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RESUMO

RAIMONDO, R. F. S Proteinograma da secrecdo lactea de cabras. [Goat milk
proteinogram]. 2011. 148 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

O objetivo do presente estudo foi estabelecer os valores de referéncia do
proteinograma de soro lacteo por meio da técnica de eletroforese SDS-PAGE para a
lactacdo plena e avaliar os efeitos do processo de secagem da glandula mamaria,
fase colostral e primeiro més de lactacdo, fase de lactacdo, nimero de lactacdes,
isolamento bacteriano e infeccao pelo VCAE nas proteinas da secrecao lactea de
cabras da raca Saanen. Foram analisadas, entre 2007 e 2010, 545 amostras de leite
provenientes de 185 cabras em diversas fases da lactagcdo. Durante a lactacao
plena, baseado nos resultados dos intervalos de confianca, foram determinados os
seguintes valores de referéncia: proteina total entre 2.940,0 e 3.050 mg/dL; proteina
do soro lacteo entre 903,0 e 973,0 mg/dL; lactoferrina entre 68,0 e 77,0 mg/dL;
albumina entre 88,0 e 97,0 mg/dL; imunoglobulina cadeia pesada entre 93,3 e 103,0
mg/dL; imunoglobulina cadeia leve entre 132,7 e 146,0 mg/dL; B-lactoglobulina entre
299,0 e 329,0 mg/dL e a-lactoalbumina entre 213,0 e 229,5 mg/dL. Os valores
absolutos de proteina total, proteina do soro e fragdes protéicas aumentam durante
a secagem da glandula. Antes da secagem predominavam as fragdes de B-Lg e a-
La, a partir do 3° dia, ocorre o surgimento das novas fracdes e a alteracdo do perfil
protéico sem que haja o predominio de nenhuma fracdo. A fase colostral, primeiras
24 horas de lactacdo, determinam as maiores concentracfes de proteina total,
proteina do soro e fracdes protéicas que diminuem apos as primeiras 12 horas de
lactacdo estabilizando apés o 5° dia. No colostro as imunoglobulinas séao
predominantes, e apds o periodo de transicdo do colostro para o leite as fracdes [3-
Lg e a-La sao predominantes. Nos primeiros 15 dias de lactacao, devido a influéncia
da fase colostral, observa-se que as concentracdes de proteina total e proteina do
soro lacteo sdo maiores. A partir desse momento permanecem estaveis voltando a
aumentar no final da lactacdo. As fracBes protéicas do soro de leite (lactoferrina,
albumina sérica, imunoglobulina de cadeia pesada, imunoglobulina de cadeia leve,
B-Lg e a-La) também sdo maximas nos primeiros 15 dias de lactacdo e diminuem ao

longo do periodo. A concentracdo de proteina do soro e suas fracdes em cabras



primiparas foi menor quando comparadas com cabras pluriparas. O isolamento
bacteriano néo influencia as concentrac6es de proteina total do leite e proteina do
soro lacteo de cabras, contudo a concentracdo de lactoferrina € maior e as
concentracbes de PB-Lg e a-La sdo menores em amostras com isolamento
bacteriano. O CAEV né&o influencia as concentragdes de proteina total do leite e
proteina do soro lacteo de cabras, contudo a concentracdo de lactoferrina é maior e

a concentracao de e a-La € menor em cabras sororeagentes positivas ao VCAE.

Palavras-chave:

Cabra. Proteina do soro de leite. Eletroforese SDS-PAGE. Artrite e encefalite

caprina. Fase de lactacédo.



ABSTRACT

RAIMONDO, R. F. S. Goat milk proteinogram [Proteinograma da secrecao lactea
de cabras]. 2011. 148 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo

The aim of this study was to establish reference values of the whey protein through
the technique of SDS-PAGE for the full lactation and to evaluate the effects of the dry
period of the mammary gland, colostral phase and first month of lactation, lactation,
lactation number, bacterial isolation and VCAE infection in proteins of milk secretion
in Saanen goats. Were analyzed between 2007 and 2010, 545 milk samples from
185 goats at different stages of lactation. During full lactation, based on the results of
the confidence intervals were determined the following reference values: total protein
between 2,940.0 and 3,050 mg / dL; whey protein between 903.0 and 973.0 mg / dL;
lactoferrin between 68.0 and 77.0 mg / dL, serum albumin between 88.0 and 97.0 mg
/dL, immunoglobulin heavy chain between 93.3 and 103.0 mg / dL, immunoglobulin
light chain between 132.7 and 146, 0 mg / dL, B-lactoglobulin between 299.0 and
329.0 mg / dL and a-lactalbumin between 213.0 and 229.5 mg / dL. The absolute
values of total protein, whey protein and protein fractions increase during the dry
period. Prevailed prior to dry period the fractions of B-Lg and a-La from the 3rd day,
occurs the emergence of new fractions and protein profile changes without the
predominance of any fraction The colostral phase, the first 24 hours of lactation,
determine the highest concentrations of total protein, whey protein and protein
fractions that decrease after the first 12 hours of lactation stabilized after the 5th day.
Immunoglobulin in colostrum is prevalent, and after the period of transition from
colostrum to milk fractions B-Lg and a-La are predominant. In the first 15 days of
lactation, due to the influence of colostral phase, it is observed that the
concentrations of total protein and whey protein are higher. From then remain stable
before rising again in late lactation. The protein fractions of whey (lactoferrin, serum
albumin, immunoglobulin heavy chain, immunoglobulin light chain, B-Lg and a-La)
are also maximal in the first 15 days of lactation and decrease during the period. The
concentration of whey protein and protein fractions in heifers are smaller when
compared with multiparous goats. Bacteria isolation does not influence the

concentrations of total protein from milk and whey protein of goats, but the



concentration of lactoferrin is increased and the concentrations of B-Lg and a-La is
smaller in samples with bacterial isolation. The CAEV does not influence the
concentrations of total protein and whey protein in goat, but the concentration of

lactoferrin is higher and concentration of a-La is less in goat positive by the CAEV.

Key words:

Goat. Whey protein. Electrophoresis SDS-PAGE. Caprine arthritis-encephalitis.
Lactation phase.
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1 INTRODUCAO

A criacdo de caprinos no Brasil, com inicio entre os séculos XVI e XVIII,
segundo o ultimo censo agropecuéario realizado em 2006 detém 11.460.735 animais,
deste total mais de 90% localizados na regiao nordeste (IBGE, 2006). Segundo a
FAO (2006), o Brasil possui o décimo quinto rebanho mundial, sendo que 42,05 %
do rebanho sao representados por cabras leiteiras colocando o Pais como o oitavo
rebanho de caprinos leiteiros do mundo. Apesar da maior parte do rebanho estar
concentrada na regido Nordeste, a producdo de leite do Sudeste igual a 12.000
litros/dia, representa 54.6% de todo o leite de cabra que é produzido no Pais.

A caprinocultura leiteira vem crescendo consideravelmente na ultima década,
principalmente pelo aumento da procura e do consumo do leite e seus derivados,
sejam pelas suas caracteristicas nutricionais, assim como no uso na alimentacéao de
lactentes e criancas que apresentam a intolerancia ao leite bovino. Contudo, apesar
de existrem na literatura trabalhos relacionados ao leite dessa espécie, 0s
resultados sado escassos, pouco representativos, parciais ou obtidos de pequeno
namero de animais, dessa maneira 0 conhecimento da composicdo e das

propriedades do leite caprino, e sua variabilidade normal é de suma importancia.

A constituicdo protéica do leite, até recentemente ndo era considerada
importante no diagndstico das doencas da glandula mamaria, porém os resultados
obtidos por Sant’ana (2004), evidenciaram que a determinacdo do teor de proteina
total do leite e seu fracionamento podem ser utilizado para o diagndstico das
mamites, pois segundo a autora nesses casos patologicos 0 aumento dos teores de
proteina total com diminuicdo dos teores de caseina e aumento dos teores de
proteinas de origem plasmatica no soro lacteo representa sintoma de alteracdo da

glandula mamaéria, principalmente alteracdes de permeabilidade.

A proteina do leite, assim como 0s outros contituintes, sédo influenciados por
diversos fatores entre eles: fase de lactagcdo, numero de lactacbes, raca dos
animais, celularidade do leite além da inflamacéo da glandula maméaria ocasionada
pelas mamites. Na espécie caprina, além das mamites, outra enfermidade que pode
acometer a glandula mamaria dos caprinos é a artrite encefalite caprina (CAE), uma
doenca infecciosa causa pelo retrovirus pertencente a subfamilia Lentivirinae que
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acomete caprinos de todas as racas e idades. Na glandula mamaria de cabras
infectadas descreveu-se o0 endurecimento gradativo com a presenca de varios
nddulos de consisténcia dura, que confluem para determinar um endurecimento
difuso do parénquima mamario, resultando em assimetria das metades do Ubere
(LARA, 2002).

A importancia da avaliacdo da proteina do soro lacteo e de suas fracdes
protéicas no auxilio diagndstico das afeccdes da glandula mamaria é conhecida em
bovinos, contudo ha deficiéncia em estudos na espécie caprina, assim como na
avaliacdo das influéncias fisiologicas e patoldgicas nas proteinas da secrecdo lactea
dessa espécie. Diante de tais fatos e da crescente importancia da caprinocultura no
Brasil, a presente pesquisa objetivou o estudo do proteinograma da secrecdo lactea
de cabras através da técnica de eletroforese SDS-PAGE determinando os valores
de referéncia para a lactagao plena e avaliando as seguintes influéncias: processo
de secagem da glandula mamaria, fase colostral e primeiro més de lactacéo, fase de

lactacéo, numero de lactacgdes, isolamento bacteriano e infeccao pelo CAEV.

/ea/)mmé, £rS H
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2 REVISAO DE LITERATURA

Proteinas s8o as macromoléculas mais abundantes nas células vivas,
apresentando-se em diversos tipos, desde peptideos de tamanho relativamente
pequeno até enormes polimeros. Proteinas exibem diversas fungdes biolégicas e
sao responsaveis pela expressao genética (NELSON; COX, 2000).

Sé&o classificadas de acordo com suas formas e composicdo, podendo
apresentar: estrutura primaria, que sao aminodcidos estruturais com cadeia
polipeptidica simples; estrutura secundaria, as quais apresentam cadeia de estrutura
helicoidal; estrutura terciaria, dobramento da hélice em diferentes formas
(tridimensional), como globular ou linear e finalmente estrutura quaternaria que sao
combinagdes de dois ou mais mondmeros. Estas sdo classificadas de acordo com
sua composicado quimica podendo ser: proteinas simples, contendo elementos
basicos de aminoacidos, carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e enxofre, ou
proteinas conjugadas, essas apresentam elementos, grupos protéicos, ou outros
componentes (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008)

A proteina total do leite € formada por proteinas sintetizadas na glandula
maméaria e por proteinas provenientes do sangue. Aproximadamente 90% da
proteina total do leite sdo compostas por caseina e proteinas do soro lacteo, que
sdo sintetizadas nas células alveolares, a partir de aminoacidos essenciais do
sangue e aminoacidos ndo essenciais produzidos pela prépria célula secretora. Os
outros 10% de proteina total, albumina e globulinas, ndo séo sintetizados na
glandula mamaria e séo transportadas para o leite via sangue até entrarem no limen
alveolar (SCHALM; CARROLL; JAIN, 1971; FONSECA; SANTOS, 2000).

O soro lacteo é a porcao aquosa do leite que se separa do coagulo durante a
fabricacdo convencional de queijos ou da caseina, contém uma mistura de varias
proteinas, B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, lactoferrina, imunoglobulinas, albumina
sérica. S80 na sua maioria proteinas globulares que conferem muitas das suas
propriedades funcionais. Algumas das suas funcBes biolégicas sdo conhecidas,
outras emergem, porém outras ainda nao foram descobertas.

B-lactoglobulina (B-Lg) é a principal proteina do soro lacteo secretada no
leite de ruminantes, representado aproximadamente 50% da proteina do soro e 10%
da proteina total do leite (SAWYER, 2003). Isolada pela primeira vez por Palmer
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(1934) esta presente no leite de monogastricos como porca, égua, cadela, gata e
marsupiais e é ausente no leite de humanos, lagomorfos e roedores. E uma proteina
globular com parede de estrutura tridimensional, composta por 162 residuos de
aminoacidos, com um peso molecular igual a 18,27 kDa (FARRELL et al., 2004),
primeiramente seqiienciada por Braunitzer et al.® (1972 apud SAWYER, 2003, p.
319) e genotipada por Alexander et al. (1993) no leite bovino e no leite de cabras por
Yahyaoui et al. (2000).

Sua estrutura de aminoacidos possui um valor nutricional, porém sua funcdo
biolégica ainda ndo estd bem elucidada, acredita-se em um papel no metabolismo
do fosfato na glandula mamaria, no transporte de vitamina A e de outras moléculas
como &cidos graxos no trato gastrointestinal de neonatos (SAWYER, 2003). De
acordo com Formaggione et al. (1999) 12 variantes genéticas da B-Lg foram
identificadas em bovinos: A a J, W e Dr, e esse polimorfismo vem sendo estudado,
pois esta relacionado com alteracGes nas caracteristicas fisico-quimicas da micela
de caseina, afetando as propriedades tecnologicas do leite (ROBITAILLE, 1995).
Kumar, Rout e Roy (2006) observaram diferenca na producédo de leite de cabras
indianas relacionado ao gendtipo da B-Lg. De acordo com Botaro et al.(2007) as
caracteristicas fisico-quimicas do leite de vacas Holandesas e Girolandas nao
sofrem influéncia do polimorfismo da (3-Lg.

a-lactoalbumina (a-La) é a segunda proteina mais abundante no soro lacteo
e foi isolada a mais de 60 anos atras. Esta proteina teve um significante papel no
desenvolvimento dos métodos de estudos das propriedades fisico-quimicas das
proteinas e atualmente é utilizada como modelo de estudos. Apds trés décadas de
estudos foi descoberto que a funcdo da a-La ndo era meramente nutricional, mas
sim uma componente chave na sintese de lactose. A a-La juntamente com 31,4-
galactosiltransferase formam o complexo lactose-sintetase no aparelho de Golgi das
células mamarias epiteliais regulando a sintese de lactose (FARRELL et al., 2004;
BLECK et al., 2009). A lactose formada pela ligacédo glicose e galactose se acumula
no complexo de Golgi ocasionando a entrada de agua neste aparato, sendo um
importante processo para a formacao da fase aquosa do leite. O complexo enzima

lactose-sintetase € responsavel pela regulacdo osmotica do volume de leite e as

' BRAUNITZER, G.; CHEN, R.; SCHRANK, B.; STANGL, A. Die sequenzanalyse des B-lactoglobulins. Hoppe-Seyler’s
Zeitung fiir Phisiologie und Chemie, v. 353, p. 832-834, 1972
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variagbes genéticas da a-La podem ser importantes indicadores do potencial
genético de producéo. (BREW, 2003; ZHANG; BREW, 2003)

A a-La é encontrada no leite, porque parte é liberada do complexo sintase-lactose
durante a lactacdo normal e € transportada com outros componentes do leite em
vesiculas dentro da célula secretora do epitélio mamario e, em seguida para dentro
do limen dos alvéolos (JENNESS, 1974). A massa molecular total € de 14,18 kDa,
formada por cadeia Unica de 123 residuos de aminoacidos cuja sequéncia na
espécie caprina e bovina é 94% idéntica e é a Unica proteina do soro lacteo presente
no leite de todas as subdivisbes mamiferas (BREW, 2003; ZHANG; BREW, 2003).
Sua concentracao so6 € superada pela 3-Lg.

Lactoferrina é uma glicoproteina ligada ao ferro que foi identificada no leite
bovino em 1939, mas somente isolada na década de 1960. E relacionada com a
transferrina plasmética que também é encontrada no leite em pequena quantidade,
porém sdo moléculas distintas provenientes de genes diferentes e se comportam
diferentemente em sistemas bioldgicos. A afinidade pelo ferro € maior na lactoferrina
guando comparada a transferrina. Essas proteinas podem ser produzidas por todos
os mamiferos, contudo as suas concentracdes variam de acordo com as espécies
(KORHONEN; MARNILA, 2003).

A lactoferrina é produzida na glandula mamaria pelas células epiteliais, mas
também por outras glandulas exdcrinas podendo ser encontradas na saliva, lagrima,
suor e sémen. No plasma € derivado predominantemente dos neutréfilos liberado de
granulos secundarios durante a inflamac&o. E uma proteina de cadeia Unica com a
massa molecular em torno de 80 kDa (LONNERDAL, 2003), formada por sequéncia
de 708 aminoacidos (FARRELL et al., 2004). Est4 presente em grandes
concentragdes no colostro humano e bovino e na secre¢édo da glandula maméaria ndo
lactante, de humanos e bovinos suas concentracdes aumentam. Também esta
presente no leite de éguas, porcas, ratas e ndo é encontrada no leite de coelhas,
cadelas (KORHONEN; MARNILA, 2003). Foi isolada no leite de cabras, ovelhas,
camelo e alpaca por Conesa et al. (2008).

No leite com mamite as concentracdes de lactoferrina multiplicam devido as
grandes quantias de leucécitos ativados liberados, dessa maneira ela desempenha
um papel protetor na glandula mamaria (KORHONEN; MARNILA, 2003). Diante de
infeccdes e inflamagdes a lactoferrina atua como a primeira linha de protecdo com

acao bacteriostatica, pela capacidade de sequiestrar o ferro livre que € um essencial
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nutriente para a bactéria, e também atividade antibacteriana pela habilidade em se
ligar a membrana exterior de bactérias Gram-negativas causando a liberacéo rapida
de lipopolisacarides e um aumento na permeabilidade da membrana. Além disso, a
lactoferrina desempenha atividade antiviral contra virus RNA e DNA (FARRELL et
al., 2004)

Albumina sérica € a principal e mais abundante proteina sérica, presente em
todos os tecidos e secrecdes do corpo, sintetizada no figado, sua concentracdo no
leite reflete a concentracdo no sangue. Desempenha como principais funcdes o
transporte, metabolismo e distribuicdo de ligantes, entre eles, acidos graxos,
hormdnios, bilirrubina, e ions, concede protecdo contra radicais livres e manutencao
da osmolaridade e pH sanguineos (HAGGARTY, 2003; FARRELL et al., 2004). A
albumina encontrada no leite é fisiologicamente e imunologicamente idéntica a do
sangue (FARRELL et al., 2004) e a sua concentracdo esta relacionada a diversos
fatores fisiologicos e patolégicos da glandula mamaria quando ocorre aumento da
permeabilidade vascular devido a processos inflamatorios (SCHALM; CARROLL;
JAIN, 1971). Shamay et al. (2005) estudaram a sintese de albumina em tecidos néo
hepéaticos, e observaram que a glandula mamaria é capaz de sintetizar essa proteina
principalmente em resposta as inflamac6es. Foi por muito anos assunto de interesse
de pesquisas a fim de estabelecer sua estrutura e suas multiplas funcdes, formada
por cadeia Unica polipeptidica com 583 residuos de aminoacidos com um peso
molecular em torno de 66 kDa representando cerca de 1,5% da proteina total do
leite (FARRELL et al., 2004).

Imunoglobulinas (Igs) também chamadas de anticorpos sdo encontradas no
leite e no colostro de todas as espécies lactantes. Sua funcao biolégica € conferir
protecdo imunolégica a prole frente & patégenos e toxinas e proteger a glandula
mamaéria contra infeccdes (MARNILA; KORHONEN, 2003). Diferente dos principais
componentes presentes no leite, as imunoglobulinas ndo sdo sintetizadas na
glandula mamaria, sao transportadas do sangue para o leite (MARNILA;
KORHONEN, 2003).

As classes de imunoglobulinas presentes no leite de ruminantes séo IgG, IgM
e IgA, sendo a IgG a principal classe, e a sua subclasse IgG; corresponde em torno
de 50-80% do total de imunoglobulinas (HURLEY, 2003; MARNILA; KORHONEN,
2003). O colostro bovino normalmente contém 50 a 150 mg/ml de imunoglobulinas,

sendo que IgG compreende cerca de 85 a 95%, IgM cerca de 7% e IgA em torno de
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5%. A subclasse IgG; corresponde a 80 a 90% da classe IgG (LARSON; HEARY
JR.; DEVERY, 1980).

A estrutura basica de todas as imunoglobulinas é similar, onde cada molécula
€ compostas por duas idénticas cadeias leves (peso molecular de cada cadeia em
torno de 23 kDa) e duas idénticas cadeias pesadas (peso molecular de cada cadeia
em torno de 53 kDa), perfazendo um peso molecular total em torno de 160 kDa. As
cadeias leves sdo ligadas as cadeias pesadas por pontes dissulfeto, e as duas
cadeias pesadas também sdo unidas por pontes dissulfeto resultando em uma
molécula em forma de “Y”. A classe IgG é formada por uma unica molécula, a classe
IgA pode ser um mondmero ou um dimero com um peso molecular em torno de 380
kDa, a classe IgM € a maior imunoglobulina formada por 5 moléculas com um peso
molecular em torno de 900kDa (HURLEY; JUNIOR, 2003; MARNILA; KORHONEN,
2003).

As proteinas do leite devido as suas muitas propriedades Unicas, e sua
importancia tecnolégica, tém sido estudadas extensivamente e € provavelmente o
melhor sistema de proteinas de alimentos caracterizadas. A investigacao sobre as
proteinas do leite tem inicio no século XIX com a avaliacdo das caracteristicas fisico-
guimicas. Usando as técnicas disponiveis de 100 anos atras, as proteinas do soro
de leite foram geralmente consideradas similares as frac6es de proteinas do sangue
gue passavam diretamente para o leite e, por conseguinte, as proteinas do soro
atrairam pouco esforco de pesquisa até 1930 (FOX, 2009) possivelmente com o
avanco das técnicas de eletroforese.

