca dos microrganismos na glandula mamaria, outros
fatores podem interferir de forma significativa na CCS como genética, periodo de lactacéo,
namero de parigdes, condigdes fisiologicas, fatores ambientais e nutricionais. Estas
informagdes associadas & auséncia de relatos na literatura sobre a sanidade da glandula
mamaria dos rebanhos Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, limitam a percepcdo sobre o
impacto dos microrganismos na glandula e a provavel ocorréncia de mastite, pois além dos
fatores citados anteriormente, faz-se necessario considerar os aspectos de rusticidade e
resisténcia ja atribuidos de forma satisfatoria as ragas locais brasileiras sobre diversas

enfermidades, plantas toxicas, ambiéncia e restricio alimentar®#047-49-
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4, CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que o leite das
racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro apresenta qualidade que se assemelha as racas de
aptidao leiteira no que se refere a composigéo centesimal; sob o ponto de vista da legisla¢éo
vigente para a CCS, o leite de ambas as ragas apresenta valores que atendem os limites
preconizados pela IN n°62; a ocorréncia de mastite é baixa nos rebanhos com destaque ao

maior envolvimento de patdgenos de origem ambiental.
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CAPITULO 3 - PROTEINOGRAMA DO SORO LACTEO DE BOVINOS
CURRALEIRO PE-DURO E PANTANEIRO

Resumo

As proteinas e peptideos do leite constituem ingredientes muito valorizados pelas
propriedades nutritivas, tecnoldgicas e bioldgicas, que podem fornecer informacdes clinicas
Uteis, visto as propriedades antimicrobianas, defesa imunoldgica, determinagéo do grau de
severidade e recuperacdo das enfermidades inflamatorias ou infecciosas bem como pode
auxiliar no monitoramento dos animais. Objetivou-se neste estudo a identificacdo e
quantificacdo das principais proteinas presentes no soro do leite de racas locais brasileiras e
0 impacto da mastite sobre estes componentes. Foram avaliadas 226 amostras de leite de
bovinos da raca Curraleiro Pé-Duro e 107 amostras de bovinos Pantaneiro localizados nos
estados de Goids e Mato Grosso do Sul. O proteinograma foi realizado pela técnica de
eletroforese microfluidica Lab-on-a-chip por meio do equipamento Agilent 2100
Bioanalyzer nas dependéncias do Laboratorio Multiusuério do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Pdblica da Universidade Federal de Goias. A partir do fracionamento
eletroforético do soro lacteo foi possivel estabelecer valores para a concentracdo, peso
molecular e tempo de migracdo das principais proteinas, sendo a-lactoalbumina, B-
lactoglobulina, imunoglobulina G cadeia leve e pesada, albumina e lactoferrina. A elevagéo
na contagem de células somaticas, indicativo de mastite, influenciou no proteinograma do
leite de forma significativa com a elevagcdo na concentracdo das fragOes albumina,
imunoglobulina G e lactoferrina. Embora os valores tenham sido menores, observou-se
comportamento semelhante das fragdes proteicas das ragas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro
as racas de aptidao leiteira. Os resultados obtidos por este estudo auxiliaram na
caracterizacdo inicial das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro estabelecendo valores
referenciais para proteina total do soro lacteo e fragdes proteicas no leite de individuos sadios
e com mastite.

Palavras-chave: eletroforese, leite, mastite, proteinas.

Abstract
Whey protein profile of Curraleiro Pe-Duro and Pantaneiro bovines

Proteins and milk peptides are highly valued ingredients due to nutritious, technological and
biological properties, which can provide useful clinical information, as the antimicrobial
properties, immune defense, determining the degree of severity and recovery of
inflammatory or infectious diseases and can assist in monitoring of animals. The objective
of this study was the identification and quantification of the major proteins present in the
whey of Brazilian local breeds, and the impact of mastitis on these components. We
evaluated 226 milk samples of Curraleiro Pé-Duro breed and 107 samples of Pantaneiro
breed, from herds located in the states of Goias and Mato Grosso do Sul. The protein profile
was performed by Lab-on-a-chip microfluidic electrophoresis through Agilent 2100
Bioanalyzer in the Multi-User Laboratory premises of the Tropical Institute of Pathology
and Public Health at the Federal University of Goias. From the electrophoretic fractionation
of whey, it was possible to establish values for concentration, molecular weight and
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migration time of the main proteins, and a-lactalbumin, B-lactoglobulin, immunoglobulin G
light and heavy chains, albumin, and lactoferrin. The increase in somatic cell count
indicative of mastitis, influenced significantly in the milk protein concentrations with the
increase in the concentration of the fractions of albumin, immunoglobulin G, and lactoferrin.
Although the values were lower, there was similar behavior of protein fractions of the breeds
Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro. The results of this study helped in the initial
characterization of Curraleiro Pé-Duro and Pantaneiro breeds and in establishing reference
values for total protein of whey and milk protein fractions of healthy individuals and animals
withmastitis.

Key-words: electrophoresis, milk, mastitis, protein.

1. Introducéo

O leite caracteriza-se como uma emulsdo natural, secretada pelas glandulas
mamarias de mamiferos. Possui elevado valor nutricional, por conter em sua composicao
uma variedade de substancias como proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas e minerais®.
A sintese do leite ocorre a partir de nutrientes levados a glandula mamaria pelo sangue. A
maioria das proteinas, sdo sintetizadas nas celulas secretoras alveolares, durante a
galactopoiese, enquanto uma pequena parcela é de origem plasmatica, sendo transferida ao
leite por meio de filtragio?2.

Considerando a complexidade envolvida na sintese lactea observa-se que,
fatores genéticos, sanidade dos animais, periodo de lactacdo, alimentacdo, mudancas
climaticas, manejo de ordenha e enfermidades como a mastite, podem alterar
significativamente a concentraco dos constituintes do leite 4.

As proteinas presentes neste alimento representam de 3% a 4% dos solidos totais,
sendo subdivididas entre proteinas do soro e caseinas, com percentuais de 20% e 80% do
total de proteinas lacteas .