O termo eletroforese foi criado por Michaelis, em 1909, para descrever a
migracdo de coldides sob a influéncia de um campo elétrico, ou seja, representa a
migracdo de ions submetidos a corrente elétrica baseado em um simples principio:
moléculas com carga negativa migram para o poélo positivo e moléculas com carga
positiva migram para o polo negativo (BRUNE; ALFENAS, 1998).

O uso da eletroforese como meio para a separacdo de proteinas foi
inicialmente utilizado na década de 30 do século passado, quando Tiselius (1937)
desenvolveu a técnica de eletroforese livre para separacdo de proteinas seéricas.
Nas décadas de 40 e 50 também no século passado deu-se um grande
desenvolvimento na metodologia eletroforética com a introducéo de suportes inertes
no meio e do desenvolvimento da eletroforese de zona. Estudos preliminares de

Smithies (1955) descreveram a capacidade de peneira dos géis de amido e sua

/ea/)mm/a, £rS H



34

Fovisao de Uteratara

porosidade, capacidade essa que anteriormente n&o ocorria nos suportes de papel.
Este estudo inspirou Davis (1964) que desenvolveu uma nova técnica de
eletroforese de zona utilizando como suporte um gel de poliacrilamida que havia sido
testado anteriormente em 1959 em seu laboratério em um sistema descontinuo com
géis de diferentes porosidades. Essas descobertas trouxeram grandes avangos, 0S
géis deixam de ser simplesmente suportes e com sua capacidade de peneira devido
a porosidade permite que a separacao das moléculas ocorra ndo somente por carga,
mas também por diferenca tamanho.

No final da década de 60 no século passado Shapiro, Vinuela e Maizel (1967)
descreveram a eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca do detergente
anionico dodecil sulfato de sodio (SDS) e indicaram que neste meio a separagao é
dependente do peso molecular. Weber e Osborn (1969) confirmaram a aceracea da
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e concluem que a
facilidade com que o método pode ser aplicado, deve incentivar a sua ampla
utilizacgéo.

Finalmente Laemmli (1970) descreve a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS com proteinas desnaturadas em sistema
descontinuo, a atual técnica de eletroforese SDS-PAGE que é a abreviatura do
inglés de dodecil-sulfato de sodio (SDS) e de gel de poliacrilamida (PAGE). Desde
entao, a eletroforese tem sido universalmente adotada para a pesquisa de proteinas,
desde a introducdo da poliacrilamida como suporte. A técnica progrediu de
separacOes baseadas apenas em massa e carga (PAGE) para aqueles com base no
peso molecular (SDS-PAGE) ou ponto isoelétrico (STRANGE et al., 1992)

No sistema de eletroforese SDS-PAGE a proteina € desnaturada por
aquecimento a 100°C, na presenca de 2-mercaptoetanol e do detergente SDS. O 2-
mercaptoetanol reduz as ligagdes dissulfidricas por ruptura, e os polipeptidios
adquirem a carga negativa do SDS e a organizacdo da cadeia peptidica na sua
estrutura terciaria € deteriorada. A cadeia peptidica providas de acentuada carga
negativa migra com velocidade definida apenas por diferenca de tamanho molecular.
O sistema descontinuo utiliza dois géis de diferentes porosidades, um gel separador
com porosidade menor e um gel empilhador com maior porosidade. (BRUNE;
ALFENAS, 1998).

O uso da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida nas proteinas do

soro lacteo foi inicialmente descrita por Hiller (1976) que descreveu que a técnica
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poderia ser recomendada, com adequada preciséo para a mensuracéo das fracdes
protéicas do soro lacteo. Basch et al. (1985) adaptaram a técnica descrita por
Laemmli (1970) para o uso no leite e derivados e confirmam que a técnica de
eletroforese SDS-PAGE um método eficaz para obter a relacdo de caseina,
proteinas do soro de leite e em produtos lacteos assim como seu uso na deteccéo
de adulteracdo de soélidos nesses produtos. Kato, Mori e Katoh (1989), confirmaram
as referidas recomendacfes ao destacarem a importancia da eletroforese em gel de
poliacrilamida para o isolamento e identificagdo das proteinas e enzimas do leite,

contribuindo para o esclarecimento da patogenia das mamites.

2.1 Avaliacédo da influéncia do processo de secagem da glandula mamaria no
proteinograma da secrecéo lactea de cabras

Periodo seco é o periodo que vai entre o final da lactacdo e o préximo parto,
entre 45 e 60 dias, periodos maiores implicam maior tempo sem produzir, e periodos
inferiores acarretam um desgaste excessivo da cabra, com prejuizo para as crias e,
possivelmente, para a proxima lactacdo (RIBEIRO, 1998). As vantagens da adoc¢éo
de um periodo seco estdo relacionadas a saude da glandula maméria, a
produtividade e a saude do animal, em geral, na lactacdo seguinte (DINGWELL;
KELTON; LESLIE, 2003). A producéo de leite depende da atividade e do namero de
células epiteliais mamarias (KNIGHT, 2000) que € determinado pelas taxas de
apoptose e proliferagédo celular, que ocorrem durante a lactacéo, resultando em um
volume consideravel de células mamarias (CAPUCO et al., 2001).

Em bovinos o uso do periodo seco é de grande importancia, sendo que a
supressao desta fase leva a reducdo da producdo leiteira na lactacdo seguinte
(SWANSON, 1965). Entretanto, Salama (2005) verificou reducdo de 16% na
producdo de leite de cabras que nado tiveram periodo seco e em cabras com um
periodo seco de 27 e 56 dias um aumento de 15% e 4% respectivamente, na
lactacdo subsequente. O autor relatou ainda que cabras sem periodo seco
produziram colostro de menor qualidade com quantidade de IgG, sélidos totais e
proteinas menores quando comparadas as cabras submetidas a um periodo seco.

Caja, Salama e Such (2006) avaliaram a omisséao do periodo seco em cabras

e observaram efeitos negativos dessa omissdao sobre a producdo de leite. Os
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autores observaram que as crias das cabras que nao foram secas tinham peso
menor ao nascimento (1,7 kg) do que as crias de cabra com 27 dias de secagem
(2,2 kg) e 56 dias de secagem (2,1 kg). O colostro de cabras ndo secas continha
menos IgG (560 mg/dL) do que as com 27 dias de secagem (329 mg/dL) e 56 dias
de secagem (424 mg/dL). Na lactacdo seguinte (210 dias), as cabras que néo
tiveram periodo seco produziram menos leite (1,78 L/dia) que as cabras com 27 dias
de secagem (2,51 L/dia) e 56 dias de secagem (2,24 L/dia). Apoptose e os indices
de proliferacdo aumentaram de 0,51 e 2,09%, em 65 dias antes do parto, para 1,75
e 7,12% em 49 dias antes do parto (7° dia de secagem), nas cabras gue tiveram 56
dias de periodo seco. Segundo os autores omitir o periodo seco entre as lactacbes
reduziu a qualidade do colostro e teve efeitos negativos sobre a producdo de leite
em cabras leiteiras.

O periodo de lactacdo em caprinos pode variar de 127 (JAITNER et al., 2006)
a 316 dias (MACEDO et al.,, 2001). Apds o pico de lactacdo, a producédo de leite
diminui até que cesse por completo. Paralelamente ocorre um processo de
regressao do tecido mamario até o periodo de secagem, quando esse processo se
acentua ocorre intensa apoptose das células epiteliais e a reabsorcdo do leite
presente iniciando a substituicdo do tecido secretor por tecido conjuntivo, que passa
a representar grande parte do tecido existente na glandula mamaria durante o
periodo seco (HOLST; HURLEY; NELSON, 1987; FRANDSON; WILKE; FAILS,
2005).

Boutinaud et al. (2003) relataram que, ao diminuir a frequéncia de ordenha
das cabras, os alvéolos sofreram reducao de diametro relacionada a diminuicdo do
namero de células secretorias. O subsequente acamulo de leite na cisterna leva a
abertura das juncdes celulares e a um aumento da permeabilidade vascular.
Segundo Fleet e Peaker (1978) em cabras ocorre reducao de 57% na producéo logo
no 2° dia apos a interrupcdo da ordenha e que no 3° dia a quantidade secretada
corresponde a 22% do volume ordenhado antes da interrupcdo da ordenha. Essa
diminuicdo da secre¢do € acompanhada por queda no aporte de oxigénio, glicose e
acetato para a glandula mamaria, e a partir do 4° dia a reabsorcéo de leite se inicia e
a taxa de secrecdo é considerada nula. O volume do parénquima do Ubere de
cabras que deixam de ser ordenhadas diminui 44% em duas semanas (FOWLER;
KNIGHT; FOSTER, 1991).
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Em conjunto com as mudancas estruturais da glandula mamaria que ocorrem
no periodo seco ha também diversas mudancas na composicdo da secrecao lactea
com a diminuicdo da taxa de secregdo. De acordo com Linzel e Peaker (1971),
durante o periodo seco de cabras ndo gravidicas os ductos mamarios tornam-se
permeaveis a lactose e ions, ao contrario do que ocorre no periodo de lactacéo,
guando os ductos séo impermeaveis a passagem desses componentes do leite.

As caracteristicas fisico-quimicas da secrecdo lactea de cabras séo
influenciadas pelo periodo seco a partir do terceiro ou quarto dia, quando séo
observados um aumento do pH, das proteinas e dos ions sodio e cloro associados a
diminuicao dos teores de potassio, lactose e citrato (FLEET; PEAKER, 1978).

Ziv e Gordin (1973) mensuraram os teores de proteina total na secrecéo
lactea de fémeas bovinas produzida no 14° dia ap6s o inicio da secagem e
encontraram valor médio igual a 10.000 mg/dL, que aumentou para 15.000 mg/dL no
28° dia, 25.000 no 38° dia. Hurley (1989) também avaliou a proteina total durante a
involugdo da glandula maméaria de vacas, com valores de 4.500 mg/dL antes da
secagem, 4.800 mg/dL no 1° dia, 6.900 mg/dL no 3° dia, 9.300 mg/dL no 7° dia,
10.300 mg/dL no 11° dia, 8.500 no 18° dia chegando a 18.800 mg/dL no 30° dia.

As concentracfes das proteinas séricas, normalmente presentes no soro
lacteo, variam pouco nos primeiros dias de secagem, entretanto, apés sete dias é
possivel observar um aumento dessas proteinas, refletindo, um aumento da
permeabilidade das células secretérias a passagem das proteinas séricas. Porém, o
aumento de proteinas ndo chega aos niveis alcancados em processos inflamatorios,
indicando que deva existir algum tipo de controle por parte da glandula mamaria
sobre a permeabilidade das juncdes celulares (SMITH; TODHUNTER, 1982).

Mudangas na composicdo da secrecdo lactea durante a involugdo incluem
diminuicdo nas proteinas lacteas especificas, como a caseina, a-La e B-Lg (ASLAM
et al., 1994) e o aumento da permeabilidade do epitélio mamario que ocorre nessa
fase resulta no inicio da transferéncia de proteinas séricas, como a albumina e
imunoglobulinas para a glandula (HURLEY, 1989).

A lactoferrina € considerada a primeira linha de defesa contra os patdégenos
da mamite e que desempenha um papel imunolégico importante na glandula
mamaria (SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DEROSA, 1997) através do sequestro do
ion férrico livre, tornando-o indisponivel para os patégenos dependentes de ferro
(SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DEROSA, 1997; CHANETON et al., 2008) além da
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capacidade em se ligar a parede celular das bactérias causando a ruptura da
membrana externa das Gram-negativas (ELLISON; GIEHL; LAFORCE, 1988).
Assim, a lactoferrina, tem efeito bactericida e bacteriostatico na glandula mamaria da
vaca em lactagcé@o e sua concentracdo no leite aumenta durante periodos de estresse
imunolégico na glandula mamaria e durante o periodo seco e também é
negativamente correlacionada com a producéo de leite (REJMAN; HURLEY; BAHR,
1989; HAGIWARA et al., 2003; CHENG et al., 2008). Para o final da lactacéo, cerca
de 33 semanas de lactacdo, a concentracdo comegou a aumentar e atingiu
concentracdo cerca de 3,2 vezes maior na 44° semana (10,7 + 1,9 mg/dL) (HISS;
MEYER; SAUERWEIN, 2008)

Hurley e Rejman (1986) observaram em vacas que o perfil eletroforético
(SDS-PAGE) das proteinas do soro a partir de secre¢des durante o periodo seco
refletiu a mudanca na concentracdo protéica, pois, nenhuma fracdo tornou-se
predominante durante o periodo, e outras bandas de proteinas menores
apareceram. Proteinas com cerca de 37 KDa e 28 KDa aumentaram a partir da
metade do periodo seco, podendo ser, de acordo com os autores, produtos da
reparticdo parcial de 1gG de cadeia pesada durante o transporte através das células
epiteliais secretoras. A concentracao de B-Lg e a-La diminuiu durante a secagem
enquanto que a albumina sérica, lactoferrina e IgG aumentaram. A diminuicdo de a-
La, segundo os autores resultou na diminuicdo do complexo lactose-sintetase e
como consequéncia na diminuicdo da sintese de lactose. Hurley e Rejman (1993)
avaliaram a producéo in vitro de lactoferrina no tecido mamario de vacas durante a
involugdo e observaram um aumento da sintese dessa proteina nos dias 7 e 14 de
involucao e diminuicao apés o 31° dia.

Durante a lactacao, o leite contém uma série de proteases, como plasmina,
protease acida do leite, proteases derivadas de leucdcitos no leite (SHUICHI et al.,
1980; RICHARDSON, 1983; POLITIS; BARBANO; GOREWIT, 1992) e componentes
séricos do sistema fibrinolitico, como plasminogénio (GRUFFERTY; FOX, 1988). A
maior parte da atividade proteolitica encontrada no leite é estimulada pela plasmina
(POLITIS et al.,, 1989) e estdo associados com micelas de caseina, mas também
estdo presentes no soro do leite (KORYCHA-DAHL et al., 1983; POLITIS;
BARBANO; GOREWIT, 1992). O sistema plasmina tem um papel importante na
glandula mamaria durante a involucédo, pois, o ativador de plasminogénio converte o

plasminogénio em plasmina durante o final da lactacdo, que é associado com o
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inicio da involucdo (OSSOWKI; BIEGEL; REICH, 1979). As concentracbes de
plasminogénio e de plasmina aumentam no leite bovino conforme a lactacdo
progride, e aumenta ainda mais a atividade do plasminogénio trés dias, apds o inicio
do periodo seco (POLITIS et al., 1989)

Aslam e Hurley (1997) avaliaram o sistema ativador de plasminogénio
(plasminogénio — plasmina) na secrec¢ao lactea de bovinos durante a involucédo da
glandula mamaria e identificaram os peptideos gerados por protedlise da caseina e
lactoferrina nessa secrecdo. Segundo o0s autores o sistema ativador de
plasminogénio foi significativamente maior no 7°, 14° e 21° dia de secagem do que a
observada no 7° dia do pés-parto e no fracionamento por eletroforese SDS-PAGE
foram observados peptideos com massas moleculares que variaram de 13,5 a 2,5
KDa, que sdo derivados da hidrolise das proteinas, além disso, o aparecimento
crescente de bandas com massa molecular acima de 14 kDa sugerem que algumas
proteinas estavam presentes parcialmente hidrolisadas. A analise por Imunoblot
realizada pelos autores demonstrou que esses fragmentos foram gerados a partir da
caseina (B-caseina e k-caseina) ou lactoferrina. Segundo os autores a atividade
aumentada da plasmina ode ser, a principal responséavel pela hidrolise observada na
involucdo da glandula mamaria de bovinos. Em caprinos Fantuz et al. (2001)
associaram a alta atividade do sistema ativador de plasminogénio com a
deterioracdo da capacidade de coagulacdo do leite, provavelmente devido a
hidrolise da caseina pela plasmina, juntamente com a passagem de proteina sérica
para o leite.

Shamay et al. (2003) concluiram que a aplicacdo experimental de caseina
hidrolisada no Ubere de vacas induziu perda na integridade das juncdes celulares,
ocasionando diminui¢cdo nas concentragdes de lactose e caseina, ativando o sistema
plasmina/plasminogénio, induzindo a secre¢cdo de imunoglobulina G e lactoferrina
seguidos por secagem rapida da mama e por resposta inflamatéria local.

Segundo Hurley e Junior (2003), ocorre diminuicdo da concentracdo de
proteinas, gordura e lactose durante as duas primeiras semanas de secagem,
enquanto que a concentracdo de fatores de protecdo como lactoferrina e leucécitos
aumenta durante o inicio da involucao.

Weng et al. (2006) avaliaram os teores de proteina total e caseina na
secrecdo lactea de cabras durante a secagem. Segundo os autores ndo houve

diferenca na concentracao de proteina total, contudo a percentagem de caseina
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representava 71,8% durante a lactagao, diminuindo para 30,0% na glandula pouco
ativa, 21,7% na involucdo gradual chegando a 6% da proteina total em glandulas
com involugdo aguda. No mesmo estudo foi observado que a involugcdo aguda
induzida pela secagem foi refletida por ativacdo local do plasminogénio além da
degradacado da caseina.

Birgel (2006) observou aumento gradual nos teores de proteina total em
amostras colhidas entre o primeiro e o décimo quinto dia de secagem em vacas (de
4.220 mg/dL para 8.950 mg/dL). Segundo Brandespim (2007) as alteracbes nas
caracteristicas da secrecao lactea de caprinos durante o periodo seco ocorrem de
forma mais tardia, se comparada com as mudancgas ocorridas em bovinos, de acordo
com o autor, o teor de proteinas aumentou somente a partir do sétimo dia de

secagem.

2.2 Avaliacéo da influéncia do periodo colostral e do primeiro més de lactacéo
no proteinograma da secrecéao lactea de cabras

No final da gestacdo e no inicio da nova lactacdo ocorrem alteracfes no
parénquima da glandula mamaria. O incremento do fluxo sanguineo fornece os
compostos necessarios para a sintese do leite ocasionando um aumento no
metabolismo das células epiteliais dos alvéolos (KOLB, 1984). A secre¢do produzida
chamada colostro, € sintetizada devido aos efeitos inibitorios da progesterona e do
estrdgeno em um processo gue ocorre na auséncia da ordenha (CUNNIGAN, 2004).

A placenta de ruminantes, do tipo sinepitéliocorial, possui um maior nimero
de estratos tissulares que separam a circulacdo materna da fetal, dificultando a
passagem adequada de imunoglobulinas para o feto fazendo com que os neonatos
destas espécies sejam hipogamaglobulinémicos e dependam dos anticorpos
absorvidos do colostro. Logo, a transferéncia bem sucedida de imunoglobulinas
colostrais em ruminantes é de suma importancia para a sobrevivéncia do recém-
nascido (TIZARD 2004).

O colostro, secretado durante as primeiras horas de lactagdo, possui um
conteudo de matéria seca superior ao leite, devido principalmente, a grande
guantidade de proteinas presentes, particularmente as do soro lacteo
(JACOBINSON; MC GILLIARD, 1988). A elevada quantidade de proteinas do soro
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no colostro se deve ndo somente as imunoglobulinas, mas também as demais
proteinas que promovem o desenvolvimento e a maturacdo dos tecidos epiteliais do
sistema gastrointestinal do neonato (SGARBIERI, 2004), possuem fungao
antimicrobiana, séo carreadoras de minerais, influenciam a utilizacdo dos nutrientes
ingeridos, além de serem precursoras de peptideos que exercem acbes em
diferentes sistemas (cardiovascular, enddcrino, imunoldgico e nervoso) dependendo
da sequéncia de aminoacidos liberados por protedlise enzimatica durante a digestao
(GUILLOTEAU et al., 2009).

Na literatura compulsada (Quadrol), independente da técnica utilizada, ha um
consenso entre varios autores que descrevem a maior concentracao de proteinas no
colostro, assim como diminuigdo acentuada dessa concentracdo ao longo dos dias,
em cabras (LINZELL; PEAKER, 1974; QUILES et al.,, 1991; CHEN et al., 1998;
LEVIEUX et al., 2002; ARGUELLO et al., 2006, RUDOVSKY et al., 2008; YANG;
CHEN; ZHANG, 2009) e em vacas (OYENIYIl; HUNTER, 1978; MADSEN et al.,
2004; SANT'ANA, 2004; SGARBIERI, 2005; TSIOULPAS; GRANDISON; LEWIS,
2007; 2009).

VACAS
oh. 12hs 10 20 3° 20 50 70 150 300
PTotal 9240 | 9.160 | 5280 | 4180 | 5680 | 4.680 Heng (1699)
PSoro 8410 | 7.460 | 4.240 | 3.000 | 4.250 | 1.600 9
11.490 | 9.400 | 7.040
PTowal | "J630 | +400 | +400 Oyeniyi e
11.010 | 9.050 | 4.850 Hunter (1978)
PSoro | "'660 | +450 | +360
Madsen et al.
PTotal | 13.900 3.550 (2004)
PTotal 10950 | 8.090 | 4.830 | 4.470 4310 4090 | 4020 | 3560 | Raimondo et
al. (2009)
S Total 16120 | >4 | 45400 | 4410 | 4230 4010 | 3.080 | Tsioulpas etal.
£1640 | L0, | £4000 | £310 | 240 +430 | +190 (2007)
CABRAS
oh. 12hs. 10 20 30 40 50 70 150 30°
13250 | 8430 | 53y | 4680
PTotal £2670 | 2 | £9100| . F
- 1.800 | ' 620,0 Quiles, et al.
PSoro 6.710 2&60 1.410 | 1.250 (1991)
+1380 | 5o | £280 | %210
9.100 7.680 | 6.390 | 6.390 5.510 Chen et al.
(1998)
PTotal Chen et al
7.860 | 6.790 | 6.190 | 6.190 5.470 (1608)
PTotal | 13.190 Cajaetal.
PSoro | 9.050 (2006)
14.840 Rudovsky et al
PTotal + (2008)
2.890
o Total 8750 | 7810 | 930 | 6850 6630 | 5910 Yang etal.
£1.970 | £2.060 | , zo0 | *1.760 192 | 2170 (2009)

Quadro 1- Concentragdes de proteina total e proteina do soro lacteo no inicio da lactacdo de acordo com a
literatura compulsada
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Linzell e Peaker (1974) avaliaram as alteragbes na composi¢ao do colostro e
na permeabilidade da glandula maméaria de cabras no pés-parto e afirmaram que as
concentragbes de sdédio, cloreto, proteina e imunoglobulinas diminuem, enquanto
gue os de potassio e lactose aumentam tudo para niveis semelhantes aos do leite
normal com o evoluir dos dias de lactacao.

Segundo Quiles et al. (1991) a maioria das pesquisas com colostro de cabras
sdo dedicadas a avaliacdo fisico-quimica nos primeiros dias pds-parto, e entre os
componentes, as imunoglobulinas despertam um grande interesse devido a sua
importancia na transmissdo de imunidade passiva. Radostitis et al. (2000) afirmam
gue grande parte das pesquisas relacionadas com as imunoglobulinas do colostro
foram realizadas em bovinos, todavia, as informacdes sdo aplicaveis a outras
espécies de ruminantes. No leite de cabra e de vaca a porcentagem de proteina ndo
difere entre as espécies e € menos passivel de manipulacdo dietética do que os
teores de gordura em ambas as espécies.

Embora o alto teor de imunoglobulinas no colostro seja conhecido ndo ha um
consenso referente ao predominio protéico que ocorre no inicio da lactacdo, pois
alguns autores acreditam que ocorre um aumento de todas as proteinas nessa fase
(QUILES et al., 1991; AULDIST et al.,, 1995; CUNNIGAN, 2004; MADSEN et al.,
2004; TSIOULPAS; GRANDISON; LEWIS, 2007), enquanto que outros autores
associam a maior concentracdo de proteina no colostro aos menores valores de
caseina com um predominio das proteinas do soro lacteo (OYENIYI; HUNTER,
1978; CHEN et al., 1998; HENG, 1999; SGARBIERI, 2005; CAJA; SALAMA; SUCH,
2006).

Quiles, et al. (1991) avaliaram o proteinograma do colostro de cabras
utilizaram o método de Kjeldhal para a obtencdo da proteina total e do soro lacteo, a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) para o fracionamento das proteinas, e o teor de caseina obtido por diferenca
entre a proteina total e do soro, descreveram correlacdo positiva (p< 0,001) entre
proteina total, proteina do soro, fragcdes de proteinas do soro e caseinas.

Chen et al. (1998) sugerem que a sintese de caseina na glandula mamaria
pode ainda ndo ser muito ativa durante os primeiros dias pos-parto. Porém, de
acordo com Cunningham (2004) além das imunoglobulinas as caseinas e albumina
também estdo presentes em concentracdes relativamente altas no colostro e

diminuem apos trés dias de lactacdo, enquanto que os teores de lactose, cuja
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sintese é significativamente inibida pela progesterona até a época do parto, sédo
minimos.

Segundo Lopez et al. (1988) a associacdo entre, proteina do soro e as
concentragdes de gamaglobulina no colostro sugere que a concentracdo de proteina
do soro pode ser utilizada para determinar a qualidade do colostro, pois, a
concentracdo média de gamaglobulina obtida pelos autores no colostro de vacas
correspondeu a 62,4% do total de proteina.

Rota et al. (1993) estudaram os teores de proteina no decorrer da lactacédo de
caprinos através da técnica de radiacao infravermelha e observaram diminuicdo dos
valores médios com o decorrer da lactacéo, valores estes que foram iguais a 5.500
mg/dL, 3.160 mg/dL e 3.400 mg/dL para amostras colhidas entre 0-7 dias; 8-28 dias
e 29-49 dias de lactacdo em animais pluriparas

O colostro de ruminantes é principalmente caracterizado por um alto teor de
imunoglobulinas, sendo que a classe G (IgG) corresponde cerca de 80% do total, em
especial a subclasse IgG; que corresponde entre 80 e 90% do total da classe G,
devido a receptores ativos e seletivos que proporcionam sua transferéncia do
sangue para o epitélio secretério da mama durante as Ultimas semanas antes do
parto. As outras classes de imunoglobulinas também estdo presentes, porém em
menor quantidade, a classe M (IgM) corresponde cerca de 7% enquanto que a
classe A cerca de 5% do total de imunoglobulinas presentes no colostro (PAHUD;
MACH, 1970; MICUSAN; BORDUAS, 1976; HALLIDAY, 1978; LARSON; HEARY
JR.; DEVERY, 1980; RADOSTITS et al., 2000; YANG; CHEN; ZHANG, 2009).

Sasaki, Davis e Larson (1976) estudaram a producdo e o transporte de
imunoglobulinas 1gG; e 1gG2 no periodo pré e pés-parto em vacas através da infusédo
continua de imunoglobulinas marcadas com solucdes isotopicas. Os autores
verificaram um aumento significante na producéo e na taxa de transferéncia de IgG1
ocorrendo no periodo proximo ao parto o que explica a grande quantidade de
imunoglobulina 1gG; juntamente com pequena quantidade de imunoglobulina IgG.
no colostro. A taxa maxima de transferéncia foi observada entre o 1° e 3° dia antes
do parto coincidindo com o surgimento de sitios de ligacéo para lgGj.

Em estudos anteriores, varios métodos laboratoriais foram utilizados para
avaliar a concentracdo de imunoglobulinas no colostro de cabras, como a
eletroforese SDS-PAGE (QUILES et al., 1991; ROCHA et al., 2009), eletroforese em
gel de agarose (CHEN et al.,, 1998) e imunodifusdo radial (OYENIYIl; HUNTER,
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1978; SANTOS et al., 1994; LEVIEUX et al., 2002; ARGUELLO et al., 2006) e a
técnica de Imunoensaio de enzima de anticorpo (ELISA) (CHIGERWE et al., 2005;
RUDOVSKY et al.,, 2008). Independentemente da técnica utilizada houve um
consenso entre os referidos autores, que descreveram diminuicdo na concentracao
de imunoglobulinas com o evoluir da lactacao.

Oyeniyi e Hunter (1978) avaliaram as imunoglobulinas no colostro de vacas
nas trés primeiras ordenhas, observaram diminuicdo nas concentragdes durante as
primeiras horas de lactacdo (p<0,01). Os autores encontraram concentracdes
médias de imunoglobulinas iguais a 3.240 + 180,0 mg/dL logo apds o parto, 2.540 +
160,0 mg/dL 12 horas pds-parto e 1.540 + 130,0 mg/dL 24 horas pos-parto.

Quiles et al. (1991) referiram que a concentragédo da fragdo nominada como
“outras proteinas” variou entre 3.500 mg/dL e 690,0 mg/dL nos 2 primeiros dias pos-
parto e, de acordo com o0s autores essa queda abrupta é atribuida devido essa
fracdo ser composta principalmente por imunoglobulinas que séo responsaveis pela
imunidade do neonato nas primeiras horas apds o parto. Segundo Santos et al.
(1994), a concentracdo de IgG no colostro caprino variou de 6.930 a 21.780 mg/dL
na primeira secrecao e reduziu aproximadamente 50% nas primeiras 12 horas. Os
autores encontraram no momento do parto concentracées de imunoglobulinas iguais
a 12.598 mg/dL valores estes que decaem para 3.407,0 mg/dL 10 horas apds o
parto.

Chen et al. (1998) observaram diminuicio nas concentracbes de
imunoglobulina em dois rebanhos de cabras da ragca Nubiana durante os primeiros 5
dias de lactacdo. As concentracdes nas amostras colhidas com 12 horas de lactacéo
foram iguais a 3.940 £ 660,0 mg/dL e 2.400 + 500,0 mg / dL esses valores decaem
abruptamente em ambos o0s rebanhos nas amostras colhidas com 24 horas de
lactacdo (2.490 + 450,0 mg/dL e 1.150 + 260,0 mg/dL) e continuam decaindo
chegando a 460,0 = 120,0 mg/dL e 330 + 40,0 mg/dL no 5° dia de lactacao.

A concentracdo de IgG no colostro bovino diminui conforme o tempo de
lactacéo, sendo que o teor médio de IgG entre 12 horas e 72 horas ap0s o parto sdo
respectivamente iguais a 6.150 mg/dL e 600,0 mg/dL, enquanto que os teores de
IgG no leite bovino € igual a 50,0 mg/dL (HENG, 1999).

Levieux e Ollier (1999) avaliaram a concentracdo de IgG na primeira ordenha
de vacas obtiveram médias iguais a 5.980 mg/dL. Posteriormente, a concentracao

de IgG diminuiu acentuadamente a 100,0 mg/dL entre o 6° e 7° dia de lactacdo. Os
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autores observaram concentracdo de IgG entre o 1° e o 5° dia de lactacdo
significativamente (p<0,01) maior do que no 8° dia.

Levieux et al. (2002) obtiveram na primeira ordenha a concentragdo media de
IgG igual a 4.700 mg/dL, em seguida essa concentracdo decai acentuadamente até
0 3° e 4° dia de lactacéo, apresentando média igual a 73 mg/dL na 132 ordenha (7°
dia de lactacédo). Os autores relataram que a concentracao de IgG obtidas entre a 12
e 62 ordenha (1 a 3 dias de lactacdo) séo significativamente maiores do que as
obtidas na 142 ordenha (7° dia de lactagao).

Em uma revisao de literatura referente as proteinas do soro de leite bovino
Sgarbieri (2004) descreveu diminuicdo na concentracdo de IgG nos primeiros dias
pds-parto, com concentragdes iguais a 6.150 mg/dL 12 horas poOs-parto, 4.000
mg/dL 24 horas pos-parto, 1.360 mg/dL no 2° dia de lacta¢do, 600,0 mg/dL no 3° dia
de lactagéo e 50 mg/dL no leite.

Arguello et al. (2006) avaliaram a concentracdo de IgG no colostro de cabras
observaram diminuigdo abrupta das concentracdes desde o nascimento até 36 horas
apos o parto, em seguida os teores continuam diminuindo, porém mais lentamente,
um significativo efeito do tempo (p < 0.001) sobre a evolugdo da concentracdo de
IgG no colostro de cabras foi encontrado.

Rudovsky et al. (2008) avaliaram o colostro de cabras utilizando amostras
colhidas 30 minutos ap06s o parto. Os autores encontraram concentracdes de
imunoglobulinas mensuradas por ELISA iguais a 5.440 + 2.640 mg/dL e médias
maiores obtidas por eletroforese em gel de agarose (6.930 + 2.560 mg/dL), o0 método
de ELISA é considerado o método mais preciso para a determinacdo da
concentracdo e € usado como método de referéncia (CHIGERWE et al., 2005).

Yang, Chen e Zhang (2009) encontraram teores médios de imunoglobulinas
no colostro de cabras nas primeiras 12 horas de lactacéo iguais a 4.181 + 286,0
mg/dL e no 1° dia iguais a 1.686 + 351,0 mg/dL a seguir os valores decaem a
valores meédios iguais a 540,0 £ 247,0 mg/dL no 2° dia, 197,0 £ 227,0 mg/dL no 3°
dia, 122,0 + 304,0 mg/dL no 5° dia e 54,0 £ 243,0 mg/dL, no 7° dia de lactacéo.

Rocha et al. (2009) avaliaram as imunoglobulinas do colostro de vacas da
raca Canchim primiparas e pluriparas através da técnica de eletroforese SDS-PAGE
observaram concentracbes superiores no dia do parto (3.416%+1.244 mg/dL e
3.740+£1.066 mg/dL, em primiparas e pluriparas, respectivamente para cadeia
pesada e 4.222+1.490 mg/dL, em primiparas, e 3.669 + 1.237 mg/dL, em pluriparas
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para cadeia leve). Nos momentos subsequentes estudados pelos autores foram
observados valores intermediarios no 1° dia (842 + 486 mg/dL, em primiparas, e
760+810 mg/dL, em pluriparas na cadeia pesada e 867+886 mg/dL e 507+671
mg/dL, respectivamente para cadeia leve) e valores inferiores no final do 1° més de
lactacdo (6,86+11,1 mg/dL, em primiparas e 12,9+10,2 mg/dL, em pluriparas para
cadeia pesada e 11,8+22,2 mg/dL e 6,07+10,1 mg/dL, respectivamente para cadeia
leve).

As demais proteinas do soro lacteo também sdo abundantes no inicio da
lactacdo. De acordo com Quiles et al. (1991); Levieux et al. (2002); Baroza (2007) e
Rocha et al. (2009) as concentragbes de a-lactoalbumina (a-La) e B-lactoglobulina
(B-Lg), séo maiores no colostro de cabras quando comparadas com o leite maduro.
Essas concentragdes diminuem com o evoluir da lactagdo, entretanto o
comportamento das frac6es difere, pois, a fragdo B-Lg diminui abruptamente nos
primeiros dias apds o parto, enquanto que a diminuicao da fracao a-La é menor e
mais gradual (PEREZ et al., 1990; QUILES et al., 1991; LEVIEUX; OLLIER, 1999;
LEVIEUX et al., 2002).

A maior concentracdo de B-Lg foi encontrada no primeiro dia de lactagcdo
(1.890,0 mg/dL em vacas e 1.730,0 mg/dL em ovelhas). Esta concentracdo diminui
nas primeiras 24 horas para cerca de 40% do valor inicial e cerca de 30% no 3° dia
pés-parto, reduzindo gradativamente até estabilizar na 22 semana de lactacéo (390,0
mg/dL em vacas e 410,0 mg/dL em ovelhas) sendo aproximadamente 20% do valor
inicial. A a-La também foi maior no primeiro dia (200,0 mg/dL em vacas e 230,0
mg/dL em ovelhas). Contudo a diminuigdo no periodo colostral € menor do que a B-
Lg. Em 24 horas os niveis eram de 95% do seu valor inicial e em trés dias de 80%.
Estes teores diminuem para 130,0 mg/dL em vacas e 160,0 mg/dL em ovelhas na
segunda semana de lactacdo, sendo cerca de 70% do valor inicial mantendo-se
praticamente constantes. A relagdo B-Lg/a-La foi igual a 9 no primeiro dia de
lactagdo e 3 no leite maduro, indicando que a concentracdo de [(-Lg foi
comparativamente maior que a a-La no periodo colostral (PEREZ et al., 1990).

A concentragao de a-La no colostro de cabras foi igual a 940,0 £ 290 mg/dL
no primeiro dia de lactacdo, 310,0 + 120,0 mg/dL no segundo dia, 170,0 £ 60,0 e
140,0 £ 30,0 mg/dL no terceiro e quarto dia de lactagao respectivamente. A fragao 3-
Lg diminui nos primeiros quatro dias de lactagdo sendo encontrado médias iguais a
2.230,0 + 740,0 mg/dL no primeiro dia 1.160,0 £ 290,0 mg/dL no segundo dia, 850,0
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+ 180,0 no terceiro dia e 780,0 = 140,0 mg/dL no quarto dia de lactacdo (QUILES et
al., 1991). De acordo com Chen et al. (1998) as fragbes a-La e B-Lg sdo estaveis em
cabras durante os primeiros cinco dias de lactacdo, sendo que as concentracdes
aumentam conforme diminuem os teores de imunoglobulinas.

Heng (1999) avaliou a composicéo quimica do colostro de bovinos encontrou
concentracbes maximas de a-La e B-Lg nas primeiras 12 horas de lactacdo (84,0 e
3.980,0 mg/dL respectivamente). As concentragdes de a-La se diminuem lentamente
nas primeiras 48 horas de lactacdo com teores iguais a 85,0 e 81,0 mg/dL no 1° e 2°
dia respectivamente, diminuindo abruptamente no 3° dia chegando a 23,6 mg/dL. As
concentragdes de B-Lg sao superiores as de a-La e diminuem abruptamente durante
os 3 primeiros dias de lactacdo com teores iguais a 265,4 mg/dL no 1° dia, 194,2
mg/dL no 2° dia, chegando a 61,8 mg/dL no 3° dia de lactacao.

A concentragédo de B-Lg no colostro de vacas variou entre 790,0 a 3000
mg/dL, decaindo acentuadamente ap0s a 12 ordenha e, em seguida, diminuindo
mais lentamente até o 8° dia. A produgao de (B-Lg foi relativamente constante, uma
vez que a diminuicdo da concentracdo foi compensada por um aumento na
producao de leite. Os teores de a-La diminuem lentamente e regularmente, mas
devido ao aumento progressivo do volume de leite, a producdo foi relativamente
constante entre o 2° e 8° dia. As concentracdes de ambas as proteinas foram
maiores na 1° semana de lactacdo de vacas (LEVIEUX; OLLIER, 1999)

As fragbes a-La e B-Lg foram avaliadas por imunodifusdo radial durante o
inicio da lactacdo de vacas por Levieux et al. (1999). A concentragao inicial de B-Lg
variou entre 790 e 3.000 mg/dL na 1° ordenha decaindo acentuadamente no 1° dia
de lactacao, a seguir a diminuicdo passa a ser mais gradual até o 8° dia de lactacdo
chegando a 420,0 + 75,0 mg/dL no final do primeiro més de lactacdo. A a-La
diminuiu lentamente e regularmente, porém, devido ao aumento progressivo do
volume de leite, o seu rendimento foi relativamente constante entre 0 1° e o 8° dia de
lactacdo. As concentracdes obtidas nos 3 primeiros dias foram significativamente
superior do que no 8° dia, chegando a concentracdes iguais a 139,0 + 25,0 mg/dL no
30° dia.

Em cabras Levieux et al. (2002) observaram concentracdo maxima de 3-Lg no
dia do parto (3.070 + 1.040 mg/dL) que diminuiu abruptamente no 1° dia de lactacao
e mais lentamente até o final da 12 semana do pds-parto. As concentracdes obtidas

pelos autores nos trés primeiros dias foram significativamente maiores quando
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comparadas com as obtidas no 7° dia. As concentragdes de a-La foram maximos no
dia do parto (2.770 £ 820,0 mg/dL) e decaem lentamente com o evoluir dos dias de
lactacdo, sendo encontradas as maiores concentracdes nas primeiras 24 horas de
lactacéo

Segundo Sgarbieri (2004) a concentragdo de a-La e B-Lg no colostro bovino
diminuem com o evoluir da lactacdo. As concentracdes maximas foram observada
nas primeiras 12 horas de lactacdo 840,0 mg/dL e 3.988 mg/dL para as fragcdes a-La
e PB-Lg respectivamente. As concentragdes de a-La diminuem lentamente nos
primeiros dias de lactacédo 856,0 mg/dL no 1° dia e 812,0 mg/dL no 2° dia chegando
a 236 mg/dL no 3° dia pés-parto. As concentragdes de B-Lg diminuem abruptamente
nos 3 primeiros dias de lactagédo, 2.654 mg/dL no 1° dia; 1.942,0 no 2° dia e 618,0
mg/dL no 3° dia. Segundo o autor as concentragcées de a-La e -Lg no leite bovino
séo respectivamente iguais a 200,0 mg/dL e 400,0 mg/dL.

Baroza (2007) estudou o colostro e o leite de cabras durante o primeiro més
de lactacdo através da técnica de eletroforese SDS-PAGE. No dia do parto os teores
de a-La e B-Lg foram respectivamente iguais a 1.446 + 300,0 mg/dL e 3.662 + 604,0
mg/dL, logo apds a autora descreve diminuicdo gradual dessas proteinas ao longo
do primeiro més de lactagcdo com valores de a-La iguais a 545 + 42,0 mg/dL no 1°
dia, 556 + 32,0 mg/dL no 3° dia, 664 + 116,0 no 5° dia, 414 + 23,0 mg/dL no 14° dia
chegando a 378 + 44,0 mg/dL no 29° dia e valores de B-Lg iguais a 1.157+100,0
mg/dL no 1° dia, 1.022 + 48,0 mg/dL no 3° dia, 1.276 + 200,0 no 5° dia, 771 = 41,0
mg/dL no 14° dia chegando a 576 + 45,0 mg/dL no 29°.

Rocha et al. (2009) avaliaram as proteinas do colostro de vacas primiparas e
pluriparas através da técnica de eletroforese SDS-PAGE. Segundo os autores a
concentragéo de B-Lg foi superior no dia do parto em primiparas 5.081 + 2.535
mg/dL, e pluriparas 3.643+1.096 mg/dL e no 1° dia em primiparas 2.626 + 2.708
mg/dL e 1.300+363 mg/dL em pluriparas. Nas primiparas foram observados valores
inferiores no 30° dia (713 + 238 mg/dL), nas pluriparas nao foi observado diferenca a
partir do 1° dia de lactacdo chegando a 796 + 98,2 mg/dL no final do 1° més de
lactagao. Os teores de a-La diferiram no 1° dia entre primiparas (146 + 71,0 mg/dL) e
pluriparas (266 + 75,1 mg/dL) e no 15° dia em primiparas (145 = 44,1 mg/dL), e
pluriparas (215 + 32,7 mg/dL) e no 30° dia (119+48,5 mg/dL e 181+56,6) em

primiparas e pluriparas respectivamente. Além das diferengas entre o numero de
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lactacOes os autores observaram concentracbfes mais altas dessas fragbes no
colostro e diminuicdo ao longo do primeiro més de lactacao.