As proteinas do soro sdo representadas por um grupo diversificado de moléculas,
compreendendo fragdes maiores como o-lactalbumina e B-lactoglobulina, e também por
pequenas concentracdes de proteinas derivadas do sangue, como albumina,
imunoglobulinas, lactoperoxidase, lisozima e lactoferrina®®. Este grupo de proteinas é
formado por moléculas individualizadas, com importantes propriedades funcionais como
solubilidade em ampla faixa de pH, forca i6nica, capacidade de geleificacdo, emulsificacdo
e formacdo de espuma, além do valor nutritivo e propriedades fisiologicas. Entretanto, sdo
moléculas menos resistentes ao processamento térmico, sofrendo desnaturacdo em faixas de

temperatura acima de 70°C °.
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A caseina é formada por quatro tipos de proteinas com propriedades funcionais
e propor¢des diferenciadas: asl- caseina (38%), as2- caseina (10%), B- caseina (34%) e -
caseina (15%), atuando na formagdo de emulsdes, espuma e géis >"101%,

As proteinas e peptideos do leite constituem ingredientes muito valorizados
pelas propriedades nutritivas (fonte de aminoacidos para a sintese de proteinas e energia),
tecnoldgicas (aplicagbes sensoriais e funcionais) e bioldgicas, que podem fornecer
informacdes clinicas Uteis, visto a secrecdo de hormonios, propriedades antimicrobianas,
defesa imunologica, diagnostico precoce, determinacdo do grau de severidade e recuperacédo
das enfermidades inflamatorias ou infecciosas bem como pode auxiliar no monitoramento
dos animais "2,

A composigéo proteica do leite pode ser determinada pela reagéo de eletroforese,
que consiste na migracdo e separacdo de moléculas ionizadas em virtude do tamanho e forma
das proteinas. Um dos métodos mais utilizados para a identificagdo das proteinas lacteas é a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE)!81, Este método apresenta uma Gtima capacidade de fracionamento eletroforético
possibilitando a visualizacdo de baixas concentracGes proteicas e a quantificacdo de
diferentes elementos 4%,

Visando o aprimoramento de ensaios laboratoriais, foi desenvolvido um sistema
de eletroforese microfluidica baseada em microchip, capaz de analisar proteinas, DNA e
RNA, apresentando mais vantagens quando comparado aos métodos tradicionais: ampla
faixa de deteccdo de peso molecular (5 a 250kDa), consumo reduzido de reagentes e
amostras (concentracdo de proteinas de pg/pL a ng/uL), ensaio automatizado gerando
resultados eletronicamente sob a forma de gel e eletroferograma?*-23,

Diante da importancia do tema e a escassez de informac6es sobre proteinograma
do soro lacteo de racas locais naturalizadas, buscou-se com este estudo descrever o perfil
eletroforético desta classe de proteinas das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro de animais

sadios e com mastite.

2. Material e métodos

2.1. Colheita de amostras

No presente estudo foram analisadas 333 amostras de leite cru obtidas de

rebanhos das ragas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, no periodo compreendido entre janeiro
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de 2013 e maio de 2014. Para a colheita de amostras, preconizou-se inicialmente a inspegéo
da glandula mamaria e a realizacdo dos testes da caneca telada e 0 CMT nos primeiros jatos
de leite.

As amostras de leite colhidas em frascos esterilizados e sem conservantes foram
acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo reciclavel, mantidas refrigeradas,
méaximo 7°C, durante o transporte até o Laboratdrio Multiusuario do Centro de Pesquisa de
Alimentos da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias por um
prazo maximo de 48 horas.

Os procedimentos realizados durante 0 manejo dos bovinos e as colheitas das
amostras atenderam as normas éticas e principios de bem-estar animal preconizados pela
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e
Didaticos (DBCA) do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

(CONCEA) vinculado ao Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagao.

2.2. Ensaio analitico

O proteinograma do soro lacteo foi determinado por fracionamento e
quantificacdo das proteinas, utilizando-se a técnica de eletroforese microfluidica lab-on-a-
chip?® no equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemanha).

Para a realizacdo deste ensaio foram utilizadas as dependéncias do Laborat6rio
Multiusuério de Biotecnologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goiés — IPTSP/UFG.

O soro lacteo foi obtido por meio da coagulacdo do leite pela adicdo de 10% de
solucdo de renina?*. As aliquotas foram incubadas em banho-maria a 37°C por 30 minutos e
centrifugadas durante 30 minutos a 3.700 rpm. Apds a centrifugacdo, procedeu-se a
separacdo do soro em eppendorfs de 1,5mL sendo congelados a -23°C, até 0 momento da
realizacdo da eletroforese microfluidica.

Apos o descongelamento das amostras, realizou-se a quantificagdo relativa das
proteinas do soro, utilizando-se um espectrofotdometro NanoDrop® 2000/2000¢ - Thermo
Scientific, com absorbancia a 280nm.

Considerando a faixa qualitativa do método Lab-on-a-chip que varia de 6 a

4.000ng/ uL indicada pelo fabricante, 200 pL de amostra foram diluidas em 400 pL de agua
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Milli-Q, visando ajustar as concentracdes das amostras a faixa qualitativa indicada para o
equipamento. Apos a realizacdo das dilui¢des, todas as amostras foram avaliadas novamente
quanto a concentracédo proteica.

Para o controle da reacdo, foram utilizados padrbes elaborados com proteinas
purificadas (albumina, a-lactalbumina bovina, R-lactoglobulina, lactoferrina, caseina e
imunoglobulina G) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

O ensaio analitico utilizado para a separacdo de proteinas do soro lacteo foi a
eletroforese microfluidica em microchip (Lab-on-a-chip) do sistema Agilent 2100
Bionalyzer, utilizando o kit Protein 80 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), que
permite a separacdo de proteinas de 5 a 80 kDa.

Para o preparo da solucdo de gel-matriz (Gel-Dye mix) e solucdo descolorante
(Destaining solution), os reagentes foram deixados sob temperatura ambiente por 30
minutos, em local protegido de luz.

A solucdo de gel-matriz (Gel-Dye mix) foi homogeneizada em vortex por 10
segundos, sendo centrifugada por 5 segundos. O contetddo (650 pL) foi transferido para um
tubo com filtro, presente no reagente comercial, e centrifugado a 2.500g por 15 minutos.

Apos a filtracdo, foi adicionado ao filtrado 25 pL da solucdo corante (Dye
concentrate), sendo homogeneizados em vortex por 15 segundos. A solucdo foi identificada
e armazenada a 4°C, protegida da luz, tendo validade por até quatro semanas ap6s 0 seu
preparo.

A solucdo descolorante (Destaining solution) foi preparada com a transferéncia
da solucéo de gel-matriz para um tubo coletor com filtro, seguida de centrifugacéo a 2.500
g por 15 minutos. Os reagentes foram protegidos da luz e armazenados a 4°C.

A solucdo desnaturante foi realizada com a adicdo de 1,0 puL de B-
mercaptoetanol a 28,6 pL ao tampdo (Protein 80 Sample Buffer), sendo o volume suficiente
para um microchip (total de 10 amostras). Apds a homogeneizacdo da mistura em vortex,
procedeu-se a centrifugacao por 5 segundos.

Foram pipetados quatro microlitros de cada amostra e dois microlitros da solugéo
desnaturante em um tubo de volume 0,5mL. Separadamente, foi pipetado seis microlitros do
marcador de peso molecular (Ladder) em um tubo plastico de 0,5mL. Posteriormente, 0s
tubos foram aquecidos a 95°C por cinco minutos em um termociclador (Bio-rad) e

arrefecidas em gelo por trés minutos.
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Os tubos foram centrifugados por 15 segundos e posteriormente, adicionou-se
84 uL de agua Milli-Q as amostras e ao marcador de peso molecular. Os tubos foram
centrifugados por 5 segundos e mantidos em gelo até 0 momento da pipetagem no microchip.