A lactoferrina € uma glicoproteina que se liga ao ferro exercendo efeitos
protetores ao neonato e foi usada para reduzir a morbidade e melhorar o
crescimento em bezerros (ROBBLEE et al., 2003). Nas amostras de colostro, a
lactoferrina tem efeitos protetores para o0 recém-nascido, durante as ultimas
semanas de lactacdo, ela age como um protetor para a glandula mamaria. (HISS;
MEYER; SAUERWEIN, 2008). Na literatura compulsada h& discrepancia nos valores
de lactoferrina encontrados no colostro possivelmente devido as diferentes técnicas
utilizadas (TSUJI et al., 1990; YOSHIDA et al., 2000). De acordo com Masson e
Heremans (1971) o colostro bovino contém concentracdes menores lactoferrina
guando comparado com outras espécies.

Segundo Sanchez et al. (1988) as maiores concentracdes de lactoferrina
foram encontradas na primeira ordenha (83,0 mg/dL), diminuindo durante os
primeiros dias de lactagdo (periodo colostral). Posteriormente, a concentragcéo desta
proteina diminui lentamente, atingindo seus valores definitivos durante a 32 semana
apoés o parto (9,0 mg/dL). Através da técnica de imunodifusdo radial Tsuji et al.
(1990) encontraram concentracdes de lactoferrina no colostro colhido 24 horas pos-
parto iguais a 196 + 27 mg/dL em vacas da raca Holandesa e iguais a 211 + 36
mg/dL em vacas da raca Jersey.

Heng (1999) estudou a composicdo quimica do colostro bovino observaram
diminuicdo nos teores de lactoferrina nas primeiras 48 horas de lactacdo
encontrando valores iguais a 428,0 mg/dL, 177 mg/dL, e 94,0 mg/dL nas 12, 24 e 48
horas ap6s o parto respectivamente. Yoshida et al. (2000) encontraram no colostro
bovino concentragcbes de lactoferrina iguais a 33,6 mg/dL enquanto que, as
concentragfes maximas de lactoferrina foram observadas nas amostras de colostro
6 horas pos-parto (38,7 = 6,9 mg/dL).

No estudo das proteinas do colostro de cabras através da técnica de
eletroforese SDS-PAGE, Baroza (2007) observou diminuicdo da concentracdo de
lactoferrina durante o 1° més de lactagéo, pois os valores maximos obtidos no dia do
parto iguais a 396 + 78 mg/dL diminuiram abruptamente no 1° dia de lactagéo (98,3
+ 17 mg/dL) e mais lentamente a partir do 3° dia e 5° dia (40.4 + 10 e 52,6 *
16mg/dL) mantendo-se estaveis até o 14° dia (33,1+12 mg/dL) chegando ao valor

minimo no 29° dia de lactacéo (28,0 + 6,5 mg/dL). Concentracdes maximas também
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foram observadas nas amostras de colostro de cabras (38,7 + 6,9 mg/ dL) que na 12
semana de lactagdo, diminuiu a menos de 20% (6,2 £ 2,5 mg / dL) (HISS; MEYER,;
SAUERWEIN, 2008).

A concentracdo de lactoferrina ndo diferiu vacas de diferentes lactacbes, os
valores superiores foram observados logo apés o parto (335145 mg/dL, em
primiparas, e pluriparas 360150 mg/dL), logo apds os teores decaem chegando a
92,5+125 mg/dL e 64,7+87,3 mg/dL, em primiparas e pluriparas respectivamente, no
1° dia de lactagao, valores inferiores foram observados no final do primeiro més de
lactacdo (14,9+17,3 mg/dL, e 10,3%4,76 em primiparas e pluriparas
respectivamente) (ROCHA et al., 2009).

A variacdo consideravel na concentracdo de albumina sérica observada no
inicio da lactacdo reflete o estado inflamatério do Ubere ao parto uma vez que
apenas 10 a 20% da albumina do soro de leite € sintetizado pela glandula maméaria
(PHILLIPPY; MCCARTHY, 1979). Shamay et al. (2005) em sua pesquisa sugerem
gue a secrecao de albumina pela glandula mamaria é parte do sistema da defesa
inata e que sua producdo aumenta localmente nos processos inflamatérios. Os
teores de albumina sérica elevados no inicio da lactagdo diminuem abruptamente
durante os trés primeiros trés dias, no colostro de cabras e vacas (PEREZ et al.,
1989; HENG, 1999; LEVIEUX; OLLIER, 1999; LEVIEUX et al., 2002; SGARBIERI,
2004; BAROZA, 2007; ROCHA et al., 2009)

Perez et al. (1989) obtiveram em vacas teores de albumina sérica iguais a
263 mg/dL na primeira ordenha, teores esses que decaem nas primeiras 24 horas
para 79,0 mg/dL e nos primeiros 3 dias pdés-parto os teores chegam a 41,0 mg/dL.
Apbs 2 semanas ap0s 0 parto os teores de albumina foram iguais a 20,0 mg/dL
permanecendo estaveis até o final da lactagdo. Concentragcbes maximas de
albumina (521,0 mg/dL) foram demonstradas por Heng (1999) no colostro bovino,
essas concentragfes decaem abruptamente para 197 mg/dL no 1° dia de lactacéo e
continuam diminuindo mais lentamente no 2° dia (115,0 mg/dL) chegando a 44,0
mg/dL no 3° dia de lactacao.

Levieux e Ollier (1999) observaram que os teores de albumina sérica no
colostro de cabras decaem abruptamente entre a 12 e a 52 ordenha em seguida a
diminuicdo passa a ser mais lenta, contudo as concentracdes obtidas nos trés
primeiros dias de lactagdo foram significativamente maiores do que as observadas

no 7° dia de lactacdo. No colostro de cabras Levieux et al. (2002) obtiveram na
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primeira ordenha médios de albumina iguais a 297 * 246 mg/dL que decairam
acentuadamente entre até a 32 ordenha em seguida decaindo de maneira mais
lenta. Os autores observaram que as concentracdes de albumina nas 3 primeiras
ordenhas foram significativamente (p>0,05) quando comparadas com as obtidas na
14° ordenha, ou seja, no 7° dia de lactacao.

Sgarbieri (2004) observaram diminuicdo nos teores de albumina nos primeiros
trés dias de lactacdo em vacas. Segundo o autor as concentracfes de albumina
sérica nas primeiras 12 horas de lactacao foi igual a 521 mg/dL, teores esses que
diminuem abruptamente para 191 mg/dL no 1° dia, 115 mg/dL no 2° dia chegando a
44,0 mg/dL no 3° dia de lactacao.

Baroza (2007) avaliou os teores de albumina plasmética na secrecédo lactea
de cabras nos primeiros 30 dias de lactacdo e observou uma queda abrupta, de
modo semelhante, na determinagcdo da concentracdo de albumina por métodos
bioquimicos e através do fracionamento por eletroforese SDS-PAGE com o passar
dos dias. A autora encontrou concentragdes de albumina iguais a 1.025 + 285 mg/dL
no dia do parto, 359 + 164 mg/dL no 1° dia, 99,4 £ 13 mg/dL no 3° dia, 94,2 *
13mg/dL no 5° dia, 52,6 + 11 mg/dL no 14° dia e 58,0 £ 9,3 mg/dL no 29° dia de
lactacao.

Rocha et al. (2009) através da técnica de eletroforese SDS-PAGE avaliaram o
colostro de vacas primiparas e pluriparas e notaram diferenca significativa no teor de
albumina logo apds o parto entre os grupos, com valores superiores nas pluriparas
(321+£128 mg/dL) quando comparados com as primiparas (227+85,9 mg/dL). Nos
demais momentos segundo os autores, ndo houve diferenca entre o0 nimero de
paricdes e, foi observada reducdo na concentracdo desta proteina no decorrer do
primeiro més de lactagcdo. Valores intermediarios foram observados no 1° dia
(76,6£92,3 mg/dL, nas primiparas, e 74,7+64,1 mg/dL, nas pluriparas) e teores
inferiores no 15° dia de lactacdo (9,76+11,9 mg/dL e 16,3t7,47 mg/dL, em

primiparas e pluriparas, respectivamente).
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2.3 Proteinograma do leite de cabras durante a lactacdo plena: valores de
referéncia e influéncia da fase de lactagéo e do numero de lactagdes

As proteinas do leite sdo, na sua grande maioria, sintetizadas na glandula
mamaria, durante a galactopoiese, por células altamente diferenciadas — as células
secretoras alveolares, ou, em menor quantidade, sao sintetizadas fora dos tecidos
mamarios, ou seja, tem origem plasmatica (SCHALM; CARROLL; JAIN, 1971). A
producao de leite e as mudancas que ocorrem no decorrer da lactacdo dependem
do numero de células epiteliais secretoras envolvidas na sintese do leite, que é
mantido pelo equilibrio entre a taxa de proliferacdo e apoptose celular (CAPUCO et
al., 2003), pela capacidade secretora dessas células, que é afetada por sua
diferenciacdo e pelo fornecimento de nutrientes através do sistema vascular que
sustenta a sintese de leite (AKERS, 2002)

O aumento dos teores de proteina total com diminuicdo dos teores de caseina
e aumento dos teores de proteinas de origem plasmatica no soro lacteo representa
sintoma evidente de alteracdo da glandula maméaria (SCHALM; CARROLL; JAIN,
1971). Comprovou-se, nas mamites o aumento no soro lacteo dos teores de
proteinas de origem plasmatica em decorréncia das alteragbes na permeabilidade
dos vasos devido ao processo inflamatorio (SANT ANA 2004). Dentre os fatores
responsaveis pelas alteracbes na composicdo protéica do leite merecem destaque
nao somente aqueles decorrentes das mamites, mas também fatores fisioldégicos de
variagdo como a fase de lactacdo e o niumero de lactagdes.

Diversos autores em varios paises avaliaram o teor médio de proteinas no
leite de cabras, e obtiveram resultados que variaram entre 2.830 mg/dL a 3.880
mg/dL de acordo com a raca e com a regidao avaliada: Rota et al. (1993), na regiao
de Caceres na Espanha, observaram valores médios de proteina iguais a 3.500
mg/dL; Zeng e Escobar (1995) nos Estados Unidos encontraram valores médios de
proteina no leite de cabras da raca Nubiana iguais a 3.600 mg/dL e para o leite de
cabras da raca Alpina valores iguais a 2.880 mg/dL; Sung, Wu e Wang (1999) em
um trabalho realizado em Taiwan obtiveram para as varias racas estudadas, os
seguintes valores médios de proteina no leite: raca Alpina 3.080 mg/dL, raca
Nubiana 4.230 mg/dL, raca Saanen 3.250 mg/dL e ragca Toggenburg 3.210 mg/dL;

Moatsou et al. (2008) encontraram em cabras locais da Grécia concentracdes de
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proteina igual a 3.880 mg/dL e em cabras de ragas internacionais valores iguais a
3.190 mg/dL.

No Brasil, Benedet e Carvalho (1996) caracterizando o leite de cabra em
Santa Catarina obtiveram valores médios de proteina iguais a 3.280 mg/dL;
Fernandes (2002) avaliando as caracteristicas do leite caprino no Estado de S&o
Paulo obteve valores médios de proteina para a raca alpina iguais a 3.080 mg/dL e
valores médios iguais a 3.080 mg/dL para a raca Saanen; também no Estado de Sao
Paulo, Gomes et al. (2004) encontrou valores médios de proteina em cabras da raca
Saanen iguais a 2.830 mg/dL.

Na literatura compulsada, a proteina do soro de leite foi avaliada em estudos
gue abordaram fracdes isoladas, estudos amplos abordando todas as fragcdes do
soro lacteo foram conduzidos somente por Sant’ana (2004) e Raimondo, Miyiashiro
e Birgel Junior (2009) em vacas.

Pesquisadores franceses, em diversos trabalhos, avaliaram a concentracao
das fracdes protéicas do soro lacteo de vacas holandesas durante a lactacdo plena
através da técnica de imunodifusdo radial. Rainard, Poutrel e Caffin (1982)
obtiveram concentracdo de lactoferrina igual a 8,0 m/dL. Caffin, Poutrel e Rainard
(1983) observaram que a concentracao de IgG; foi igual a 46,0 mg/dL enquanto que
Caffin e Poutrel (1988) observaram concentracdes de IgG; igual a 1,68 mg/dL.
Caffin, Poutrel e Rainard (1985) encontraram concentragdo de p-Lg igual a 467,0
mg/dL e de a-Laigual a 147,0 mg/dL.

Storry et al. (1983) avaliaram as proteinas do soro de leite de cabras e
obtiveram as seguintes concentracdes: proteina do soro entre 370 e 700 mg/dL; B-Lg
entre 180 e 280 mg/dL; a-La entre 60 e 110 mg/dL e albumina séria entre 10 e 110
mg/dL. Sant’Ana (2004) avaliou o proteinograma de vacas da raca Holandesa e
determinou os seguintes valores médios para a lactacdo plena: proteina do soro
1.071 + 133,3 mg/dL; e para as frac6es protéicas do soro obtidas por eletroforese
SDS-PAGE: lactoferrina - 63,95 + 28,30 mg/dL; albumina sérica - 70,70 + 21,06
mg/dL; imunoglobulina - 132,40 + 37,41 mg/dL; B-Lg - 580,52 + 95,10 mg/dL; a-La-
142,33 + 28,90 mg/dL e demais proteinas do soro - 63,36 + 40,71 mg/dL.

Moatsou et al. (2008) na Grécia compararam os teores de B-Lg e a-La, por
cromatografia liquida, no leite de cabras locais (335,0 mg/dL e 249 mg/dL

respectivamente) com o leite de cabras de racas internacionais (294,0 mg/dL e
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225,0 mg/dL respectivamente). Raimondo, Miyiashiro e Birgel Junior (2009)
encontraram no leite de vacas Jersey teores de proteina do soro iguais a 640 + 250
mg/dL. Os autores estudaram também as concentracfes das principais fracdes
protéicas do soro lacteo e observaram concentracbes médias iguais a: lactoferrina -
40,0 + 20,0 mg/dL, albumina sérica - 30,0 £ 20,0 mg/dL, imunoglobulina cadeia
pesada - 40,0 + 20,0 mg/dL e cadeia leve - 80,0 + 60,0, B-Lg - 230,0 £ 90,0 mg/dL e
a-La- 140,0 = 70,0 mg/dL.

Os resultados da avaliagéo da influéncia da fase de lactacdo na concentracéo
de proteina do leite de cabras foram controversos, independente da técnica utilizada
na analise. Quiles et al. (1994) observaram um aumento na proteina total do leite
cabras entre 0 85° e 210° dias de lactacdo. A proteina total foi igual a 3.700 mg/dL
no 85° dia de lactacdo aumentando para 4.396 mg/dL no final do estudo 210 dias
respectivamente. Zeng e Escobar (1995) observaram que os teores médios de
proteina no leite de cabras tendem a diminuir até o quarto més de lactacao e voltam
a aumentar até o final da lactacao, sendo o valor maximo (3.480 mg/dL) observado
no primeiro més e o menor valor observado no quinto més (2.350 mg/dL).

Fernandes (2002) observou em cabras acima dos 9 meses de lactagao (3.300
mg/dL) valores maiores do que os observados em animais entre 1-3 meses (3.000
mg/dL), entre 4-6 meses (3.110 mg/dL) e entre 7-9 meses de lactacdo (3.100
mg/dL). Gomes et al. (2004), observaram que os teores de proteina total no leite de
cabras foram permaneceram estaveis durante a lactagdo. A autora encontrou
valores médios iguais a 2.780 mg/dL no primeiro més, iguais a 2.680 mg/dL no
segundo més, 2.880 mg/dL no terceiro més e 2.930 mg/dL no quinto més de
lactacao.

A concentracao de proteina total no leite durante a lactacdo de cabras da raca
Sarda foi estudada por Macciotta et al. (2005) que observaram teores maximos no 4°
e 5° més de lactacdo de cabras da raca Sarda (4.140 + 50,0 mg/dL e 4.200 + 50,0
mg/dL respectivamente).

Mio€ et al. (2008) observaram que a concentracdo de proteina total do leite de
cabras aumenta com o avancar do estagio da lactacdo. Os autores encontraram
concentragdes de proteina iguais a 2.980 + 3,0 mg/dL no inicio da lactacdo (entre
10-90 dias), 3.060 £ 4,0 mg/dL no meio (91 - 180) e 3.410 + 5,0 mg/dL (acima de
180 dias) no final da lactacdo. Assim como Strzatkowska et al. (2009) que também
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observaram um aumento na concentracdo protéica ao longo de seu estudo com
concentracgdes iguais a 2.980 + 80,0 mg/dL aos 60 dias; 3.120 + 90,0 mg/dL aos 120
dias e 3.660 = 110,0 mg/dL aos 200 dias de lactacé&o.

O numero de lactagbes € um outro fator fisiologico que influencia o perfil
protéico do leite. O metabolismo na glandula mamaria durante a lactacdo de vacas
primiparas quando comparadas com animais mais maduros é diferente. Nas
primiparas os nutrientes sao prioritarios ndo somente para a lactacdo, mas também
para o crescimento continuo do animal (WATHES et al., 2007). Geralmente, vacas e
cabras multiparas produzem mais leite, porém a persisténcia da lactacdo que é
definida como a velocidade de declinio da producdo diaria, entre meses
consecutivos, é inferior quando comparados com as primiparas (ZENG; ESCOBAR;
POPHAM, 1997; MILLER et al., 2006; CARNICELLA et al., 2008; SAFAYI et al.,
2010). Isso pode ser relacionado as diferencas no crescimento mamario e também
na remodelacdo que ocorrem durante a lactacdo que difere entre cabras primiparas
e multiparas. A populagdo de células secretoras sobrevive por um periodo maior em
cabras primiparas, demonstrando que ocorre um desenvolvimento progressivo do
tecido mamario secretor e o sistema vascular das primiparas possui expressao
maior de genes envolvidos na angiogénese (SAFAYI et al., 2010).

A influéncia do namero de lactacdes nas concentracfes de proteina total do
leite de cabras foi estudada por diversos autores (KALA; PRAKASH, 1990; ZENG;
ESCOBAR, 1995; PRASAD; SENGAR, 2002; CIAPPESONI et al, 2004,
RODRIGUES et al., 2006; ZAHRADDEEN; BUTSWAT; MBAP, 2007; CARNICELLA
et al., 2008). Os resultados obtidos na maioria dos referidos estudos demonstraram
gue nado houve influéncia do numero de lactacdes na concentracdo de proteina total.
Prasad e Sengar (2002) apesar de ndo observarem influéncia da paridade nessas
concentracdes, o valor maximo foi obtido em cabras na segunda lactacao (3.800
mg/dL). Ciappesoni et al. (2004) obtiveram os teores de proteinas em cabras que
variaram entre 2.820,0 e 2.830,0 mg/dL entre a primeira e quatro ou mais lactacoes.

Contudo Kala e Prakash (1990); Carnicella et al. (2008) e Mio€ et al. (2008)
observaram em cabras primiparas concentracoes maiores de proteina, que diminuiu
com o aumento do numero de lactagdes. Macciotta et al. (2005) observaram um
efeito significativo do niumero de lactacbes, pois cabras com 4 e 5 lactacOes
apresentaram concentracdes maiores de proteina no leite. Bhosale et al. (2009)

observaram em cabras primiparas concentracdo de proteina total do leite igual a
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3.217 mg/dL que aumenta chegando a concentragdes iguais a 4.097 mg/dL em
cabras com 4 lactagoes.

A avaliacdo da influencia da fase de lactacdo e do numero de lactacdes nas
fracOes protéicas do soro lacteo de cabras é escasso. Somente Quiles et al. (1994)
gue estudaram as proteinas do soro de leite de cabras ao longo da lactacdo
determinando a proteina do soro e fracionando as protéicas por eletroforese SDS-
PAGE e de Hiss, Meyer e Sauerwein (2008) e Barth (2010) que avaliaram as
concentracdes de lactoferrina ao longo da lactacdo de cabras. Os demais estudos
foram conduzidos em vacas e a maioria abordou apenas algumas fracées, somente
os estudos conduzidos por Sant’Ana (2004), Sant’Ana e Birgel (2007) e Raimondo,
Miyiashiro e Birgel Junior (2009) avaliaram o proteinograma completo do soro lacteo
de vacas.

Larson e Kendall (1957) em trabalho pioneiro avaliaram as proteinas do soro
do leite bovino através da eletroforese em acetato de celulose. Os autores
observaram que a fragao B-Lg foi constante ao longo da lactagéo, a a-La atingiu a
producdo maxima aos 30 dias e depois diminuiu com o evoluir da lactacdo, a
concentracdo de imunoglobulina diminuiu no final da lactacdo enquanto que a
concentracdo de albumina sérica oscilou pouco durante a lactacao.

Na década de 80 um grupo de pesquisadores da Franca iniciou uma série de
estudos avaliando os fatores fisioldgicos que influenciavam as fracdes protéicas do
soro lacteo de vacas Holandesas através da técnica de imunodifusdo radial.
Rainard, Poutrel e Caffin (1982) observaram que as concentragdes de lactoferrina no
leite de vacas ndo foram influenciadas pelo nimero de lactacdo dos animais e
aumentaram com o evoluir da fase de lactacdo sendo menor em vacas com 30 dias
de lactacdo (3,0 mg/dL) chegando a 15,0 mg/dL em vacas no final da lactacdo (270
dias). Poutrel, Caffin e Rainard (1983) avaliaram as concentracdes de albumina
sérica e observaram um aumento dessas concentracdes em relacdo ao estagio de
lactacdo com médias iguais a 17,3 mg/dL (30 dias), 18,8 mg/dL (150 dias) e 22,4
mg/dL (270 dias). No mesmo trabalho os autores observaram que o numero de
lactacdes nao influenciou os teores de albumina sérica no leite das vacas estudadas.

Caffin, Poutrel e Rainard (1985) observaram que as concentragdes de B-Lg
aumentaram com o evoluir da lactacdo, com médias iguais a 415,0 mg/dL (30 dias)
455,0 mg/dL (150 dias) e 536,0 mg/dL (270 dias). Enquanto que as concentracbes
de a-La diminuiram com médias iguais a 154,0 mg/dL (30 dias), 151 mg/dL (150
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dias) e 136 mg/dL (270 dias). Segundo os autores o numero de lacta¢gBes influéncia
o conteudo de B-Lg e a-La no leite de vacas. A concentragcao de a-La diminuiu na
terceira lactacdo (118,0 mg/dL) e voltou a aumentar, porém com menor
concentracdo do que durante as duas primeiras lactagbes (163,0 mg/dL em
primiparas e 156,0 mg/dL na 22 lactagdo). A concentragdo de B-Lg aumentou na
segunda lactacdo (508 mg/dL).

Os mesmos autores estudaram a influéncia da fase de lactacdo e numero de
lactagbes nos teores de imunoglobulinas 1gG: (CAFFIN; POUTREL; RAINARD,
1983) e 1gG, (CAFFIN; POUTREL, 1988). Caffin, Poutrel e Rainard (1983)
observaram que a concentracao de 1gG; durante as trés primeiras lactacbes néo foi
afetada e, a variacdo foi pequena (40,0 — 44,0 mg/dL), apOs a terceira lactacdo, a
concentracdo de IgG; aumentou com grandes variagdes individuais, com teores
iguais a 54 mg/dL em vacas com quatro lactacdes. Em relagcéo a fase de lactacdo os
autores observaram que as concentracdes de IgG; aumentaram com o evoluir da
lactagc&o e foram maiores (60,0 mg/dL) no final.

Caffin e Poutrel (1988) observaram que as concentracfes de IgG, foram
menores nas duas primeiras lactagdes (1,4 mg/dL e 1,3 mg/dL), vacas com mais de
cinco lactacbes apresentaram concentracdes iguais a 2,2 mg/dL. Segundo os
autores a concentracdo média de IgG, no leite foi maior no inicio da lactacdo (30
dias: 1,79 mg/dL) do que no meio da lactacéo (150 dias: 1,48 mg/dL), provavelmente
porgue no inicio da lactacdo o transporte ativo de 1gG,, é particularmente importante
durante o periodo de formacao do colostro.

Quiles et al. (1994) observaram um aumento na proteina do soro e nas
fragbes B-Lg e a-La entre o 85° e 210° dias de lactacdo, e diminuicdo das outras
fracbes ao longo do estudo. A proteina do soro igual 336 mg/dL no 85° dia de
lactacdo aumentou para 929,0 mg/dL no final do estudo (210 dias). As fragdes de [3-
Lg e a-La foram iguais a 540,0 mg/dL e 123,0 mg/dL no inicio do estudo e 628
mg/dL e 177,0 mg/dL em cabras com 210 dias de lactacdo. A fracdo denominada de
‘outras fragbes” foi igual a 179,0 mg/dL no inicio do estudo diminuindo
gradativamente chegando a 122 mg/dL no final do periodo. Concluindo que o
estagio de lactacdo teve um significativo efeito no fracionamento da proteina do leite
de cabra particularmente evidente no inicio e no final do periodo de lactacéo.

Ostersen, Foldager e Hermansen (1997) estudaram o efeito do estagio de

lactacdo nas proteinas do leite de vacas e observaram que os teores de proteina do
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soro sdo maiores no inicio e final da lactagdo, as concentragbes minimas foram
observadas no meio da lactagdo quando as concentracdes de caseina foram
maximas. O conteudo de a-La diminuiu durante a lactacdo, tanto em concentragcédo
absoluta como na proporcao do total de proteinas do leite. Segundo os autores 0s
resultados indicam que a queda foi causada principalmente por um teor ou sintese
de a-La reduzido ao longo da lactagdo. As mudangas no teor de 3-Lg acompanham
a concentracdo de proteina, porém atingiu concentracdo minima no meio da
lactacao.

Sant’Ana (2004) observou influéncia do influéncia do niamero de lactacfes
nas concentracdes de proteina soro e de lactoferrina no leite de vacas Holandesas.
A concentracdo de albumina sérica nas vacas com duas ou trés lacta¢des (61,75 +
16,80 mg/dL) foi menor do que primiparas (75,72 + 19,61 mg/dL) e 4 ou mais
lactagcbes (73,60 + 23,95 mg/dL). Em relacdo a imunoglobulina, valores menores,
também, foram obtidos nas vacas de 2% ou 3? lactagBes (117,96 + 34,75 mg/dL);
valor médio intermediéario em primiparas (134,53 + 35,92 mg/dL) e, o maior valor foi
observado em animais com 4 ou mais lactacfes (143,60 + 38,11 mg/dL). A fracdo de
B-Lg em animais com quatro ou mais lactacdes, foi menor (545,94 + 70,35 mg/dL) do
gue em primiparas, assim como em duas ou trés lactacdes (respectivamente:
595,51+ 104,52 e 599,93 + 99,28 mg/dL). O menor valor de a-La foi observado em
vacas de duas ou trés lacta¢des (135,05 + 27,51 mg/dL), sendo o valor intermediario
observado nos animais com quatro ou mais lactacdes (139,90 + 29,44 mg/dL) e, o
maior valor (150,78 + 28,22 mg/dL) obtido em vacas primiparas.

Sant’Ana e Birgel (2007) estudaram a influéncia do estagio de lactacdo nas
proteinas do leite de vacas. A proteina do soro lacteo foi maior na fase colostral
(respectivamente: 1.576,88 + 797,10 mg/dL; 1.030,68 + 123,78 mg/dL; 1.084,21 +
139,33 mg/dL e; 1.156,00 + 100,41 mg/dL), aumento esse atribuido as protéicas
séricas do leite, como: imunoglobulinas (366,71 + 278,18 mg/dL; 129,77 + 31,65
mg/dL; 139,47 + 32,05 mg/dL e, 122,23 + 59,43 mg/dL) e outras proteinas do soro
lacteo (129,01 + 135,24 mg/dL; 59,11 + 46,73 mg/dL; 64,95 + 35,88 mg/dL e, 71,85 +
33,37 mg/dL). Os teores de albumina sérica e lactoferrina ndo variaram ao longo do
estudo. A B-Lg, foi maior na primeira e na ultima fase da lactacédo (726,10 + 291,20
mg/dL; 547,55 + 70,63 mg/dL; 584,09 + 99,98 mg/dL e; 668,24 + 92,60 mg/dL). A
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fracdo a-La apresentou pequena variagdo no decorrer da lactacdo (159,21 + 39,38
mg/dL; 150,64 + 25,42 mg/dL; 131,89 + 27,79 mg/dL e; 144,39 + 34,38 mg/dL).

Cheng et al. (2008) avaliaram a concentracédo de lactoferrina no leite bovino
através do método de ELISA durante o pico (21 a 100 dias); meio (101 a 200 dias) e
final da lactacdo (201 dias) e observaram concentragbes maiores no final da
lactacdo. Os autores observaram que a concentracdo de lactoferrina no leite ndo
diferiu em relacdo ao namero de lactacdes. No entanto, as concentracdes tenderam
a ser maiores em vacas com 3, 4 e mais de 5 lactacbes do que para vacas com 1 ou
2 lactacgoes.

As concentragdes de lactoferrina no leite de cabras foram analisadas por
ELISA desenvolvido para lactoferrina de caprinos por Hiss, Meyer e Sauerwein
(2008). Maximas concentracdes foram observadas nas amostras do colostro (387 +
6,9 mg/dL). Na semana seguinte, menos de 20% destas concentragbes foram
observadas (6,2 + 2,5 mg/dL) e, posteriormente, na 322 semana a concentracao
média semanal variou entre 1,0 e 2,8 mg/dL. Perto do final da lactacdo, na 332
semana, a concentracdo comecou a aumentar atingindo o maior valor na 44°
semana (10,7 = 1,9 mg/dL).

Raimondo, Miyiashiro e Birgel Junior (2009) estudaram a influéncia da fase de
lactacdo na concentracdo de proteina do soro lacteo de vacas da raca Jersey e
observou no terco inicial (810 £ 150 mg/dL) e no terco médio da lactacdo (730 + 220
mg/dL) teores de proteina maiores do que no ter¢o final da lactacdo (380 + 160
mg/dL). Os autores também fracionaram as proteinas do soro através da técnica de
eletroforese SDS-PAGE e observaram diminuigdo nas concentragdes de B-Lg (terco
inicial 280,0 £ 60mg/dL; médio 260,0 +60 mg/dL e final 150,0 + 70,0 mg/dL), a-La
(terco inicial 190,0 + 40,0 mg/dL; médio 150,0 + 40,0 mg/dL e final 70,0 + 50,0
mg/dL), imunoglobulinas (terco inicial - Ig pesada - 50,0 = 20,0 mg/dL; Ig leve - 90,0
+ 30,0 mg/dL, médio Ig pesada - 50,0 + 30,0 mg/dL; Ig leve - 110,0 £ 80,0 mg/dL e
final 1g pesada - 30,0 = 20,0 mg/dL; Ig leve - 20,0 £ 20,0 mg/dL), lactoferrina (terco
inicial 60,0 + 20,0 mg/dL, médio 50,0 + 20,0 mg/dL e final 30,0 £ 20,0 mg/dL) e
albumina (terco inicial 30,0 £ 10,0 mg/dL, médio 40,0 £ 20,0 mg/dL e terco final 10,0
+ 10,0 mg/dL) durante a lactagdo. No mesmo estudo foi concluido que as fragdes de
B-Lg e a-La séo as principais proteinas do soro (64,51 %) as demais proteinas
dentre elas as imunoglobulinas representaram 20,91 %, enquanto que oS
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percentuais de lactoferrina e albumina foram respectivamente 6,97% e 5,23% do
total da proteina do soro lacteo.

Recentemente Barth et al. (2010) observou que os teores de lactoferrina no
soro lacteo de cabras primiparas € menor quando comparado com o teor encontrado

em cabras multiparas.

2.4 Influéncia do isolamento bacteriano no proteinograma do leite de cabras

A mamite caprina, assim como a bovina, gera graves prejuizos econdémicos
devido ao descarte do leite, custos com medicamentos e assisténcia veterinaria,
aumento da mao-de-obra, reducdo da qualidade e quantidade do leite e seus
subprodutos. Dentre os agentes etioldgicos bacterianos identificados na mastite
caprina, a maioria € similar aos encontrados na espécie bovina, entre eles
Staphylococcus coagulase positiva (Staphylococcus aureus) e negativa (S.
epidermidis, S. chromogenes e S. simulans, S. caprae e S. agalactiae),
Streptococcus spp, Corynebacterium spp, Escherichia coli, Micrococcus spp,
Pasteurella spp (CONTRERAS et al., 2003; LANGONI; DOMINGUES; BALDINI,
2006; SCHMIDT et al., 2009; NEVES et al., 2010).

Urech, Puhan e Schéllibaum (1999) observaram que o teor de proteina total
em todas as fragcbes de ordenha aumentou no leite de quartos com mastite em
vacas. Segundo os autores o0 aumento da proporcdo de proteinas associadas com a
resposta inflamatdria do Ubere (lactoferrina, imunoglobulinas e albumina sérica)
compensou a significativa diminuicdo de caseina em realcao a proteina total.

Segundo Birgel Junior (2006) a determinacao do teor de proteina total do leite
foi, inicialmente, considerada de pouca valia, porém os resultados obtidos por
Sant’Ana (2004), demonstraram a importancia da determinacédo do teor de proteina
total do leite e seu fracionamento como parametro para o diagnéstico das mamites.
Pois, nesses casos patoldégicos, comprovou-se, que o aumento dos teores de
proteina total com diminuicdo dos teores de caseina e aumento dos teores de
proteinas seéricas no soro lacteo representava sintoma de alteracdo da glandula

mamaria.
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Recentemente Forsbéack et al. (2010) confirmaram a importancia do estudo da
proteina do soro lacteo. Os autores avaliaram o leite bovino com altas contagens de
células sométicas e isolamento bacteriano e observaram que ndo houve alteracédo
na concentracdo de proteina total apesar da diminuicdo nos teores de caseina,
segundo os autores a falta de alteracdo na proteina total do leite foi compensada
pelo aumento das proteinas do soro lacteo e concluiram que usar somente o
conteudo de proteina total como marcador de qualidade do leite é, portanto,
guestionavel, ao passo que a determinacdo do teor de proteinas de soro de leite,
além de proteina total, seria uma validacdo mais correta da qualidade protéica do
leite.

Leitner, Merin e Silanikove (2004) avaliaram as alteragbes nos constituintes
do leite de cabras com isolamento bacteriano e observaram um aumento nas
concentracbes de proteina total (3.500 mg/dL), proteina do soro lacteo (680,0
mg/dL) e albumina no soro lacteo (47,18 mg/dL) nas amostras com isolamento
bacteriano comparadas com amostras sem isolamento bacteriano aonde foi
observado as seguintes concentracfes: proteina total (3.420 mg/dL), proteina do
soro lacteo (610,0 mg/dL) e albumina no soro lacteo (28,0 mg/dL).

Segundo Barth et al. (2010) a avaliacdo da saude do Ubere em caprinos ainda
é dificil quando comparado com as vacas, devido as limitacdes da contagem de
células somaticas (CCS) como indicador de infeccdo intramamaria, os autores
avaliaram os teores de lactoferrina no leite caprino com e sem isolamento
bacteriano, com a finalidade de usar essa proteina como indicador da salde da
glandula mamaria nessa espécie. Os resultados da referida pesquisa demostraram
gue o leite com isolamento bacteriano apresentou concentracfes elevadas de
lactoferrina em relagdo as amostras sem isolamento.

A lactoferrina é reconhecida como uma proteina bacteriostética e bactericida,
propriedades atribuidas a sua capacidade de quelante de ferro e capacidade de se
ligar a superficie bacteriana (CHANETON et al., 2008). Estudos anteriores também
avaliaram as concentracfes de lactoferrina no soro lacteo de cabras e vacas em
relacdo ao isolamento bacteriano no leite. De acordo com Kawai et al. (1999) a
concentracdo de lactoferrina no leite de vacas aumenta durante a infecgéo
intramamaria e depende da bactéria causadora e da gravidade da infeccéo. No leite
normal a concentragéo de lactoferrina é 2,0 a 20,0 mg/dL e no leite mastitico, 30,0 a
230 mg/dL.
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Chen, Chen e Mao (2004) avaliaram a influéncia do isolamento bacteriano na
concentracdo de lactoferrina no leite de cabras atravées do método de ELISA.
Primeiramente os autores utilizaram leite colhido de tanque classificado de acordo
com o tempo de reducdo de azul de metileno e observaram que quanto menor o
tempo de reducdo de azul de metileno maior as concentracdes de lactoferrina, leite
classificado como de alta qualidade continham 16,7 mg/dL, qualidade normal 21,8
mg/dL, e baixa qualidade 30,4 mg/dL e leite classificado como matite com reducéo
de azul de metileno entre 3 e 4,5 horas apresentaram concentragdes de lactoferrina
iguais a 58,7 mg/dL. Os autores avaliaram também as concentracdes de lactoferrina
no leite de cabras inoculadas com Staphylococcus aureus, metade do ubere de trés
cabras foram inoculadas e a outra metade foi usada como controle negativo. As
meédias de lactoferrina no leite infectado aumentou gradativamente a partir de 0 hora
de inoculacdo até 72 horas ap@s, iniciando com 1,0 mg/dL chegando a 100, 0 mg/dL
enquanto que o leite colhido da metade néo infectada variou entre 1,0 e 3,0 mg/dL.
Os autores concluiram que as concentracdes de lactoferrina no leite podem ser Gteis
para determinar o estatus de infeccdo da glandula mamaria de cabras.

Chaneton et al. (2008) estudaram a relagédo entre a lactoferrina no leite e o
agente etiolégico da mastite bovina e observaram que quartos infectados
apresentaram concentracdo de lactoferrina mais alta que quartos negativos e em
guartos com mastite as concentracfes foram ainda maiores. Segundo os autores
essa relacdo sugeriu resposta lactoferrina-dependente, em relacdo a bactéria
isolada, mesmo quando na ausencia de um processo inflamatério na glandula
mamaria. Quartos positivos para Streptococcus uberis apresentaram maiores
concentracdes de lactoferrina que quartos negativos, enquanto que outras bactérias,
como Staphylococcus aureus, Sthaphylococcus coagulase negativo e Streptococcus
dysgalactiae ndo parecem estar associadas a um aumento na concentracdo de
lactoferrina. No mesmo estudo, um experimentos in vitro de infeccdo foi realizado
por desafio de cultura primaria de células mamarias de bovinos com suspenséo de
Streptococcus uberis. A andlise da imunofluorescéncia demonstrou que células da
glandula mamaria sdo capazes de sintetizar lactoferrina e essa producédo foi maior
na suspensao de Streptococcus uberis. Os autores avaliaram ainda a suscetibilidade
da bactéria, e observaram que o crescimento de Escherichia coli e Staph. aureus foi
inibido pela lactoferrina, enquanto que o crescimento do Strep. uberis néo foi

afetado, concluindo que os agentes bacterianos que provocam maior resposta da
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lactoferrina se adaptaram a essas condi¢des tornando-se resistentes a atividade
antibacteriana desta proteina.

Hyvonen et al. (2009) estudaram a adeséo, invasdo e replicagao intracelular
de 22 linhagens de Staphylococcus coagulase-negativo isoladas de bovinos com
mastite e os efeitos da lactoferrina bovina sobre a internalizacdo através de um
modelo in vitro de celulas do epitelio mamario bovino. A lactoferrina diminuiu
significativamente a replicacdo intracelular e as taxas de replicagdo do
Staphylococcus. Forte correlacdo entre a adesdo e invasdo, bem como entre a
replicacdo e a taxa de replicacdo, foi encontrado no estudo. Nas analises de
sensibilidade in vitro e internalizagdo, o papel da lactoferrina foi principalmente
bacteriostatico, provavelmente pelo quelante de ferro e pela ligacdo a receptores
especificos na superficie da célula bacteriana. Forsback et al. (2010) observaram
que os teores de lactoferrina foram maiores no soro lacteo de vacas com alta
contagem de células somaticas e isolamento bacteriano.

Apesar da comprovada importancia da determinacdo das proteinas do soro
lacteo como auxilio na avaliacgdo da saude da glandula mamaria, apenas a
lactoferrina foi objetivo de estudos recentes, a avaliagdo da proteina do soro lacteo
assim como das demais fracdes protéicas do soro lacteo ainda é escasso em vacas
e em cabras é inexistente.

Na década de 80 um grupo de pesquisadores da Franca realizou uma série
de estudos dos fatores patoldgicos que influenciam as fracbes protéicas do soro
lacteo de vacas holandesas através da técnica de imunodifusdo radial. Caffin,
Poutrel e Rainard (1983) observaram que quartos mamarios de vacas com
isolamento de Corynebacterium bovis, as concentracfes IgG; no soro lacteo
amostras de soro (82,0 mg/dL) séo altas. Quartos infectados por estreptococos néo
afetou a concentracdo de IgG: no leite. Quartos infectados com Staphylococcus
aureus aumentou a correlacdo entre a IgGi, e as concentragbes de albumina no
leite. Segundo os autores este aumento provavelmente é devido a um processo
inflamatorio, pois o coeficiente de correlacdo entre as concentragfes de albumina
sérica e IgG; é considerado um indice de resposta inflamatdria. Albumina sérica é
um marcador para estimar a transferéncia de proteinas do sangue para o leite,
principalmente as imunoglobulinas (LARSON; HEARY JR.; DEVERY, 1980)

Caffin, Poutrel e Rainard (1985) observaram diminuicdo nos teores de a-

lactoalbumina (a-La) no leite de vacas com isolamento bacteriano, enquanto que as
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concentragcbes de B-lactoglobulina (B-Lg) ndo foram influenciadas pelo isolamento
bacteriano. Caffin e Poutrel (1988) observaram que glandulas mamarias com
isolamento de estafilococos coagulase-negativo nao influenciou o teor de IgG, no
leite de vacas (1,92 £ 0,85 mg/dL), enquanto que nos quartos com Corynebacterium
bovis, houve um aumento de 1gG, no leite (2,6 £ 1,16 mg/dL), assim como em
guartos com Staphylococcus aureus (3,74 = 1,7 mg/mL).

Na literatura compulsada somente o trabalho de Sant’Ana (2004) avaliou a
influéncia do isolamento bacteriano no proteinograma de vaca holandesas através
da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato
de sddio (SDS-PAGE). A autora observou que ndo houve influéncia do isolamento
bacteriano nas concentragfes de proteina total, proteina do soro lacteo e fracdes
protéicas, com excecdo a fracdo a-La foi menor em amostras com isolamento
bacteriano (139,96 + 37,15 mg/dL) quando comparadas com amostras negativas no
exame microbioldgico (152,82 + 38,28 mg/dL). Comparando amostras de quartos
com mamite e quartos mamarios sadios a autora observou um aumento da proteina
total, proteina do soro, lactoferrina, albumina e imunoglobulinas, excecéo feita as
principais fragcbes do soro lacteo a-La e B-Lg que néo foram influenciadas pela

mamite.