A distribuicdo dos reagentes e das amostras no microchip foi orientada pela
indicacdo alfanumérica presente nos microchips (Figura 1).

Inicialmente, pipetou-se 12 pL da solugédo de gel matriz (Gel-Dye mix) no pogo
identificado como G1. Em seguida, o microchip foi colocado em um suporte (Microchip
Priming Station) para aplicacdo de pressao de ar com o auxilio de uma seringa, para auxiliar
na distribuicdo do gel pelos canaliculos do microchip. Os outros pocos identificados como
G2, G3 e G4 foram preenchidos em seguida, com 12 pL da solugédo de gel matriz (Gel-Dye

mix).

High Sensitivity Protein Chip
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FIGURA 1 — (A) Microchip para eletroforese microfluidica (Agilent 2100- Bioanalyzer),
com capacidade de analise para 10 amostras. (B). Representacao
esquematica dos pogos e canais de um microchip da tecnologia ’Lab-on-a-
chip’’ para analise de proteinas. Pogos G1 a G4 — adicdo do gel/ corante
matriz; DS - solucdo de descolorante; S1 a S10 — amostras de leite; L —
Ladder. As setas destacadas indicam: A - canal de separacgdo, B- Posicao de
descoloracéo e C- Posicdo da janela de detecgéo.

FONTE: Adaptado de Anema?!.

O volume de 12 pL da solugéo descolorante (Destaining solution) foi adicionado
ao poco identificado como DS. Em seguida, 6 UL de cada amostra foi pipetado nos pogos
identificados como S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10. No poco L, foi pipetado 6 pL do
marcador de peso molecular (Ladder).
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As reacgdes tiveram padrfes conhecidos por meio da corrida de proteinas
purificadas: albumina, a-lactaloumina bovina, R-lactoglobulina, lactoferrina, caseina e
imunoglobulina G (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (Figura 2).

Apds o preenchimento dos pocos, o microchip foi colocado no aparelho (Agilent
2100 Bioanalyzer). A programacao da corrida contendo informagGes como tipo de analise,
kit utilizado e amostras foram realizadas no software do equipamento (2100 Expert
Software), com tempo aproximado para a corrida eletroforética em torno de 30 minutos.

A identificacdo das proteinas foi determinada pela migracdo no gel, sendo
observado o peso molecular, a similaridade com as proteinas purificadas e a area de picos
formados no gel (Figura 3) e no eletroferograma (Figura 4), produzidos através da
fluorescéncia das proteinas e dos marcadores de peso molecular. Os picos obtidos pela
eletroforese foram gerados automaticamente e captados pelo software. Apds o término da
analise, o microchip utilizado foi removido, descartado e os eletrodos foram higienizados

através da adicdo de 350 uL de agua Milli-Q no sistema electrode cleaner.

[s] adactoalbum... bJactoglobul... albumina IgG lactoferrina Ladder

Size [kDal
s0 —
ag —
46 — _ 95,0 Upper marker
44 — B—3
42 —
o 63,0
38 — I —
36 —
e 46,0
32 —
30 — ]
28 — 28,0
26 —
24 — —
22 — | — 15,0
20 — 6,5
18 — 3s

16 —
14 —
12 —
10 —

1,6 Lower marker

FIGURA 2 - Representacdo da corrida eletroforética em equipamento Agilent 2100
Bioanalyzer, demonstrando as massas moleculares das proteinas
purificadas, padrédo de peso molecular da reacédo (ladder) e tempo de
migracao (segundos).
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FIGURA 3 - Eletroferograma e correspondéncia aos pesos moleculares das fragdes proteicas
e do tempo de migracdo a partir de amostras de leite. Representacdo da corrida
eletroforética em gel.

2.3. Andlise estatistica

Ap0s a captacdo das informacdes pelo Agilent 2100 Expert Software—Bionalyzer
(Version B.02.08 S1648 Demo version) (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), 0s
dados foram avaliados pela estatistica descritiva. A analise de variancia (ANOVA) com dois
fatores fixos foi utilizada para avaliar as modificagdes das fracdes proteicas em relacéo a
CCS, seguida do teste post hoc HSD de Tukey para a identificacdo das diferencas especificas

nas variaveis seguindo o critério de significancia estatistica estabelecido (p<0,05).

3. Resultados e discussao

Os dados apresentados na Tabela 1 referem-se ao fracionamento das proteinas

presentes no soro do leite das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro.
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TABELA 1 - Resultados das proteinas do soro lacteo das racas Curraleiro Pé-Duro e
Pantaneiro, estimadas pelo método lab-on-a-chip

Raca Curraleiro Pé- Raca Peso p
Duro Pantaneiro molecular €s0
. molecular
estimado estimado
Massa Tempode  Massa Tempode Lab-on-a- SDS**
. ) . ~ . N .
Proteinas do soro lacteo molecular Migracdo molecular Migracéo chip (kDa)
(KDa) (s) (Kda) (s) (kDa)
a-lactoalbumina 124+08 225+11 122+06 22,009 12 14,1
B-lactoglobulina - Pico 1 16,2+1,0 240+10 155+09 233+1,1 - -
B-lactoglobulina - Pico 2 184+11 251+13 181+0,8 24617 18 18,3
IgG - cadeia leve 295+14 30,1+28 296+11 296+272 26 32
IgG- cadeia pesada 53,7+134 365%+44 57978 36835 54 60
Albumina 68,1+28 406+16 672+30 399+15 63 69
Lactoferrina 87,8+40 437+11 873+£55 431%15 87 89

* Anema?!
** Farrell et al.?®

Considerando os resultados apresentados, verificou-se que o emprego da
tecnologia lab-on-a-chip permitiu a identificacdo e quantificacao de cinco proteinas no soro
lacteo das ragas locais brasileiras, de forma automatizada, a partir da massa molecular (kDa)
e 0 tempo de migracio (segundos) em gel?, seguindo o mesmo padrdo das ragas
convencionais, quanto aos percentuais identificados das referidas fracdes.

As pequenas variaces observadas entre os resultados aqui apresentados e o
relato de Farrell et al.?®, ocorreram em func&o da avaliacéo de diferentes ragas bovinas, bem
como a sensibilidade das metodologias utilizadas para a identificacdo das proteinas presentes
no soro lacteo de forma manual ou automatizada, como a eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de SDS-PAGE, Ureia-PAGE e Native-PAGE, eletroforese
capilar, cromatografia e protedmica?.-26-30,

Quanto a proteina a B-lactoglobulina, sugere-se que a presenca de dois picos
sejam correspondentes as variantes genéticas da fracdo proteica p-lactoglobulina, descritas
pelas letras A, B, C, D e E. Segundo Sgarbieri®! e Stipp et al.®? estas variantes est3o
associadas ao polimorfismo da proteina, em regides identificadas dos aminoacidos e que
podem designar o melhor uso industrial, influenciando nas propriedades tecnologicas do
leite, j& que esta proteina tem capacidade de emulsificacdo, geleificacdo, formacao de
espuma e agregacao de sabor e aroma®3334,

As concentragdes das proteinas acima identificadas estdo descritas na Tabela 2.



58

TABELA 2 - ConcentracOes das principais proteinas do soro lacteo (ng/pL) na raga Curraleiro
Pé-Duro e Pantaneiro em relagdo a CCS

Bovino Curraleiro Pé-Duro

CCS N  Média Mediana Desvio- Minimo Maximo

Variaveis (ng/uL) (céls/mL) padrao

<200.000 177 2.8615 27818 112475 10133 3.897,8

Concentragdo total 5200000 49 278175 2847 88492 10128 3.957.9

<200.000 177 508,81 5321 22555 165,9 892,3

o-lactoalbumina 5200000 49 48620 4976 26527 3209  996.3

<200.000 177 264,71 89,5 548,1 118,6  2.568,1

PrlactoglobulinaPicol 500000 49 26212 863 44314 1138 21368

<200.000 177 1.802,44 1.832,4 1.060,00 2249 2.789,6

p-lactoglobulina Pico2 60009 49 1.787.03 1.8815 738,68 2496 2.627.23

<200.000 177 68,20 45,63 68,27 43,8 2254

19G Cadeia leve >200000 49 13292 1195 8924 685 6132

<200.000 177 28,85° 16,9 53,85 228 140,8

IgG Cadeia pesada >200.000 49 73.13° 51,3 76,68 29,7 265,1

<200.000 177 104,16" 941 125,60 41,4 4715

Albumina >200.000 49 242,96° 198 20853 924 7467

<200.000 177 42,06° 13,55 86,03 0,3 127,87

Lactoferrina >200.000 49 120,63° 984 12953 225 2996

Bovino Pantaneiro

Variaveis (ng/pL) (Cé?SC/:r?]L) N Média Mediana [;Zz\r/é%' Minimo  Méximo

<200.000 73 2.856,90 3.031,20 920,14 1.036,10 3.988,90

Concentragao total >200.000 34 2.769,38 2.666,59 922,18 1.056,10 3.972,40

<200.000 73 514,93 533,30 220,83 166,90 991,30

o-lactoalbumina >200.000 34 507,90 477,55 293,73 11492 159180

<200.000 73 105,81 84,17 229,11 9,60 181,50

prlactoglobulinaPicol 500000 34 8912 7486 8462 370 193,30

<200.000 73 1.584,95 1.554,35 675,03 24,60 2.728,90

P-lactoglobulina Pico2  _,00'000 34 1.542.30 1.503.60 621.80 27440  2.603 .20

<200.000 73 153,38 169,70 110,13 71,70 397,30

19G Cadeia leve >200.000 34 274,16° 19405 17838 9230 81154

<200.000 73 72,30° 66,18 234,88 21,20 356,90

IgG Cadeia pesada >200.000 34 133,04* 25560 38528 50,80 632,00

<200.000 73 284,97° 213,40 228,01 67,80 780,56

Albumina >200.000 34 406,34 342,30 33946 9140  1.083,60

<200.000 73 95,88 47,15 106,10 1,00 201,10

Lactoferrina >200.000 34 186,93° 120,20 90,51 31,10 353,20

“Médias seguidas de letras diferentes nas colunas se diferem pelo Teste de Tukey (p<0,05)
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QUADRO 1 - Concentracdes das fracdes proteicas presentes no soro lacteo em diferentes

estudos
Literatura
Variaveis . Sobczuk-
Kalorsesy et Farrezlsl et Santana®  Anema? Ralmogﬁdo Szul et
al. al. et al. 2l ¥
Proteinas do GM Sahiwal x Bovino Gir Holandes . Jersey  Holandes
Soro Jersey
sap | 104+ Lot 569,0-
Concentracédo 0,24 g/dL mg/dL 713mg/dL
Total 274+ 1.565,77 =
MAS 0.29 a/dL 901,63
<79 mg/dL
144,72 117,0-
SAD 06179l 3096 S0t 1570
a- mg/dL g mg/dL
lactoalbumina 157,39+
MAS 60,17
mg/dL
601,14 +
SAD 2-4g/L 147,33 2(4)'(')020 /iL ZOHY],%ZLS 6
B- mg/dL g g
lactoglobulina 596,64 +
MAS 137,28
mg/dL
59,0-
95.0mg/dL
3,00 + 165,580+ cadeia leve
SAD 0,36 0,3-0,7g/L 135,26 38,0-
mg/mL mg/dL 51.0mg/dL
IgG 4
cadeia
pesada
6,76 £ 365,61+
SAD 0,59 479,79
mg/mL mg/dL
72,96+30,85 24,0-
SAD 0.4g/L mg/dL 34.0mg/dL
Albumina 154,28+
MAS 124,15
mg/dL
SAD 0,02-0,1  64,47+29,33 36,0- 149,16
g/L mg/dL 49,0mg/dL  Hg/mL
Lactoferrina
MAS 121,43+97,2 Zli’r?ﬁ
8 mg/dL H9

Legenda:

GM= Glandula mamaria
SAD= sadia; MAS= mastite
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Apesar da existéncia de informacGes sobre os aspectos produtivos das racas
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, ainda sdo escassas as informacgOes referentes as
caracteristicas sanitarias da glandula mamaria e composicdo do leite destas racas; valores
referenciais para as duas racas ndo foram encontrados. Por esta razdo, os resultados de
proteinograma lacteo de outras ragas bovinas foram utilizados para nortear a interpretacao
dos resultados obtidos com as ragas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro.

Os valores encontrados para a concentracédo total de proteinas no soro lacteo de
fémeas saudaveis e com mastite, das racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro (Tabela 2), foram
inferiores aos resultados encontrados por Kalorey et al.*® e Sant’ana?’, na avaliagdo de
rebanhos das ragas Jersey e Gir.

Na comparacdo entre amostras de leite obtidas de animais sem mastite, sugere-se
que a variacao entre os valores encontrados neste estudo e os resultados da literatura (Quadro
1), pode ter sido decorrente das diferentes metodologias aplicadas na separacdo do soro
lacteo, fracionamento e identificacdo eletroforética das proteinas, mas também pode ter
relacdo com a raca avaliada, idade, estagio de lactacdo, ambiente, manejo, enfermidades nao
relacionadas a glandula mamaria, com os aspectos nutricionais e com os indices de producdo.
Dessauge et al.® relatam o efeito da alimentagio sobre a producao de leite e os componentes
lacteos.

Neste estudo optou-se pela separagdo do soro lacteo por coagulacdo enzimatica
e apesar de Anema?! ter utilizado a mesma tecnologia deste estudo, lab-on-a-chip, sugere-
se gque além das caracteristicas dos rebanhos avaliados, o método de separacdo do soro
lacteo®>% pode ter contribuido para as menores concentragdes encontradas neste estudo.