2.5 Influéncia do virus da artrite-encefalite caprina no proteinograma do leite
de cabras

A artrite encefalite caprina (CAE) que € uma doenca infecciosa causa pelo
retrovirus pertencente a subfamilia Lentivirinae que acomete caprinos de todas as
racas e idades, de natureza cronica, suas principais manifestacdes sao a artrite em
caprinos adultos a leucoencefalomielite em caprinos jovens, além de ser
responsavel por mamite indurativa nas cabras infectadas (LARA, 2002).

No Brasil, o primeiro registro sorologico da CAE (MOOJE et al., 1986) e o
primeiro isolamento do virus (HOTZEL et al., 1993) foram realizados no Rio Grande
do Sul. As prevaléncias encontradas variaram de 0,73% para 43,0% em pesquisas
nos seguintes Estados: Pernambuco (SARAIVA NETO et al., 1995), Ceara
(PINHEIRO; GOUVEIA; ALVES, 2001), Sdo Paulo (LEITE et al., 2004), Paraiba
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(BANDEIRA et al.,, 2009), Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2005), Bahia
(OLIVEIRA et al., 2006), Piaui (SAMPAIO JUNIOR, 2007), Rio de Janeiro
(MOREIRA; OELEMANN; LILENBAUM, 2007), e Tocantins (SOBRINHO et al.,
2010).

Na glandula mamaria de cabras infectadas Lara (2002) descreveu o
endurecimento gradativo com a presenca de varios nddulos de consisténcia dura,
gue confluem para determinar um endurecimento difuso do paréngquima mamario,
resultando em assimetria das metades do Ubere. No Brasil, o endurecimento
gradativo da mama (mamite indurativa), em cabras infectadas pelo Virus da Artrite-
encefalite caprina (CAEV) pode ser diagnosticado entre 4,0 % e 19,67 % dos
animais infectados conforme demonstrou os estudos de Lara (2002); Lara et al.
(2005) e Birgel Junior et al. (2007).

Em pesquisa realizada nas condi¢cdes brasileiras de manejo, Bohland e
D’Angelino (2005) verificaram que a producéo leiteira nas cabras infectadas pelo
CAEV era 21,5 % menor do que nos animais n&o infectados e que cabras infectadas
apresentavam lactacdes mais curtas, sendo a sua duracdo, em meédia, 37 dias
menor do que a observada em animais nao infectados.

Segundo Gregory et al. (2009) a substituicdo do parénquima da glandula por
tecido conjuntivo e fibrose observada no exame histopatolégico explica a diminuicao
na producdo de leite e a qualidade do leite produzido pelos animais infectados pelo
virus. A fibrose no parénquima mamario em cabras inoculadas com o CAEV por via
intra-mamdaria foi anteriormente citada por Lerondelle et al. (1995), segundo o0s
autores a glandula mamaria das cabras abatidas entre 3 e 5 dias ap6s a inoculacéo
do virus, tinham caracteristica histolégica de lesdes de hiperplasia linféide folicular
ao redor dos ductos lactiferos, infiltracdo intersticial de células mononucleares, e
fibrose.

Afora a influéncia da infeccdo do virus da CAE na producdo de leite das
cabras, as caracteristicas fisico-quimicas e celulares do leite também sao
influenciadas. Birgel Junior et al. (2007), observaram valores de eletrocondutividade,
cloretos e a CCS foram maiores enquanto que os valores de lactose foram menores
nas cabras infectadas com ou sem sinais de endurecimento difuso da mama. Os
valores de proteina, gordura e solidos totais foram menores somente no grupo de

cabras infectadas com endurecimento difuso da mama e os valores do pH néo
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sofreram influéncia. Segundo os autores essas alteracfes sdo evidéncias que a
mama & precocemente afetada por esta infeccéo.

Almeida (2009) observou em cabras soropositivas para o CAEV teores
menores de lactose e cloreto, enquanto que os teores de caseina ndo foram
influenciados pela infeccéo.

As alteracbes nas constituicbes fisico-quimicas no leite de cabras
sororeagentes positivas para o virus da CAE podem ser explicadas pelo
comprometimento do tecido mamario anteriormente relatado por Lerondelle et al.
(1995) e mais recentemente confirmado por Gregory et al. (2009).

Processos infecciosos, como as mamites bacterianas, foram responsaveis por
alteragbes no proteinograma do leite, pois apesar de néo ser observado alteracbes
na proteina total do leite estudos demomonstraram a importancia da determinacdo
da proteina do soro lacteo assim como de suas fra¢des, pois essa falta de alteracéo
na proteina total do leite foi compensada pelo aumento das proteinas do soro lacteo
conforme descrito por Forsbéack et al. (2010). Além disso, anteriormente Sant’Ana
(2004) comprovou que o aumento dos teores de proteina total com diminuicdo dos
teores de caseina e aumento dos teores de proteinas séricas no soro lacteo

representava sintoma de alteracdo da glandula mamaria.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado em duas etapas distintas divididas em cinco
estudos de acordo com as influencias avaliadas, para tanto foram colhidas 750
amostras provenientes de 187 cabras da raca Saanen das quais foram utilizadas
545 amostras provenientes de 185 cabras da raga Saanen.

Primeira etapa composta por dois estudos: estudo 1: Avaliacdo da influéncia
do processo de secagem da glandula mamaria no proteinograma da secrecéo lactea
de cabras; estudo 2: Avaliacao da influéncia da fase colostral e do primeiro més de
lactacdo no proteinograma da secrecdo lactea de cabras, foi conduzida com o
acompanhamento de dois grupos de animais pré-selecionados para cada influéncia
com amostras pareadas com a finalidade de concentrar os momentos de colheita.

Segunda etapa conduzida em propriedades particulares pré-selecionadas
com colheita aleatéria de amostras de leite de cabras foi composta por trés estudos:
estudo 3: Valores de referéncia e avaliagdo das proteinas do soro lacteo de cabras
durante a lactacao plena; estudo 4: Avaliacao da influéncia do isolamento bacteriano
nas proteinas do leite de cabras e estudo 5: Avaliacdo da influéncia da infecgéo pelo
Virus da Artrite-encefalite caprina (CAE) nas proteinas do leite de cabras.

ESTUDOS 1 e 2 - conduzidos na Clinica de bovinos e pequenos ruminantes
do Departamento de Clinica Médica da FMVZ-USP situado na cidade de Séao Paulo
(latitude 23° 32’ 517, longitude 46° 38’ 10”, a 760m de altitude). As cabras foram
selecionadas através do exame clinico e do historico, ndo sendo utilizados animais
gue apresentaram alteracbfes das caracteristicas macroscopicas do leite, como
presenca de grumos ou alteracbes de cor detectada na prova do fundo escuro e
alteracbes na palpacdo da glandula mamaria, realizada apés a ordenha, conforme
as recomendac0Oes de Birgel (2004). Todas as cabras foram mantidas em baias com
solario e alimentadas com feno de coast-cross, fornecido no periodo da manha e da
tarde, racdo peletizada com 14% de proteina bruta fornecida pela manha e agua ad

libitum. Semanalmente, era fornecido aos animais sal mineral de bovinos.
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3.1 Avaliacédo da influéncia do processo de secagem da glandula mamaria no
proteinograma da secrecéo lactea de cabras.

Foram colhidas 104 amostras de secregdo lactea de oito cabras da raca
Saanen acompanhadas durante 30 dias do periodo seco. As cabras foram secas de
forma abrupta, ou seja, com interrupcdo da ordenha sem a aplicacdo de antibiético
intra-mamario, sendo utilizadas somente a secrecdo lactea que néo apresentou
gualquer distdrbio macroscopico e exame microbiolégico negativo, ao todo foram
descartadas 3 glandulas mamarias ao longo do estudo (Tabela 1). Apos a colheita
das amostras as cabras nao foram ordenhadas a fim de promover o devido processo
de involucao da glandula mamaria.

Tabela 1 - Constituicdo dos grupos amostrais para avaliar o proteinograma da
secrecao lactea de caprinos durante o processo de secagem na glandula

mama@ria.
Momentos de Colheita Nﬂme}rA\c\)/;jltiaa%Iil;dulas
1 £ Ultima Ordenha 13
2 g © 1° Dia da Secagem 13
3 § lé 3° Dia da Secagem 13
4 % % 5° Dia da Secagem 13
5 g T_E 7° Dia da Secagem 13
6 > g 10° Dia da Secagem 13
7 % 3 15° Dia da Secagem 13
8 § 30° Dia da Secagem 13

3.2 Avaliacéo da influéncia da fase colostral e do primeiro més de lactacdo no
proteinograma da secrecéo lactea de cabras.

Foram utilizadas sete cabras da raca Saanen, das quais foram colhidas 110
amostras em 10 momentos diferentes e que apresentaram exame microbiolégico
negativo ao longo do primeiro més de lactacdo (Tabela 2). Trés glandulas mamarias
foram retiradas do estudo, pois, a secrecdo colhida foi positiva no exame

microbiol6gico, ou seja, apresentou isolamento bacteriano em algum dos momentos.
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Tabela 2 - Constituicdo dos grupos amostrais para avaliar o proteinograma da secrecdo
lactea de caprinos durante o primeiro més de lactacdo. Sdo Paulo 2008

Momentos de Colheita Nimero de glandulas Avaliadas
1 ° Y dia (0 a 12 horas) 11
2 1% 1° dia (12 a 24 horas) 11
3 3 2° dia 11
4 S 3° dia 11
5 = 5° dia 11
6 | £ 7° dia 11
7 = 10°dia 11
o
8 o 15° dia 11
9 8 20° dia 11
>
10 a 30° dia 11

Com a finalidade de concentrar os partos para facilitar as colheitas de leite no
periodo inicial da lactagdo, as cabras foram submetidas a sincronizagéo do cio com
monta natural assistida conforme o protocolo proposto por Traldi (1985): Dia 1:
colocagdo do dispositivo intravaginal de progesterona (CIDR®, Pfizer Saude
Animal); Dia 9: Aplicacéo intramuscular de 250UI de Gonadotrofina Coridnica Equina
(Novormon ® Schering Plogh Coopers) e de 0,25ml de Gloprostenol (Ciosin ®
Schering Plogh Coopers); Diall: Retirada do CIDR® e colocacédo das fémeas com o
macho; Dial6: Separacdo de machos e fémeas

A prenhez dos animais foi confirmada através do exame ultrassonografico
realizado 15 e 30 dias apés a separacao das fémeas e machos e a data possivel do
parto foi estimada. Durante o periodo do estudo as cabras eram separadas dos
cabritos na noite anterior e logo apds a colheita eram ordenhadas e o colostro e/ou
leite utilizado para amamentar os cabritos.

ESTUDOS 3, 4, e 5 - foram realizados em quatro capris comerciais criadores
de cabras da raca Saanen, sendo trés localizadas em municipios na regido do Vale
do Paraiba; Jacarei (Latitude: 23° 18' 19" S, Longitude: 45° 57' 57" O; altitude de 567
metros, localizada a 84 Km de Sao Paulo); Cacapava (Latitude: 23° 06' 03" S,
Longitude: 45° 42' 25" O, altitude de 560 metros a 117Km de S&o Paulo);
Guaratingueta (Latitude: 22° 48' 59" S; Longitude: 45° 11' 33" O, altitude de 530
metros, localizada a 180 Km de S&o Paulo) e uma em Ibiuna (Latitude: 23° 39' 23" S,
Longitude: 47° 13' 21" O, altitude de 996 metros, localizada a 50 Km de S&o Paulo).
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As quatro propriedades adotavam o sistema de criagdo intensivo, em
cabanhas, sendo que a de Cacapava e Guaratinguetd com piso suspenso do tipo
ripado, e a de Ibilna e Jacarei com piso de concreto. A alimentacdo das cabras
fornecida no cocho era baseada em volumoso picado, silagem de milho e racéo
comercial com suplementacdo de sal mineral e agua ad libitum. O sistema de
ordenha era mecanico realizado em salas de ordenha nas propriedades de Ibilna,
Cacapava e Guaratingueta, na propriedade de Jacarei a ordenha mecanica era
realizada em plataforma de madeira localizada em local limpo e arejado ao lado das
instalacbes do galpao.

Primeiramente iniciou-se um estudo epidemiolégico para o virus da artrite e
encefalite caprina (CAE) nas propriedades. Para tanto foram colhidas amostras de
sangue dos caprinos por puncédo da veia jugular externa, utilizando—se Sistema
Vacutainer® em tubos secos, sem anticoagulante, para obtencdo de soro
sanguineo. A pesquisa de anticorpos séricos antivirus da CAE, foi realizada
empregando-se a prova sorologica de imunodifusdo em gel de agar (IDGA),
segundo técnica preconizada por Cutlip et al. (1977), utilizando-se Kit comercial de
imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) para diagndstico de CAE da Biovetech
Industria e Comércio de Produtos Biotecnolégicos Ltda.

O gel de agarose (pertencente ao kit) foi aquecido em microondas até total
dissolucdo e com a utilizacdo de pipeta de vidro foi distribuido 14 mL de gel de
agarose em placa de Petri de 90 mm de diametro. Apds a completa solidificacdo o
gel foi perfurado com um cortador de metal especifico, em forma de roseta,
contendo sete pocos de 4 mm de diametro e 3 mm de distancia entre as bordas,
sendo uma central e seis periféricas equidistantes. Os reagentes (antigeno anti-
CAEV e soro controle positivo) foram homogeneizados e distribuidos de acordo com
a sequéncia: nas seis cavidades periféricas, de maneira alternada, 20uL do soro da
amostra teste e 20 pL do soro controle positivo; e no pogo central, 20 yL do antigeno
anti-CAEV. ApoOs a aplicacdo as placas de Petri foram incubadas em atmosfera
umida em temperatura ambiente e, a leitura dos resultados foi feita apds 72 horas,
pela observacdo das placas em sala escura, com o auxilio de fonte luminosa. A
reacdo foi classificada de acordo com a formagédo do complexo antigeno-anticorpo,

conforme descrito a sequir:
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* Reagdo negativa: as linhas de precipitagdo formadas entre o antigeno e o
soro controle positivo dirigem-se para a cavidade onde se encontram as amostras
testadas;

* Reacao positiva: as linhas de precipitagdo formadas entre o antigeno e o
soro controle positivo fundem-se com a linha de precipitacdo formada pelas
amostras testadas formando uma linha continua.

Constituicdo dos grupos amostrais

Somente cabras que ndo apresentaram episddios recorrentes de mamite,
alteracOes das caracteristicas macroscopicas do leite, detectadas na prova do fundo
escuro, ou na consisténcia da glandula mamaria, detectada por palpacédo apds a
ordenha, relacionadas a processo inflamatorio (BIRGEL, 2004) foram utilizadas no
estudo. Nos experimentos 3 e 4 foram utilizadas somente cabras sororeagentes
negativas ao antigeno do virus da CAE e nos experimentos 3 e 5 foram utilizadas

somente amostras de leite negativas no exame microbioldgico.

3.3 Proteinograma do leite de cabras durante a lactacdo plena: valores de
referéncia, influéncia da fase de lactacédo e do numero de lactacdes.

Para a avaliacdo da influéncia da fase de lactacdo no proteinograma do leite
de cabras foram utilizadas 237 amostras colhidas de 98 cabras que foram divididas

em 6 grupos amostrais de acordo com os dias de lactacéo:

e Grupo 1: 40 amostras entre 0 ——| 15 dias de lactacao;

e Grupo 2: 40 amostras entre 15 —| 30 dias de lactag&o;

o Grupo 3: 40 amostras entre 30 —| 60 dias de lactag&o;

o Grupo 4: 40 amostras entre 60 —| 120 dias de lactagao;
e Grupo 5: 40 amostras entre 120 —| 210 dias de lactag&o;

e Grupo 6: 37 amostras acima de 210 dias de lactacao
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Para a determinagdo dos valores de referencia das proteinas do leite de
cabras durante a lactacdo plena, foram utilizadas as 160 amostras de leite dos
grupos entre 15 e 210 dias de lactacdo provenientes de 71 cabras, descartando as
cabras que estavam no inicio e no final da lactacdo impedindo as influéncias da fase
de lactacéo.

Para a avaliacdo da influéncia do namero de lactacdes no proteinograma do
leite de cabras foram utilizadas 114 amostras colhidas de 64 cabras entre 30 e 210

dias de lactagdo que foram divididas em 4 grupos amostrais:

e Grupo 1: 30 amostras de cabras com 1 lactacao;
e Grupo 2: 30 amostras de cabras com 2 lactacoes;
e Grupo 3: 24 amostras de cabras com 3 lactacoes;

e Grupo 4: 30 amostras de cabras entre 4 e 5 lactagdes

3.4 Avaliacéo da influéncia do isolamento bacteriano no proteinograma do leite
de cabras.

Para a avaliacdo da influéncia do isolamento bacteriano nas proteinas do leite
de cabras durante a lactacéo plena foram utilizadas 88 amostras provenientes de 65
cabras entre 30 e 210 dias de lactacdo que foram divididas em dois grupos
amostrais de acordo com o resultado do exame bacteriologico:
e Grupo experimental: constituido por 44 amostras de leite positivas no exame
bacteriol6gico provenientes de 36 cabras da raca Saanen.
e Grupo Controle: constituido por 44 amostras de leite negativas no exame

bacteriol6gico provenientes de 29 cabras da raca Saanen.
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3.5 Avaliacdo da influéncia da infeccdo do Virus da Artrite-encefalite caprina
(CAEV) no proteinograma do leite de cabras.

Para a avaliacdo da influéncia da infeccdo pelo Virus CAE nas proteinas do
leite de cabras da raga Saanen foram utilizadas 100 amostras de leite colhidas de 58
cabras da raga Saanen que estavam entre 30 e 210 dias de lactacdo que foram
divididas em dois grupos amostrais de acordo com o resultado da imunodifusdo em
gel de Agar (IDGA) para diagndstico de CAE:
e Grupo experimental: constituido por 50 amostras provenientes de 27 cabras
sororeagentes positivas ao antigeno do virus da CAE.
e Grupo Controle: constituido por 50 amostras provenientes de 31 cabras

negativas ao antigeno do virus da CAE.

3.6 Colheita das amostras

No momento da colheita das amostras dos estudos 1 e 2 as cabras eram

individualmente retiradas das baias e contidas com de cabrestos. Antes de cada
colheita foi realizada a higienizacdo dos tetos com solucao de hipoclorito de sodio
(pré-dipping) e posterior secagem individual com papel toalha. Apos os
procedimentos de higienizag&o, foi realizado o exame da caneca escuro seguido da
colheita das amostras de cada teto.

As amostras de leite dos estudos 3, 4 e 5 foram colhidas antes da ordenha,

apos os procedimentos rotineiros de preparo, com limpeza dos tetos com solucdo de
hipoclorito de sodio (pré-dipping), posterior secagem individual com papel toalha e
exame da caneca de fundo escuro.

Foram colhidas trés aliquotas de leite de cada um dos tetos para as diferentes
andlises: aliquotas para exame microbiolégico — 3,0 mL em tubos plasticos estéreis,
precedida por assepsia do orificio do teto, com gaze embebida em alcool 70% e
descarte dos primeiros jatos evitando residuos de anti-sépticos, e mantidas
refrigeradas; aliquotas para obtenc¢éo do soro lacteo - 50 mL em frascos de plastico
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mantidas refrigeradas; aliquotas para determinacdo de proteina total - 20 mL em
frascos de plastico contendo conservante a base de bronopol (2-bromo-2-nitro-

propano-1,3-diol) e natamycin mantidas a temperatura ambiente.

3.7 Andlises

Exame microbiolégico: realizado através da semeadura das amostras em
meio agar-sangue de carneiro que foram incubadas a 37°C, com as leituras
realizadas apos 24, 48 e 72 horas. Os exames bacterioscopicos foram realizados em
laminas coradas pelo Método de Gram. Sendo que as bactérias isoladas do género
Staphylococcus foram identificadas por provas bioquimicas de acordo com as
técnicas descritas por Lennette (1985), e classificados de acordo com o Bergey’'s
Manual of Systematic Bacteriology (KRIEG; HOLT, 1984)

Proteina total, lactose, gordura e sélidos totais do leite: determinada utilizando
analisador infravermelho de leite (BENTLEY 2000®) realizada na Clinica do Leite do
Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
ESALQ - USP Piracicaba.

Eletrocondutividade e pH: pH realizado em phmetro digital modelo M20 da
Digmed e eletrocondutividade determinada através do aparelho Milku Mastitron.

As analises fisico-quimicas do leite foram realizadas como triagem, ndo sendo
utiizadas as amostras que apresentaram alteragbes nessas analises, descartando

as glandulas com mamite.

Obtencéo do soro lacteo: o soro lacteo foi obtido através da coagulacdo do
leite pela adicdo de 5 % de solucdo de renina conforme recomendacbes de
Sant’Ana e Birgel (2003)

Proteina total do soro lacteo: A proteina total do soro lacteo foi determinada
pelo método de Biureto adaptado para o uso em soro lacteo através de curva

padréo. Para a obtencdo da curva padrao foram utilizadas 30 amostras de leite de
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vacas, selecionadas segundo a fase de lactagdo, com grande concentracdo de
proteinas, ou seja, fase de secagem e de colostro. O soro lacteo obtido foi
centrifugado a 16.000 g (13.000 rpm) por 20 minutos utilizando centrifuga de
microtubos Biofuge Pico da Heraeus Instruments, eliminando a turbidez da amostra
evitando interferéncias na leitura da absorbancia. Inicialmente a proteina total do
leite foi obtida pelo método de Kjeldhal, padrdo ouro, e em seguida dependendo do
teor de proteina as amostras foram diluidas em agua MiliQ obtendo-se até 10
diluicdes. As amostras e suas diluicbes foram analisadas pelo método de Biureto,
gue consiste na reacao colorimétrica do reativo de Biureto (3 mL) com a proteina da
amostra (50 pL de soro lacteo), obtidas pela leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro com comprimento de onda igual a 555 nm. A proteina das
diluicBes foi calculada a partir do valor da amostra inicial obtido pelo método de
Kjeldhal. A curva padrao e a equacgéo da reta foram confeccionadas no programa
Excell 2007 a partir das absorbancias e da proteina obtida pelo método de Kjeldhal.