Desta forma, os menores valores observados nas amostras de leite das racas
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro quando comparados a outras ragas, tanto para a
concentracdo total de proteinas quanto as principais fracdes proteicas identificadas podem
estar relacionadas ao baixo perfil produtivo dos animais face a auséncia de especializacao
para a producdo leiteira e manejo para ordenha. Vale registrar que animais das racas
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro estdo associados a tracdo, havendo menor preocupagdo com
a alimentacio e suplementacdo para producio de leite ou carne. Gongalves et al.*°
relacionaram ainda a influéncia da idade sobre as concentracbes de proteinas séricas de
bovinos de outra raca e aptiddo do animal.

Apesar das menores concentracdes de proteinas no soro lacteo das fémeas

bovinas deste estudo, o valor de proteina total no leite enquadrou-se aos parametros exigidos
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pela legislagdo brasileira* que estabelece um teor minimo de 2,9% para as proteinas no leite,
atendendo as exigéncias de qualidade para o leite voltado a producéo nacional.

Levando-se em consideracdo o impacto da mastite sobre a sintese proteica,
observou-se que a concentracdo de proteinas totais do soro lacteo dos rebanhos Currraleiro
Pé-Duro e Pantaneiro ndo sofreu alteracdo com a elevacdo de CCS no leite, diferente dos
resultados obtidos por Sant’ana?® e Kalorey et al.*® que relataram aumento na concentragéo
de proteina no soro lacteo de animais com maiores CCS. A auséncia de elevacdo na
concentracdo de proteina no soro lacteo das fémeas com mastite deste estudo pode ter sido
resultado da reducdo na sintese dos componentes lacteos, acompanhado do aumento da
permeabilidade vascular na glandula mamaria, o que permite a migracdo de proteinas
sanguineas do soro sanguineo para o Ubere, mantendo estavel os valores de proteina do
leite®,

A o-lactoalbumina do leite dos animais deste estudo apresentou menor
concentragéo, quando comparada as ragas produtoras de leite?*3. Esse peptideo do soro
lacteo tem acdo na biossintese da lactose na glandula mamaria, determinando maior
estabilidade ao calor e conferindo agdo antimicrobiana contra bactérias patogénicas 26234344,
Neste estudo, ndo foram observadas diferengas significativas (p > 0,05) entre os animais
sadios e com mastite, corroborando os resultados de Sant’ana?® que observou concentracdes
semelhantes da a-lactoalbumina no leite saudavel e mastitico.

A B-lactoglobulina do leite dos animais deste estudo apresentou menor
concentracdo, quando comparada a ragas produtoras de leite?*213643 Essa fragdo proteica
apresenta fungdes bioldgicas** e propriedades funcionais de utilidade na industria de
alimentos®.32, indicando a necessidade de mais estudos direcionados para as ragas Curraleiro
Pé-Duro e Pantaneiro, considerando sua potencialidade para geracdo de produtos com
indicacio geografica, a exemplo do que acontece com ragas autoctones européias*

Apesar deste estudo, ndo ter por objetivo a identificacdo de microrganismos que
compdem o grupo de bacteérias lacticas, acredita-se que o perfil de proteinas séricas no leite
e sangue, possa ter relagio com tal estrutura genética destas ragas. Oldenbroek “® discorreu
sobre itens que justificam o estudo de racas autoctones e dentre eles, citou que a oportunidade
de investigacdo direcionada a qualidade de produtos e saude de ragas criadas em sistemas
extensivos é prioritario. Os resultados para os picos de B-lactoglobulina podem indicar que
h& componente genético para propriedades tecnolégicas desconhecidas e pelos resultados
identificados em outro capitulo deste estudo, é possivel associar fatores inibidores para

microrganismos indesejaveis e maior atuacdo daqueles que sdo denominados como de uso
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industrial. Desta forma, suspeita-se que exista associacdo entre o perfil de p-lactoglobulina
identificado e a acdo de bactérias lacticas, 0 que potencializa a intencdo de uso deste tipo de
leite como culturas starters.

Ao avaliar conjuntamente os dois picos da B-lactoglobulina, os valores obtidos
para a raga Curraleiro Pé-Duro ficam muito proximos daqueles relatados por Farrell et al.®
e Raimondo et al.*®, reforcando a necessidade de mais estudos com as racas bovinas
brasileiras objetivando as propriedades tecnoldgicas do leite desses animais.

Em relacdo a mastite e os valores observados para a p-lactoglobulina, sugere-se
que, 0 mesmo efeito observado sobre a concentragdo total das proteinas do soro lacteo, pode
ser estendido as concentragdes das proteinas a-lactoalbumina e B-lactoglobulina, que apesar
de uma discreta reducdo nos casos de mastite ndo apresentaram diferencas significativas
(p > 0,05). Estas observacdes se assemelham as descri¢des de Sant’ana?® onde apesar das
diferengas entre os valores para as proteinas em questdo, ndo foram observadas alteraces
significativas entre 0s grupos de animais sadios e doentes.

A imunoglobulina G do leite dos animais deste estudo apresentou menor
concentragéo, quando comparada a racas produtoras de leite 29253536 Essa imunoglobulina
apresenta funcdo bioldgica de protecdo a glandula maméaria frente a microrganismos
causadores de mastite, atuando como antioxidante e contribuindo para a imunidade
passiva0:2647,

Considerando o impacto da mastite sobre as proteinas presentes no soro lacteo,
foi observado neste estudo aumento significativo (p < 0,05) na concentracdo de
imunoglobulinas G de cadeia leve e pesada, nas racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro,
corroborando os resultados de Kalorey et al.* e Santana 2004. A mastite promove a elevagio
da CCS e da concentracdo de imunoglobulinas, em resposta a inflamacéo/infec¢édo local no
Ubere?*7.

Os resultados observados neste estudo se assemelham também as observacdes
de Amaral et al.*® que verificaram o aumento na concentragdo de imunoglobulina G
acompanhando a elevacdo da CCS. Os autores sugeriram ainda o envolvimento de patdgenos
primarios de mastite em amostras de leite com maiores concentra¢es de imunoglobulinas,
quando comparados a quadros infecciosos na glandula mamaria por patdgenos considerados
secundarios ou quartos mamarios negativos ao isolamento bacteriano convencional, que
podem apresentar concentragdes de albumina e imunoglobulinas menos expressivos. Estas
observacdes sustentadas por Amaral et al.*® podem de certa forma auxiliar na compreensio

sobre os valores encontrados neste estudo e os relatados na literatura (Quadro 1), visto que
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a maioria dos microrganismos isolados nos casos de mastite das ragas Curraleiro Pé-Duro e
Pantaneiro podem ser caracterizados como secundarios e de origem ambiental, como
discutidos no capitulo anterior.

Sugere-se que as variagbes observadas quanto a concentracdo de
imunoglobulinas no soro l&cteo, sejam decorrentes da mastite, entretanto, fatores como
periodo de lactacdo, nimero de lactacdes, producdo de leite, composi¢do do leite (teor de
solidos totais) ou pela concentracdo de 1gG no soro, podem interferir em menor grau nos
niveis de imunoglobulinas G no leite. Estas observacdes encontram respaldo nos relatos de
Liu et al.*® onde constataram forte correlagdo entre a concentragio de IgG no soro lacteo e 0
namero de lactacbes dos rebanhos avaliados, bem como ao estagio de lactacdo, producéao
diaria e o teor de proteinas no leite.