A comparacdo das metodologias demonstrou alta correlagdo (r = 0,989). A
curva padrao obtida foi linear e apresentou boa aplicabilidade em amostras com
absorbéancia variando entre 0,03 e 0,500, ou seja, para concentracdes de proteina
entre 0,80 e 12,00 g/dL, obtendo-se a seguinte equacao da reta: Proteina do soro
lacteo = (Absorbancia - 0,005) / 0,050 (Gréficos 1 e 2).

Para assegurar que nenhum outro constituinte do leite pudesse interferir na
reacao do Biureto foram feitas as seguintes determinacoes:

Lactose - lactose P.A. da marca Interlab foi diluida em &gua MiliQ para
obtencédo de solucbes nas seguintes concentracdes 1%, 5%, 10%. Amostras das
solugcbes foram analisadas pela metodologia do Biureto verificando que a Lactose
nao interferiu na leitura da absorbancia.

Outros constituintes do contidos no soro lacteo: Amostras de soro lacteo
foram colocadas em agua em ebulicdo a 100°C, por 20 minutos para denaturar as
proteinas, em seguida o sobrenadante foi avaliado pelo método do Biureto
demonstrando que nenhum outro componente reagiu com o Biureto interferindo na

leitura da absorbancia.
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Gréfico 1- Comparacao dos valores de proteina do soro lacteo
determinados pelo método de Biureto e método de Kjeldahl
- S&o Paulo - 2008
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Grafico 2 - Curva padrédo para determinacdo de proteina total do soro
lacteo pelo método de Biureto - Sdo Paulo - 2008

Fracionamento das proteinas do soro de leite: determinado por eletroforese
em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) conforme técnica descrita por Laemmli
(1970) e recomendagbes de Raimondo, Miyashiro e Birgel Junior (2009). A corrida
de eletroforese foi realizada em cuba vertical no sistema descontinuo, com dois géis
de diferentes concentragbes, gel empilhador (4%) e gel separador (12%). As

proteinas das amostras foram desnaturadas por aquecimento a 100°C na presenca
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de 2-mercaptoetanol e do detergente dodecil sulfato de sédio (SDS). Os géis foram
corados com Coomassie Blue, durante 10 minutos, e descorados a seguir com
solucdo descorante (metanol e acido acético glacial) overnight. A analise dos géis foi
realizada em densitdmetro, modelo Epson Expression 1680. A determinacdo e a
guantificacdo das proteinas através do peso molecular foi realizada no Life Science
Software — Vision Works LS (Image Acquisitions and Analysis Software - UVP),
através de padrdo de peso molecular comercial da marca Bio-Rad®, modelo
Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope, com 10 bandas de variagcdo entre
250 KDa e 10 KDa e proteinas comerciais purificadas da Sigma® (lactoferrina,
albumina sérica, imunoglobulina G bovina, imunoglobulina A humana, -

lactoglobulina e a-lactoalbumina), corridas juntamente com as amostras.

3.8 Andlise estatistica:

ESTUDO 1 e 2 - para a analise descritiva dos dados foram calculados a
média, desvio padrdo e o intervalo de confianca (95%). Para comparacdo das
proteinas foi utilizado analise de variancia (ANOVA) para 0os casos em que o p-valor
foi significativo foi feita a comparacéo 2 a 2 (teste T- Student) entre 0s momentos de
colheita com um nivel de significancia de 5% (p-valor < 0,05).

ESTUDO 3 - para a analise descritiva dos dados foi calculado média e desvio
padrdo e intervalo de confianca (95%). Para comparacdo das proteinas do soro
lacteo durante as fases de lactacdo e em relacdo ao numero de lactacdes foi
utiizado analise de variancia (ANOVA) e comparacdo multipla com teste de
Bonferroni. Para a determinacdo dos valores de referéncia para o proteinograma do
leite de cabras Saanen foi calculado média e desvio padréo e intervalo de confianca
(95%). Para verificar se houve correlacdo entre as proteinas do soro foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Spearman.

ESTUDOS 4 e 5 - para a analise descritiva dos dados foi calculado média e
desvio padrdo e intervalo de confianca (95%). Para comparacéao dos dados do grupo
experimental e do grupo controle foi utilizado analise de variancia (ANOVA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da influéncia do processo de secagem da glandula mamaria no
proteinograma da secrecao lactea de cabras

Durante o processo de secagem da glandula mamaria de caprinos (Tabela 3
e Gréafico 3) demonstrou-se 0 aumento progressivo dos teores lacteos de proteina
total da secrecdo. Na ultima ordenha o teor médio de proteina total foi igual a
3.210,0 + 1.020,0 mg/dL aumentando até o 10° dia de secagem quando a
concentracdo de proteina estabiliza até o final do més, o valor maximo foi observado
aos 15 dias de secagem (5.450,0 = 1.960,0 mg/dL). O aumento da concentracéo da
proteina total durante a involugdo da glandula maméria esta de acordo com estudos
anteriores que também observaram o0 mesmo comportamento protéico em caprinos
e bovinos (ZIV; GORDIN, 1973; SMITH; TODHUNTER, 1982; HURLEY; REJMAN,
1986; HURLEY, 1989; ASLAM et al.,, 1994; SHAMAY et al., 2003; BIRGEL, 2006;
WENG et al., 2006; BRANDESPIM, 2007).

O aumento na proteina total foi ocasionado pelo aumento progressivo das
proteinas do soro lacteo (Tabela 3 e Gréfico 3). Verificou-se que os teores médios
de proteina do soro foram iguais a 900,0 £+ 566,6 mg/dL na Uultima ordenha,
aumentando progressivamente, atingindo o valor maximo igual a 3.843,0 £ 1.173,7

mg/dL aos 30 dias de secagem.
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Legenda: Letras diferentes significam diferenga estatistica significante (p<0,05) - Teste t de Student

Gréfico 3 - Avaliacdo da influéncia do processo de secagem nos teores de proteina total e proteina
do soro lacteo de cabras Saanen - Sdo Paulo — 2007 a 2010.
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Durante a avaliagcdo do comportamento das frac6es protéicas encontradas
durante o processo de secagem da glandula mamaria pode-se observar, a partir do
5° dia de secagem, o aumento significativo nos valores absolutos das diversas
fracOes protéicas: lactoferrina - 84,0 + 4,0 kDa; albumina sérica - 66,0 £ 2,0 kDa;
imunoglobulinas cadeia pesada - 52,0 + 2,0 KDa; imunoglobulinas de cadeia leve -
26,0 £ 1,5 kDa; B-Lg -16,0 £ 1,0 kDa e a-La -12,0 £ 0,65 kDa e o surgimento de
outras fracbes que ndo foram observadas anteriormente. Contudo, observou-se
modificacdo na distribuicdo percentual das fracbes protéicas do soro lacteo de

cabras associada ao aparecimento das novas fracdes (Grafico 4 e Grafico 5).

84 Ultima ordenha
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Intensity

Well 45.67 12.93 7.64

2243
Molecular weight
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Well 57.60 30.26 18.03 11.59
Molecular weight

28 30° dia de secagem
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255
Well 53.20 27.17 15.96 9.81
Molecular weight

RIS R

Legenda: A - lactoferrina; B - albumina sérica; C - Ig cadeia pesada; D - Ig cadeia leve; E — 3-Lg; F — a-La;
G -entre 116 e 244 kDa; H - entre 32 e 44 kDa; | - 67,0 £ 1,0 kDa; J - 11 + 0,69 kDa.

Gréfico 4 - Eletroforetograma das proteinas do soro lacteo de cabras da raca Saanen durante o
processo de secagem da glandula mamaria, obtido através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (12%) (SDS-PAGE) - Sdo Paulo — 2007 a 2010
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A concentragao de B-Lg (Tabela 3 e Grafico 5 e 6) aumenta progressivamente
de 272,5 + 149,7 mg/dL na ultima ordenha para 792,0 £ 375,5 m/dL no 30° dia de
secagem, enquanto que a concentragdo de a-La igual a 182,5 + 105,4 mg/dL na
tltima ordenha aumenta ao longo do periodo de secagem, contudo com pouca
variacdo. Apesar do aumento nas concentracdes de B-Lg e a-La a percentagem
dessas proteinas em relagéo a proteina do soro lacteo, durante o periodo estudado,
diminuiu. Na ultima ordenha a -Lg (31 %) e a-La (21 %) correspondiam a mais da
metade da proteina do soro lacteo (52%), no 5° dia de secagem apesar do
surgimento de novas fracbes protéicas e do aumento nas concentracdes das
proteinas a percentagem de B-Lg (42 %) foi maxima enquanto que a de a-La (20%)
nao varia, a partir do 10° dia ocorre diminuicdo nessas percentagens sendo que no
30° dia de secagem a percentagem de 3-Lg (20%) e a-La (7%) representam 27% da
proteina do soro lacteo. Pesquisas realizadas por Hurley e Rejman (1986) e Aslam

(1994) em vacas evidenciaram fato semelhante.
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Legenda: A - 100 a 290 kDa; B — Lactoferrina; C - 67,0 + 1,0 kDa; D — Albumina; E - Ig pesada; F - 30 a 44 kDa;
G-lgleve; H- B-Lg; | - a-La; J - 11 kDa

Gréfico 5 - Concentracdo (%) das proteinas fracionadas do soro lacteo de cabras Saanen em relacdo
a proteina do soro durante o processo de secagem da glandula mamaria obtida através
da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) (SDS-PAGE) - Sao Paulo —
2007 a 2010.
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A lactoferrina (Tabela 3 e Graficos 5 e 6) aumenta sua percentagem de 7% na
tltima ordenha para 12% no 30° dia, sendo que o teor médio de lactoferrina na
tltima ordenha igual a 81,7 + 50,4 mg/dL aumenta progressivamente apds o 3° dia
de secagem (120,0 + 35,3 mg/dL) chegando ao teor maximo no 30° dia de secagem
com média igual a 480,0 = 159,4 mg/dL. O aumento relativo e absoluto dos teores
lacteos de lactoferrina durante a secagem da glandula mamaria esta de acordo com
a literatura compulsada (REJMAN; HURLEY; BAHR, 1989; HURLEY; REJMAN,
1993; HAGIWARA et al., 2003; CHENG et al., 2008; HISS; MEYER; SAUERWEIN,
2008), pois essa glicoproteina tem papel importante na defesa da glandula mamaria
(ELLISON; GIEHL; LAFORCE, 1988; SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DEROSA,
1997; HURLEY; JUNIOR, 2003; CHANETON et al., 2008).

Os teores de albumina sérica (Tabela 3 e Gréaficos 5 e 6) observados durante
0 processo de secagem da glandula maméaria aumentam progressivamente a partir
do 5° dia. Os valores meédios obtidos na ultima ordenha iguais a 98,2 + 61,6 mg/dL
chegam ao valor maximo no 30° dia de secagem com média igual a 287,5 + 139,3
mg/dL.

O uso de 2-mercaptoetanol durante o processamento das amostras
submetidas a eletroforese SDS-PAGE determina a denaturacdo das proteinas com
rompimento das pontes dissulfeto das imunoglobulinas e, como conseqiiéncia, a
divisdo em duas cadeias, pesada e leve (Grafico 4). Com o rompimento dessas
pontes, ndo foi possivel identificar separadamente cada classe de imunoglobulina
envolvida, pois as cadeias leves e pesadas, independentes da classe possuem o
mesmo peso molecular e sdo fracionadas na mesma posicdo na técnica de
eletroforese SDS-PAGE. Ambas as cadeias de imunoglobulinas sao influenciadas
pelo processo de secagem da glandula mamaria, pois aumentam progressivamente
com o evoluir do processo de secagem.

Na ultima ordenha (Tabela 3 e Graficos 5 e 6) os teores médios de
imunoglobulina cadeia pesada sdo iguais a 116,7 = 88,0 mg/dL e imunoglobulina
leve iguais a 148,2 + 126,3 mg/dL alcangcando os teores maximos no 30° dia de
secagem quando a média de imunoglobulina cadeia pesada € igual a 501,5 + 233,3
mg/dL e de cadeia leve igual a 460,7 £ 192,2 mg/dL (Tabela 3 e Graficos 5 e 6).
Hurley e Rejman (1986) avaliando o perfil eletroforético (SDS-PAGE) da secrecéo
lactea de vacas durante a secagem descreveram aumento da concentracdo de

proteinas com peso molecular de 37 KDa e 28 KDa partir do meio do periodo seco,
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entretanto ao invés de creditarem esse achado ao rompimento das pontes de
dissulfeto das imunoglobulinas em decorréncia da metodologia utilizada, associaram
a presenca dessas fragcbes como produtos da reparticdo parcial de 1gG de cadeia
pesada durante o transporte através das células epiteliais secretoras.

Segundo a literatura compulsada, durante o periodo seco o declinio da
atividade glandular acarreta alteracdo na composicdo da secrecdo mamaria, devido
a diminuicdo da sintese de caseina, B-Lg e a-La (HURLEY, 1989) e aumento da
concentracdo das proteinas de origem sanguinea no soro lacteo (albumina,
lactoferrina e imunoglobulinas) associado as alteracbes nas juncdes celulares e
aumento na permeabilidade dos vasos que ocorrem durante a involugéo da glandula
mamaria (LINZELL; PEAKER, 1971; HURLEY, 1989; BOUTINAUD et al., 2003).

Apesar das anteriores afirmacgdes, os resultados obtidos na presente pesquisa
discordam parcialmente com o que foi relatado, pois se por um lado observou-se o
aumento na concentracdo de imunoglobulina, albumina sérica e lactoferrina por
outro lado observou-se que os valores absolutos de B-Lg e a-La aumentaram
durante os 30 primeiros dias do periodo seco. A andlise desses resultados indica
haver além de um processo de reabsorcdo de agua que determinaria a
concentracdo dos teores lacteos de (B-Lg e a-La, outro mecanismo que regularia o
processo de sintese de $-Lg e/ou a-La.

Além das proteinas normalmente observadas no soro lacteo de cabras foram
observadas outras fracbes apresentadas através do peso molecular que nao
puderam ser nomeadas (Tabela 4 e Graficos 5 e 7). A partir do 3° dia de secagem
houve o aparecimento de fracBes protéicas localizadas entre as cadeias leve e
pesada de imunoglobulinas com pesos moleculares que variaram entre 30 e 44 KDa,
com a observacdo de até quatro fracbes dependendo da amostra colhida (pesos
moleculares igual a 43,0 + 1,0 KDa; 39,0 £ 1,5 KDa; 36,0 + 2,0 KDa e 31,0 £ 1,0
KDa), como a presenca de todas essas fragcbes ndo foi constante em todas as
amostras optou-se pela soma das fracdes e apresentacdo dos resultados como
fracOes protéicas com peso molecular entre 30 e 44 KDa, os teores médios
encontrados no 3° dia foi igual a 112,6 + 45,0 mg/dL, aumentando significativamente
até o 30° dia de secagem quando a média encontrada foi igual a 513,5 + 269,5
mg/dL.

A partir do 5° dia de secagem foram observadas até 4 novas fra¢des (277,0 +
20,0 KDa; 204,0 £ 50,0 KDa; 152,0 + 20,0KDa e 124,0 + 20,0 KDa) localizadas antes
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da fracdo da lactoferrina. Dependendo da amostra analisada, estavam presentes
uma ou mais fragbes e pelo seu inconstante comportamento optou-se pela
apresentacdo do resultado da soma dessas fracbes como proteinas com peso
molecular entre 100 e 297 KDa, os valores médios no 5° dia de secagem foi igual a
10,7 + 16,3 mg/dL aumentando progressivamente até o 30° dia de secagem quando
o valor médio obtido foi igual a 347,0 £ 154,8 mg/dL (Tabela 4 e Gréafico 7). Nas
amostras colhidas a partir do 7° dia de secagem foram observadas fracdes protéicas
localizadas apds a fragdo da a-La com peso molecular médio de 11,0 + 0,69 KDa, a
concentracdo meédia foi igual a 46,0 = 38,2 mg/dL no 7° dia variando até o 30° dia
qguando o valor médio foi igual a 107,0 £+ 91,0 mg/dL (Tabela 4 e Grafico 7).
Finalmente entre o 15° dia e 30° dia de secagem, foi observado a presenca de uma
fracdo protéica entre a fracdo da lactoferrina e da albumina, com peso molecular
medio de 67,0 £ 1,0 KDa. Essa fragcdo protéica apresentou média igual a 72,0 £ 64,0
mg/dL no 15° dia de secagem e 84,7 + 76,0 mg/dL no 30° dia de secagem (Tabela 4
e Gréfico 7). As novas fracdes que aparecem durante o periodo seco representam
28% da proteina do soro lacteo no 30° dia de secagem.

ApoGs a cessacdo das ordenhas ocorre alteragdo da integridade das jungdes
celulares e ativacdo do sistema ativador de plasminogénio (plasminogénio —
plasmina) (KORYCHA-DAHL et al., 1983; POLITIS et al., 1989; POLITIS;
BARBANO; GOREWIT, 1992; ASLAM; HURLEY, 1997; FANTUZ et al.,, 2001;
SHAMAY et al., 2003) dando inicio a protedlise em especial a hidrélise da caseina
gerando fragmentos peptideos com massas moleculares que variaram entre 2,5 e
13,5 KDa e com mais de 14 kDa (ASLAM; HURLEY, 1997). Apesar da caseina nado
ser estudada na presente pesquisa, 0 aparecimento de pequenas fraces protéicas
de diferentes pesos moleculares pode ser indicativo da hidrélise de caseina
indicando que na glandula maméaria de cabras ocorre a ativacao do sistema ativador
de plasminogénio (plasminogénio — plasmina) a partir do 5° dia de secagem, periodo

esse em que as fracdes protéicas aumentam mais abruptamente.
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Gréfico 6 - Avaliacdo da influéncia do processo de secagem da glandula mamaria nas fracdes
protéicas do soro lacteo de cabras Saanen - Sao Paulo — 2007 a 2010
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Gréafico 7 - Avaliacdo da influéncia do processo de secagem da glandula mamaria nas fraces
protéicas do soro lacteo de cabras Saanen - S&o Paulo — 2007 a 2010.
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Tabela 3 - Média, desvio padrdo (DP), intervalo de confianca (IC 95%) da proteina total da secrecdo lactea, da proteina do soro lacteo e das fragdes
protéicas (lactoferrina; albumina; imunoglobulinas de cadeia pesada; imunoglobulinas de cadeia leve; 3-lactoglobulina e a-lactoalbumina) durante
0 processo de secagem da glandula mamaria de cabras Saanen - Sdo Paulo — 2007 a 2010.

PROTEINOGRAMA DA SECREGCAO LACTEA DE CABRAS DURANTE O PERIODO SECO

Proteina total Proteina do soro Lactoferrina Albumina lg Pesada Ig leve B-Lg a-La
MOS(‘)‘TQg’tZ de Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
[IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%)] *
Ultima Ordenh 3.210,0 + 1.020,0 900,0 + 566,6 81,7+50,4 98,2+61,6 116,7 + 88,0 148,2 + 126,3 2725+ 149,7 1825+ 105,4
tima Ordenha
[2.540,0 — 4.020,0] [592,0 —1.208,0] [54,0 — 109,0] [64,0 — 131,0] [67,0 — 164,0] [75,5-217,0] [191,0-354,0] [125,0-2450,0]
o 3.390,0 + 1.190,0 1.047,7 + 686,0 82,3+63,0 104,8 + 76,4 107,0 + 66,0 174,7 +128,7 3694 + 240,0 209,3+123,2
1° Dia
[2.640,0 — 4.280,0] [674,0 —1.420,0] [48,0 — 116,0] [63,0 — 146,0] [71,0 £ 143,0] [104,0 — 244,0] [234,0 — 450,0] [142,0 - 276,0]
3.430,0 + 760,0 1.349,2 + 313,7 120,3 + 35,3 109,2 + 30,0 1288+ 34,8 178,4 + 43,0 458,2 + 175,0 2416 + 70,6
3°Dia
[2.950,0 — 4.050,0] [1.178,0 - 1.519,0] [101,0 - 139,0] [93,0 — 125,0] [110,0 —147,0] [155,0 —201,0] [364,0 —551,0] [203,0 —280,0]
5o D 3.980,0 + 760,0 1.555,3 +582,8 1645 + 65,4 89,0+47,4 127,0 + 69,0 1434+ 62,2 696,2 + 422,3 317,0 + 196,0
ia
[3.510,0 — 4.550,0] [1.238,0-1.872,0] [129,0- 200,0] [63,0—114,0] [89,0 — 164,0] [109,0 - 177,0] [466,0 — 925,0] [210,0 —423,0]
70D 4.300,0 + 940,0 1.973,8 +754,3 2324 +103,0 180,7 + 74,7 2152 +114,3 201,7 + 89,7 739,8 + 263,0 2334 + 88,0
ia
[3.680,0 — 5.020,0] [1.563,0—2.384,0] [176,0 — 288,0] [140,0 — 221,0] [153,0 — 277,0] [153,0 — 250,0] [596,0 — 882,0] [185,0 -281,0]
4.880,0 + 1.490,0 2.766,0 + 1.388,3 333,6 +£ 188,3 251,0+172,6 280,4 + 126,6 308,3 + 151,2 872,3+241,0 276,6 + 99,0
10° Dia
[3.900,0 — 6.020,0] [2.011,0-3.521,0] [231,0 — 436,0] [157,0 — 344,0] [211,0 —349,0] [226,0 — 390,0] [741,0-1003,0] [222,0-330,0]
150 Di 5.450,0 + 1.960,0 3.315,5+1.6594 468,0 + 230,6 238,0 + 168,6 358,3+173,5 364,7 +227,9 757,3 +457,7 256,2 + 135,8
ia
[4.250,0 — 6.980,0] [2.413,0-4.217,0] [342,0 —593,0] [146,0 —329,0] [264,0 — 452,0] [241,0 —488,0] [508,0 —1006,0] [182,0 —330,0]
5.380,0 + 1.800,0 3.843,0+1.1737 481,0 £ 159,4 287,55+ 139,3 5015 + 233,3 460,7 £ 192,2 792,0 + 375,5 268,0 + 84,8
30° Dia
[4.050,0 — 6.700,0] [3.205,0 — 4.481,0] [394,0 - 567,0] [211,0 - 363,0] [374,0, - 628,0] [356,0 — 565,0] [588,0 — 996,0] [222,0 - 314,0]
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Tabela 4 - Média, desvio padrao (DP), intervalo de confianca (IC 95%) das fracdes protéicas
(proteinas com peso molecular entre 100 — 290 KDa; proteinas com peso molecular
entre 30 — 44 KDa e proteinas com peso molecular entre 10 — 12 KDa) durante o
processo de secagem da glandula mamaria de cabras Saanen. Sdo Paulo 2010.