As concentracBes de albumina nas amostras de leite das racas Curraleiro Peé-
Duro e Pantaneiro foram inferiores as relatadas por Farrell et al.?®. Os valores da raca
Pantaneiro apresentaram-se no intervalo proposto por Raimondo et al.>®, para a concentragéo
de albumina no soro lacteo de animais sadios. Sugere-se que as variaces observadas entre
o0s estudos sejam decorrentes das caracteristicas intrinsecas das racas, pois de acordo com
relatos de Barini®® e Borges®® os valores médios de albumina no soro sanguineo de bovinos
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro foram inferiores aos observados para bovinos das racas
Nelore, Gir, Holandés. Girolando e Toros de Lidia.

A concentracdo da albumina foi significativamente maior (p < 0,05) no leite com
maiores CCS, em ambas as racas. Estes valores diferem dos observados por Sant’ana?’, ao
descrever a concentracdo de albumina no soro lacteo em animais sadios e com mastite,
entretanto, notou-se a similaridade entre a elevagdo de CCS e a concentragdo de albumina
em ambos os estudos, indicando que a presenca de albumina sérica no leite tem forte relacédo
com aumento na permeabilidade vascular da glandula mamaria durante o processo
inflamatorio, e a passagem de componentes sanguineos para o leite®?,

Haraguchi et al.?, Poppi et al.® e Raimondo et al.*® complementaram ainda que
apesar da mastite promover aumentos significativos na concentragdo de albumina no soro
lacteo, outros fatores também interferem na elevacdo deste peptideo, como as fases de
lactacao.

A concentracdo de lactoferrina no soro lacteo de bovinos sadios das ragas
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, foram semelhantes as relatadas por de Farell et al.?®
Hagiwara et al.® e Cheng et al.>* para outras racas de bovinos leiteiro e inferiores aos

relatados por Raimondo et al.*® e Sobczuk-Szul et.®’.
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As concentracOes de lactoferrina foram significativamente maiores (p < 0,05)
nas fémeas com mastite, nas duas ragas aqui avaliadas. Vale destacar que a elevacdo da
lactoferrina nas CCS mais elevadas tem relacdo com o efeito bactericida atribuido a esta
proteina, considerando sua capacidade de sequestro do ferro nas células alveolares da
glandula mamaria, impedindo desta forma sua captagdo para o metabolismo bacteriano 6313,
Diante destas observagdes, Cheng et al.>* e Giacinti et al.>® sugeriram que a lactoferrina
poderia funcionar como indicador de processos inflamatorios da glandula mamaéria em
rebanhos leiteiros de bovinos e bubalinos. Salienta-se que outros fatores, como fase da
lactacdo, nimero de pari¢Ges, nivel de producdo também podem interferir com suas
concentragdes®®->>°6,

Considerando a total auséncia de informacdes na literatura sobre o perfil protéico
do leite dos bovinos das racas locais brasileiras Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, este estudo
gerou os primeiros dados, que deverdo auxiliar na composicdo dos valores referenciais do
proteinograma lacteo para essas racas, tanto para os animais sadios, como para aqueles com

mastite.

4. Conclusodes

A técnica de eletroforese microfluidica Lab-on-a-chip é adequada para a
identificacao e quantificacdo da a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulina G,
albumina e lactoferrina. Leite com contagens superiores a 200.000 céls/mL provoca o
aumento na concentragdo de imunoglobulina G, albumina e lactoferrina. Embora os valores
obtidos neste estudo tenham sido menores, o comportamento das fracGes proteicas se

assemelha as racas de aptidao leiteira.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Estudar e investigar as potencialidades das racas bovinas Curraleiro Pé-Duro e
Pantaneiro pode ser compreendido como ato de investir em conservagdo, documentacao,
registro e valorizacdo econémica do que é préprio do Brasil, em atengdo aos recursos
genéticos locais e as populacdes envolvidas.

Tao grande quanto o interesse pela exploracdo de leite, ou carne ou mesmo pelo
emprego dos animais em atividades de tracdo, € o desejo de desvendar o que era
marginalizado, o que era tido como de menor valor. Pelo linguajar rotineiro, ragas como
Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro ja carregam em si adjetivos desfavoraveis, que ndo se
enguadravam na classificacdo de gado de elite ou de gado de regides apropriadas, ndo eram
considerados para producéo de alimentos.

No entanto, estes animais abrigam potencialidades invisiveis aos olhos e as
mentes convencionais. Bastava o mais dificil: acreditar e investigar. Acreditando, foi
possivel ver a expressao de racas aos diferentes habitats e manejos, menos apropriados a
producdo leiteira, mas passiveis de exploracdo ao recurso genético que representam. Por
acreditar foi possivel avaliar a glandula mamaéria de fémeas consideradas somente mées e
com baixa producéo de alimento para a cria. Acreditando, houve o registro da raga junto ao
MAPA.

Por acreditar, sem objetivar o enfado da expressao, identificou-se que o leite das
racas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro tem caracteristicas divergentes das demais racas
habilitadas a producdo leiteira, mas ndo piores, ressaltando a diversidade para composicao
fisica, quimica e bioldgica desta matéria-prima.

Conhecer, detalhar e conservar a biodiversidade é responsabilidade mundial,
preconizada pela Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura. Por
consequéncia, inicialmente registrar e divulgar as caracteristicas raciais quanto ao leite
produzido em condig¢des naturais, por animais ndo submetidos aos preceitos intensivistas é
vital e predispde a colaborar para a producdo de alimentos do mundo.

De acordo com os resultados encontrados neste estudo, foi possivel caracterizar
as racgas Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro quanto a sanidade da glandula mamaria e aos
aspectos que envolvem a qualidade do leite produzido. Apesar da aptiddo mista das ragas, a
producdo leiteira ainda é pouco explorada, entretanto, acredita-se que melhorias no manejo

e alimentacéo destes animais possam influenciar significativamente na producéo e qualidade
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do leite em ambas as ragas, ampliando o uso do leite para além dos animais recém-nascidos
e sim para as familias.

A partir da avaliacédo da sanidade da glandula mamaria foi possivel identificar a
ocorréncia de casos de mastite na forma clinica e subclinica, com envolvimento
predominante de microrganismos de origem ambiental, o que era esperado para as
propriedades onde ndo havia exploracdo leiteira. Salienta-se que as ragas sugerem
diferenciacdo para os padrdes nacionais de classificacdo de mastite, no que tange aos
indicadores, 0 que permite supor mais resisténcia da glandula mamaria.

Verifica-se desta forma, a necessidade de acompanhamento dos animais de
ambas as racas no manejo diario de ordenha para observacgdo do nivel de produtividade, além
dos critérios anatémicos, fisiologicos e imunologicos que envolvem a sanidade da glandula
mamaria e qualidade do leite a fim de estabelecer o comportamento que as racas Curraleiro
Pé-Duro e Pantaneiro apresentam frente a ordenha diéria e 0s microrganismos ambientais e
contagiosos.

A adocdo de estratégias simples no monitoramento, controle e prevencdo da
mastite nos rebanhos como os testes da caneca telada, CMT e os procedimentos de obtencao
higiénica do leite devem ser difundidos as populagdes que utilizam as racas Curraleiro Pé-
Duro e Pantaneiro como subsisténcia ou geracéo de renda, sendo fundamental para a garantia
de inocuidade ao leite e também para seu aproveitamento artesanal ou como iniciadores de
culturas em cunho industrial. A investigacdo continua destes parametros permite relacionar
0 estado sanitario do rebanho, a higiene dos processos e o perfil natural do leite estudado.

O emprego da eletroforese microfluidica permitiu o reconhecimento das fracbes
proteicas do soro lacteo obtendo caracteristicas quanto ao peso molecular, concentracédo e
tempo de migracdo das proteinas no soro. Foi possivel observar o efeito da mastite sobre o
processo de sintese e secrecao de leite, com a elevacdo de constituintes de origem sanguinea
no leite como albumina, imunoglobulina G e lactoferrina, consequéncia do aumento da
permeabilidade vascular na glandula mamaria durante o processo inflamatorio.

Cabe ressaltar que as observagdes deste estudo ndo buscaram estabelecer
pardmetros para as ragas avaliadas e sim evidenciaram caracteristicas até entdo
desconhecidas para estes rebanhos.

Diante disso, verifica-se a necessidade de mais informacdes e estudos sobre 0s
aspectos ligados a produtividade e qualidade do leite, na tentativa de esclarecer as
particularidades das ragas, quanto adaptacao, resisténcia e rendimento, bem como quanto ao

perfil das bactérias naturalmente presentes no leite e que podem caracterizar grupos
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bacterianos capazes de inibir microrganismos patogénicos e deteriorantes, bem como podem
aumentar a resisténcia da glandula a doenga.

O quesito composicdo da microbiota do leite destas racas é outro parametro de
valor a ser considerado no ambito de recursos genéticos e de ecossistemas diversos para uso
biotecnoldgico, tanto para alimentos de origem animal, quanto para o beneficiamento de
alimentos de origem vegetal. A pesquisa dos microrganismos de desejaveis, selecionados no
leite das duas racas, deve ser 0 proximo passo.

N&o menos importante, cabe reforcar que a valorizacdo das racas carrega em si
outro fator de cunho social, de forma explicita a valorizagdo dos individuos que convivem
com os animais: tratadores, pedes, proprietarios, técnicos e pesquisadores. A caracterizagao,
neste caso, positiva, faz com que todos os agentes envolvidos sejam impulsionados a
transformacdo, uma vez que ha a sinalizacdo de que algo melhor pode vir em um futuro
proximo, se houver empenho, trabalho, conhecimento e dedicag&o.

O leite destas racas, a partir das constatacOes feitas por este estudo, deixara de
ser denominado como “leite de pedra” e passara a ser conhecido como leite produzido por
gado Curraleiro Pé-Duro e Pantaneiro, com possiveis beneficios a producédo de subprodutos
e, quem sabe, corroborando aos anseios dos que acreditam, possa ser um excelente recurso
para producdo, maturacdo e conservagdo de queijos, por exemplo, considerando suas
caracteristicas fisico-quimicas e 0s provaveis microrganismos naturalmente presentes no

interior da glandula que denotou qualidade.



ANEXOS

73



74

TABELA 1- Composicdo centesimal do leite de fémeas Curraleiro Pé-Duro, sob acdo de ocitocina ou nao nas colheitas de amostras 12 e 13

Qcitocina
Colheita Ordenha sem aplicagao Ordenha com aplicagéo
de amostras Animal Gordura Proteina Lactose EST ESD CCS Animal Gordura Proteina Lactose EST ESD CCS
12 8 0,7 3,51 4,74 9,9 9,2 15.000 1 3,58 3,69 4,94 13,2 9,62 6.000
14 1,17 3,05 4,26 9,46 8,29 14.000 12 4,42 3,76 4,66 13,86 9,44 28.000
23 1,25 3,67 4,84 10,7 9,45 53.000 22 4,34 3,58 4,32 13,22 8,88 1.237.000
24 0,48 3,57 4,92 9,89 9,41 7.000 54 3,27 3,59 4,9 12,74 9,47 6.000
25 0,85 3,87 4,83 10,47 9,62 57.000 62 521 4,33 4,67 15,23 10,02 30.000
28 1,75 3,79 4,98 11,49 9,74 12.000 95 4.7 3,13 4,92 13,78 9,08 11.000
33 0,68 3,6 5,00 10,19 9,51 3.000 100 4,22 3,63 4,83 13,68 9,46 25.000
34 0,73 3,27 4,79 9,72 8,99 232.000 266 4,46 3,73 4,14 13,34 8,88 965.000
35 1,71 3,84 4,04 10,55 8,84 609.000
40 0,58 3,91 4,78 10,21 9,63 3.000
42 0,63 3,47 4,54 9,58 8,95 631.000
44 1,98 33 4,21 10,45 8,47 263.000
46 0,71 3,42 4,79 9,85 9,14 10.000
47 0,95 3,79 5,00 10,66 9,71 150.000
48 0,59 3,57 5,07 10,14 9,55 1.000
65 1,08 3,76 4,54 10,32 9,24 127.000
68 1,79 4,07 4,58 11,41 9,62 128.000
91 0,97 3,54 3,54 9 8,03 1.270.000
111 1,38 3,69 4,78 10,81 9,43 35.000
154 0,74 3,08 4,61 9,36 8,62 202.000
Média 1,04 3,59 4,64 10,21 9,17 191100 Média 4,28 3,68 4,67 13,63 9,36 288500
13 14 0,45 3,45 4,89 9,71 9,26 16.000 16 3,27 3,59 4,68 12,56 9,29 23.000
22 2,01 3,92 411 11,04 9,03 891.000 24 2,53 3,57 47 11,8 9,27 29.000
54 2,17 3,88 4.8 11,83 9,66 17.000 25 5,06 3,79 4,83 14,67 9,61 12.000
71 0,84 3,26 3,75 8,81 7,97 1.399.000 34 1,96 3,43 4,73 11,09 9,13 241.000
90 0,93 4,07 4,66 10,59 9,66 19.000 39 2,41 391 4,5 11,82 9,41 426.000
40 1,37 43 4,6 11,23 9,86 5.000
42 1,44 3,72 471 10,83 9,39 123.000
46 2,1 3,55 4,66 11,29 9,19 111.000
48 3,96 3,9 4,85 13,74 9,78 12.000
68 4,47 4,09 4,39 13,97 9,5 71.000
78 2,22 3,6 4,56 11,37 9,15 129.000
96 4,06 3,26 4,03 12,37 8,31 513.000
153 1,46 4,37 4,67 11,46 10 9.000
154 2,54 3,21 4,53 11,3 8,76 193.000
252 2,84 3,69 4,75 12,27 9,43 74.000
Meédia 1,28 3,72 4,44 10,40 9,12 468.400 Meédia 2,78 3,73 4,61 12,12 9,34 131.400
* Total 1,08 3,61 4,60 10,25 9,16 246.560 Total 3,30 3,71 4,63 12,64 9,34 186.043
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QUADRO 1- CCS dos animais da raca Curraleiro Pé-Duro durante as colheitas de amostras

realizadas no periodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2014

Animal Colheita CCS Animal Colheita CCS Animal Colheita CCS
1 1 302.000 25 5 11.000 41 1 5.000
2 1.223.000 6 28.000 2 9.000
3 787.000 11 1.000 3 34.000
4 62.000 12 53.000 4 4.000
5 48.000 26 2 212.000 5 4.000
9 65.000 4 12.000 6 4.000
10 30.000 5 25.000 42 10 9.000
11 55.000 6 4.000 11 2.000
12 6.000 8 83.000 12 631.000
2 2 48.000 12 7.000 13 123.000
4 3.000 13 29.000 43 1 14.000
6 4.000 27 4 5.000 2 5.000
3 4 205.000 11 4.000 3 4.000
4 10 2.617.000 12 57.000 4 10.000
6 1 10.000 13 12.000 5 7.000
3 4.000 28 7 69.000 6 9.000
4 4.000 29 5 660.000 44 2 80.000
5 28.000 6 4.188.000 12 263.000
6 27.000 9 266.000 45 9 23.000
10 170.000 11 30.000 46 4 12.000
11 11.000 12 12.000 6 274.000
8 9 8.000 30 4 165.000 12 10.000
11 80.000 5 193.000 13 111.000
12 15.000 6 193.000 47 9 105.000
9 6 10.000 31 11 2.000 11 9.000
10 2 245.000 32 3 63.000 12 150.000
12 9 33.000 4 293.000 48 10 2.000
11 17.000 5 359.000 11 1.000
12 28.000 6 226.000 12 1.000
14 11 1.534.000 7 39.000 13 12.000
12 14.000 8 199.000 51 2 123.000
13 16.000 33 1 880.000 52 6 5.000
16 3 29.000 3 132.000 53 7 177.000
11 33.000 12 3.000 54 1 102.000
13 23.000 34 10 145.000 6 3.000
18 9 24.000 12 232.000 10 22.000
19 2 22.000 13 241.000 11 2.000
20 2 26.000 36 9 71.000 12 6.000
3 11.000 38 9 37.000 13 17.000
4 51.000 39 13 426.000 55 9 1.033.000
5 9.000 40 1 54.000 56 9 174.000
6 5.000 3 29.000 58 3 91.000
7 6.000 8 21.000 6 3.000
21 9 24.000 9 28.000 9 91.000
22 12 1.237.000 10 11.000 62 9 65.000
13 891.000 11 2.000 12 30.000
23 9 26.000 12 3.000 63 2 59.000
24 12 609.000 13 5.000 10 23.000
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Animal Colheita CCS Animal Colheita CCS
65 1 21.000 99 8 319.000
9 31.000 100 12 25.000
10 508.000 101 10 242.000
12 127.000 11 9.000
68 9 84.000 107 10 684.000
11 5.000 111 12 35.000
12 128.000 123 10 11.000
13 71.000 153 10 723.000
71 1 44.000 13 9.000
13 4.399.000 154 10 90.000
72 9 37.000 11 31.000
73 1 2.105.000 12 202.000
2 739.000 13 193.000
74 1 3.741.000 162 2 44,000
75 6 8.000 11 85.000
78 6 4.000 171 10 12.000
7 20.000 174 7 273.000
13 129.000 174 8 848.000
79 1 30.000 235 10 7.000
82 3 4.069.000 11 11.000
10 26.000 251 4 80.000
84 7 6.000 6 11.000
8 62.000 252 13 74.000
85 6 6.000 259 7 627.000
7 3.000 10 464.000
10 146.000 11 455.000
89 8 48.000 8 71.000
10 365.000 260 10 13.000
90 13 19.000 260 11 2.548.000
91 12 1.270.000 263 9 26.000
95 7 8.000 10 115.000
12 11.000 11 8.000
96 6 27.000 266 2 960.000
13 513.000 12 965.000
97 7 1.000 268 7 11.000
8 17.000 282 10 305.000
98 1 237.000 283 7 100.000
3 28.000 8 8.000
4 10.000 293 5 13.000
5 19.000
6 39.000
7 5.000
8 8.000
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QUADRO 2- CCS dos animais da raca Pantaneiro durante as colheitas de amostras

realizadas no periodo de novembro de 2013 a maio de 2014

Animal Colheita  CCS Animal Colheita CCS Animal Colheita CCS
955 2 762.000 1878 2 1.000 9372 2 3.000
3 21.000 3 29.000 3 24.000
981 2 351.000 1904 3 44,000 9373 2 70.000
3 3.000 1932 2 122.000 3 7.000
1074 2 1.585.000 1933 1 130.000 9539 2 1.300.000
3 3.000 1934 1 11.000 3 27.000
1097 2 128.000 2 5.000 9518 2 4.000
3 6.000 3 4.000 3 14.000
1140 3 3.000 2004 2 579.000 9573 2 2.912.000
1156 1 793.000 2153 2 656.000 3 47.000
2 307.000 2167 2 3.000 9582 2 344.000
3 77.000 7630 2 550.000 3 239.000
1178 2 1.000 3 973.000 9611 2 3.000
3 2.000 7639 1 243.000 3 416.000
1204 2 876.000 2 3.855.000 | 9634 3 3.585.000
3 103.000 3 3.218.000 | 9839 2 13.000
1351 1 12.000 8056 1 389.000 9840 3 21.000
3 667.000 2 2.000 9844 2 5.000
1623 2 5.000 3 316.000 3 3.000
3 26.000 8060 2 3.000 9846 2 81.000
1679 2 198.000 3 677.000 9848 2 39.000
1681 1 445.000 8104 3 3.000 9901 1 157.000
2 218.000 8237 1 93.000 3 3.000
3 218.000 2 3.000 2 34.000
1685 2 162.000 3 49.000 9903 3 11.000
3 12.000 8879 2 278.000 2 3.000
1686 2 868.000 3 189.000 9904 1 62.000
1687 1 41.000 8925 1 176.000 3 10.000
2 132.000 2 3.515.000 2 894.000
3 18.000 3 9.000 9948 2 4.000
1707 2 1.000 2 7.000 9963 2 3.000
1709 2 11.000 9171 1 3.000
1710 1 10.000 2 821.000
2 210.000 3 88.000
3 52.000 9191 3 3.000
1763 1 17.000 9322 2 1.000
2 464.000 3 21.000
3 717.000 9323 3 38.000