PROTEINOGRAMA DA SECRECAO LACTEA DE CABRAS DURANTE O PERIODO SECO
Entre 100 — 297 KDa  Entre 30 -44 KDa = 67,0+ 1,0 KDa 11,0+ 0,69 KDa

Momentos de

colheita Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
[IC 95%] * [IC 95%] * [IC 95%] * [IC 95%] *
Ultima Ordenha 0,0 0,0 0,0 0,0
1° Dia 0,0 0,0 0,0 0,0
. 112,7 + 45,0
3°Dia 0,0 0,0 0,0
[85,4 — 140,0]
, 10,7 + 16,3 75+8,0
5° Dia 0,0 0,0
[0,0 — 20,0] [2,0 -12,0]
_ 60,6 + 41,0 64,0 + 66,0 46,0 + 38,2
7° Dia 0,0
[35,0 — 85,0] [24,0 — 103,0] [22,8 — 69,0]
) 87,3 + 80,0 218,2 + 287,8 138,5+211,4
10° Dia 0,0
[38,8 — 135,0] [44,0 — 392,0] [10,8 — 266,3]
150 D 297,1 + 163,8 396,0 + 271,0 72,0 £ 64,0 107,3 + 156,3
1a
[198 — 396] [232,0 — 560,0] [33,4 — 110,7] [13,0 — 201,8]
30° i 347,2 + 155,0 513,6 + 269,6 84,7 £ 76,0 106,8 + 91,0
Ia
[253,6 — 440,7] [350,7 — 676,5] [39,0 — 130,0] [51,0 — 162,0]

(*): intervalo de confianga, intervalo no qual estdo compreendidos 95 % dos valores da populagéo
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4.2 Avaliacao da influéncia do periodo colostral e do primeiro més de lactacéo
no proteinograma da secrec¢ao lactea de cabras

A alta concentracdo de proteina no colostro assim como a diminuicdo
acentuada dessa concentracdo com o passar dos dias observado no presente
estudo estéo de acordo com os relatos de estudos anteriores, em cabras (LINZELL;
PEAKER, 1974; QUILES et al.,, 1991; ROTA et al.,, 1993; CHEN et al., 1998;
LEVIEUX et al., 2002; ARGUELLO et al., 2006; RUDOVSKY et al., 2008; YANG;
CHEN; ZHANG, 2009) e em vacas (OYENIYIl; HUNTER, 1978; HENG, 1999;
MADSEN et al, 2004; SANT ANA, 2004; SGARBIERI, 2005; TSIOULPAS;
GRANDISON; LEWIS, 2007; RAIMONDO, et al.,2009)

4 8000 A
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Legenda a,b,c — letras diferentes significam diferenga estatistica significante (p<0,05) - Teste t de Student

Gréafico 8 - Avaliacdo da influéncia da fase colostral e do primeiro més de
lactac@o nos teores de proteina total e proteina do soro lacteo de
cabras Saanen - Sao Paulo — 2007 a 2010.

Os teores maximos de proteina total da secrecdo lactea foram
encontrados nas primeiras 12 horas apo6s o parto (7.720,0 + 1.330,0 mg/dL)
decaindo rapidamente nas amostras colhidas entre 12 e 24 horas de lactacao (4.250
+ 700 mg/dL) e lentamente entre 0 2° e 5° dia de lactacdo. Os valores estabilizaram
a partir do 7° dia de lactacéo, variando entre 2.830,0 + 160,0 mg/dL e 3.450,0 *
390,0 mg/dL até o final do primeiro més de lactacdo. A proteina do soro apresentou
valor madximo nas primeiras 12 horas do poés-parto (6.033,0 £ 2.773,0 mg/dL),
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decaindo rapidamente no 1° dia de lactacdo (3.342,0 + 2.100,0 mg/dL) e se
estabiliza a partir do 2° dia chegando a 1.973,0 + 1.161,0 mg/dL no final do periodo
estudado (Tabela 5 Grafico 8).

No presente estudo as técnicas utilizadas para a avaliacdo da proteina total
(radiacéo infravermelha) e do soro (método do Biureto) séo diferentes, contudo, as
concentracOes obtidas estdo de acordo com a maioria dos estudos anteriores e,
podemos observar que nas primeiras 24 horas de lactagdo (Grafico 8) o teor de
proteina do soro representa praticamente o total de proteina da secrecéo e a partir
do 5° dia passa a corresponder cerca de 30% do total de proteina, concentracdo
essa esperada na lactacao plena. Esses resultados estdo de acordo com os autores
gue afirmam existir no inicio da lactacdo o predominio das proteinas do soro lacteo
(OYENIYI; HUNTER, 1978; CHEN et al., 1998; HENG, 1999; SANT ANA, 2004;
SGARBIERI, 2005; CAJA; SALAMA; SUCH, 2006).

Observam-se na literatura compulsada controvérsias quanto ao predominio
protéico que ocorre na fase colostral, pois alguns autores atribuem as altas
concentracdes de proteina devido as proteinas do soro (OYENIYI; HUNTER, 1978;
CHEN et al., 1998; HENG, 1999; SANT ANA, 2004; SGARBIERI, 2005; CAJA;
SALAMA; SUCH, 2006), enquanto que outros acreditam haver um aumento de todas
as proteinas no colostro inclusive caseinas (QUILES et al., 1991; AULDIST et al.,
1995; CUNNIGAN, 2004; MADSEN et al., 2004; TSIOULPAS; GRANDISON; LEWIS,
2007)

No fracionamento das proteinas durante a fase colostral e o primeiro més de
lactacdo de cabras da raca Saanen foram identificadas e quantificadas as seguintes
fracbes protéicas: Lactoferrina (84,0 + 4,0 kDa); Albumina (66,0 + 2,0 kDa);
Imunoglobulina de Cadeia Pesada (52,0 + 2,0 KDa); Imunoglobulina de Cadeia Leve
(26,0 £ 1,5 kDa); B-Lg (16,0 + 1,0 kDa) e a-La (12,0 £ 0,65 kDa). Afora essas
proteinas outras fracdes protéicas foram observadas, porém ndo puderam ser
nomeadas sendo identificadas somente pelo peso molecular: proteinas com peso
molecular entre 132 e 244 kDa localizadas antes da fragdo da lactoferrina e
proteinas com peso molecular entre 29 e 43 kDa localizadas entre a imunoglobulina

de cadeia pesada e imunoglobulina de cadeia leve (Grafico 9).
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Legenda: A - lactoferrina; B - albumina sérica; C - imunoglobulina de cadeia pesada; D - imunoglobulina de
cadeia leve; E — B-lactoglobulina; F - o-lactoalbumina; G - proteinas com peso molecular entre 132 e 244
KDa; H - proteinas com peso molecular entre 29 e 43 KDa

Gréafico 9 - Eletroforetograma das proteinas do soro lacteo de cabras Saanen durante a fase
colostral e o primeiro més de lactacdo, obtido através de eletroforese em gel de
poliacrilamida (12%) (SDS-PAGE). S&o Paulo 2008.

Durante o primeiro més de lactacdo, conforme os resultados da presente
pesquisa, os teores de todas as fragbes protéicas do soro sdo maximos na fase
colostral. Sgarbieri (2004) afirmou que a elevada quantidade de proteinas do soro no
colostro se deve ndo somente as imunoglobulinas, mas também as demais fracdes
protéicas.

Na literatura compulsada nao foram encontrados trabalhos avaliando todas as
fracbes protéicas do soro lacteo durante a fase inicial da lactacdo, as pesquisas
anteriores se dedicaram ao estudo de uma ou mais fragdes sendo que a principal
proteina estudada foi a imunoglobulina.

A quantificacdo das imunoglobulinas foi realizada por diversos métodos:
imunodifuséo radial (OYENIYI; HUNTER, 1978; SANTOS et al., 1994; LEVIEUX et
al., 2002; ARGUELLO et al., 2006), ELISA (CHIGERWE et al., 2005; RUDOVSKY et
al., 2008) eletroforese em gel de agarose (CHEN et al., 1998). Dentre esses
métodos o ELISA é considerado o método mais preciso para a determinacdo da
concentracdo de imunoglobulinas e é usado como método de referéncia
(CHIGERWE et al., 2005).
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Apesar das diferentes classes de imunoglobulinas possuirem diferencas
estruturais, todas sdo derivadas da mesma unidade basica que é composta por
guatro cadeias, duas cadeias leves idénticas (23kD) e duas cadeias pesadas
idénticas (50-70kD) unidas por pontes dissulfeto intercadeia e intracadeia (MAYER,
[200-]). O uso de 2-mercaptoetanol durante o processamento das amostras
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida determinou a denaturacdo das
proteinas com rompimento das pontes dissulfeto das imunoglobulinas e, como
consequéncia, a divisdo em cadeia pesada e cadeia leve. Com o0 rompimento
dessas pontes, ndo foi possivel identificar separadamente cada classe de
imunoglobulina envolvida, pois as cadeias leves e pesadas possuem 0 mesmo peso
molecular independentes da classe e sdo fracionadas na mesma posicdo nessa
técnica de eletroforese. Quiles et al. (1991) utilizaram a técnica de eletroforese SDS-
PAGE, contudo os autores denominaram a fragdo de imunoglobulinas como “outras
proteinas”, ndo havendo mencéo do uso de mercaptoetanol ou sobre a quebra das
pontes de dissulfeto com a divisao das imunoglobulinas em cadeia pesada e cadeia
leve.

Nas primeiras 12 horas de lactacdo foram obtidos os maiores teores de
imunoglobulinas (cadeia pesada 1.142,0 + 460,0 mg/dL e cadeia leve 1.431,0 *
879,0 mg/dL) que decaem abruptamente na segunda colheita realizada no 1° dia de
lactacdo (576,0 £ 471,0 mg/dL cadeia pesada e 736,0 + 678,0 mg/dL cadeia leve).
No presente estudo foi observado que a partir do 5° dia as concentracfes de
imunoglobulinas estabilizam chegando a 102,0 + 32,0 mg/dL (cadeia pesada) e 99,0
+ 29,0 (cadeia leve) no 30° dia do pos-parto (Tabela 5 e Grafico 11). Os valores
médios de imunoglobulinas obtidos no presente estudo sdo menores do que 0s
relatados na literatura compulsada, isso pode ser explicado devido as diferentes
técnicas utilizadas para a determinacdo da concentracdo de imunoglobulinas no
colostro. Apesar das diferengas numéricas, observa-se na literatura a mesmas
tendéncias: teores maximos de imunoglobulinas obtidos no dia do parto, diminuicdo
abrupta nas primeiras 24 horas de lactagcdo (OYENIYIl; HUNTER, 1978; QUILES et
al., 1991; CHEN et al., 1998; HENG, 1999; LEVIEUX et al., 2002; ARGUELLO et al.,
2006; RUDOVSKY et al., 2008; ROCHA et al., 2009; YANG; CHEN; ZHANG, 2009) e
tendéncia a estabilizacéo a partir do 3° dia de lactacdo (QUILES et al., 1991; CHEN
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et al.,, 1998; HENG, 1999; LEVIEUX, 1999; LEVIEUX et al., 2002; SGARBIERI,
2004; ROCHA et al., 2009; YANG; CHEN; ZHANG, 2009).

As principais proteinas do soro lacteo, B-Lg e a-La, sao influenciadas pela
fase colostral quando foram observadas altas concentragdes concordando com 0s
estudos anteriores (QUILES et al., 1991; LEVIEUX; OLLIER, 1999; LEVIEUX et al.,
2002; BAROZA, 2007; ROCHA et al., 2009). Os valores médios de 3-Lg (Tabela 5 e
Gréfico 11), nas primeiras 12 horas de lactagdo foram iguais a 1.593,0 + 909,0
mg/dL diminuindo abruptamente para 888,0 £ 598,0 mg/dL nas 24 horas ap0s o
parto. Esses teores continuam decaindo rapidamente até o 3° dia de lactacéo
guando estabilizam chegando a valores meédios iguais a 323,0 + 48,0 mg/dL no 30°
dia de lactagao. As médias obtidos para a fragdo a-La sdo maximas nas primeiras 12
horas de lactacdo (527,0 + 168,0 mg/dL) e decaem progressivamente durante os 10
primeiros dias de lactagdo chegando a 160,0 £ 31,0 mg/dL nas amostras colhidas no
30° dia de lactacao (Tabela 5 e Gréfico 11).

Na presente pesquisa as concentragdes de 3-Lg foram maiores do que as de
a-La durante todo o periodo estudado e o comportamento foi distinto, pois, os teores
de B-Lg diminuem abruptamente nas primeiras 48 horas de lactagdo enquanto que a
diminuicdo de a-La € mais lenta e gradual durante todo o primeiro més de lactacéo,
essas observacdes estdo de acordo com a literatura compulsada quando os
trabalhos anteriores descreveram a diminui¢ao abrupta da fragado 3-Lg nos primeiros
dias apds o parto, enquanto que a diminuicdo da fragdo a-La € menor e mais gradual
(PEREZ et al., 1990; QUILES et al., 1991; HENG, 1999; LEVIEUX; OLLIER, 1999;
LEVIEUX et al., 2002; SGARBIERI, 2004).

Na avaliacdo do comportamento das proteinas fracionadas podemos observar
mudanca no predominio protéico com o avanco da lactacdo (Grafico 10). Nas
primeiras 24 horas de lactacdo, ou seja, na fase colostral o predominio maior é das
imunoglobulinas, 41% nas primeiras 12 horas e 36% no 1° dia, enquanto que a
concentracdo das principais proteinas do soro lacteo, 3-Lg (12 horas: 26%; 24 horas:
27%) e a-La (12 horas: 9%; 24 horas 12%) somam juntas 35% nas primeiras 12
horas de lactacdo e 39% no 1° dia. Essas observacées concordam com Oyeniyi e
Hunter (1978) que encontraram nas 12 horas do pos-parto de vacas 78,3% de IgG e
nas 24 horas apoés o parto 47,5% de IgG, e com Lopez et al. (1988) que obtiveram

62,4% de imunoglobulinas no colostro de vacas. Chen et al. (1998) observaram no
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primeiro colostro coletado em cabras, cerca de 50% do total de proteinas como
imunoglobulinas, proporcédo que decai para cerca de 30% da proteina total no final

do primeiro dia.
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Legenda: A - 132 a 244 kDa; B — Lactoferrina; C - Albumina ; D - Ig pesada; E — 30 a 50 kDa; F - Ig leve ;
G-B-Lg;H-a-La

Grafico 10 - Concentracdo (%) das proteinas fracionadas do soro lacteo de cabras Saanen em
relacdo a proteina do soro durante o primeiro més de lactacdo obtida através da
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) (SDS-PAGE) - Sdo Paulo —
2007 a 2010.

No 5° dia de lactacdo quando os teores medios de todas as fraches
estabilizam o predominio das proteinas se modifica e as principais fracdes do soro
lacteo, B-Lg (30%) e a-La (21%) representam 51% das fragdes protéicas, enquanto
gue as cadeias pesada (14%) e leve (15%) das imunoglobulinas representam 29%
das fracGes protéicas. No final do primeiro més de lactacdo esse predominio
protéico € mantido, quando a glandula mamaria esta produzindo leite e ndo mais
secrecdo colostral, as fracdes principais do soro lacteo, B-Lg e a-La sdo a maioria
57% enquanto que as imunoglobulinas representam 23% (Grafico 10). De acordo
com Chen et al. (1998) as fracbes a-La e B-Lg sdo estaveis em cabras durante os
primeiros cinco dias de lactacdo, sendo que as concentracbes aumentam conforme
diminuem os teores de imunoglobulinas chegando a 10% da proteina total no 5° dia
de lactacéo.

A albumina sérica (Tabela 5 e Grafico 11) presente no soro lacteo de caprinos
€ influenciada pela fase colostral, pois foram observados nas primeiras 12 horas
apos o parto os teores maximos dessa fragdo iguais a 455,0 £ 259,0 mg/dL teores
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estes que diminuem abruptamente no 1° dia de lactagdo (202,0 + 151,0 mg/dL)
permanecendo estavel até o final do primeiro més de lactacéo (98,0 + 29,0 mg/dL).
Esses resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores que observaram teores
de albumina sérica elevados no inicio da lactacdo e diminuicdo abrupta durante os
primeiros dias (PEREZ et al.,, 1989; HENG, 1999; LEVIEUX; OLLIER, 1999;
LEVIEUX et al., 2002; SGARBIERI, 2004; BAROZA, 2007; ROCHA et al., 2009)

O aumento dos teores lacteos de albumina reflete a inflamacdo do ubere no
pés-parto e o aumento da permeabilidade vascular (PHILLIPPY; MCCARTHY,
1979). Segundo Shamay et al. (2005) existe sintese de albumina pelo tecido
mamario, sendo que situacbes em que haja processo inflamatdrio como nas
mamites e no periodo seco poderia haver substancial aumento da sua secrec¢ao pela
glandula mamaria.

As concentracbes de albumina encontradas na presente pesquisa sao
semelhantes as obtidas por Perez et al. (1989), Heng (1999), Sgarbieri (2004) e
Rocha et al. (2009) em vacas. Comparando os teores lacteos de albumina obtidos
com os relatados para caprinos por Baroza (2007) observa-se discrepancias que
podem refletir interferéncias metodoldgicas na determinacéo dos valores de proteina
no soro lacteo. Na presente pesquisa essas interferéncias foram minimizadas por
uma série de medidas como centrifugacdo do soro lacteo a 16.000 g (13.000 rpm)
por 20 minutos, eliminando a turbidez da amostra e evitando interferéncias na leitura
da absorbéancia, bem como estabelecimento de curva padréo inter-relacionando as
absorbancias obtidas pelo método de Biureto e os valores de proteina obtidos pelo
método de Kjeldhal.

Os teores de lactoferrina (Tabela 5 e Grafico 11) séo influenciados pela fase
colostral, a concentracdo maxima foi observada nas primeiras 12 horas pés-parto
(418,0 = 277,0 mg/dL) e diminui abruptamente no 1° dia de lacta¢éo (180,0 = 107,0
mg/dL) permanecendo estavel durante o restante do 1° més de lactagdo chegando a
73,0 £ 34,0 mg/dL no 30° dia. Essas observacdes estdo de acordo com os estudos
anteriores que referiram a maior concentragdo de lactoferrina no colostro e
diminuicdo na sua concentragcdo com o evoluir dos dias de lactacdo para vacas
(SANCHEZ et al., 1988; TSUJI et al., 1990; HENG, 1999; YOSHIDA et al., 2000;
BAROZA, 2007; HISS; MEYER; SAUERWEIN, 2008; ROCHA et al., 2009) e cabras
(SANCHEZ et al., 1988; TSUJI et al., 1990; HENG, 1999; YOSHIDA et al., 2000;
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BAROZA, 2007; HISS; MEYER; SAUERWEIN, 2008; ROCHA et al., 2009).
Entretanto existe discrepancia nos teores lacteos de lactoferrina no colostro
possivelmente devido as diferentes técnicas utilizadas (TSUJI et al., 1990; YOSHIDA
et al.,, 2000) ou decorrentes a influéncia da espécie, pois segundo Masson e
Heremans (1971) o colostro bovino contém concentracdes menores de lactoferrina
guando comparado com outras especies.

Durante a fase colostral e o primeiro més de lactacéo, além das proteinas
normalmente observadas no soro lacteo de cabras foram observadas outras fracdes
gue nao puderam ser nomeadas e foram apresentadas através do peso molecular. A
presenca dessas outras fragcdes no inicio da lactacdo pode ser justificada pelo
aumento do incremento do fluxo sanguineo que ocorre na glandula mamaria na fase
de preparacdo para o0 parto ocasionando inflamacéo fisiolégica e o aumento da
permeabilidade vascular com a passagem de proteinas séricas para a glandula
maméaria (PHILLIPPY; MCCARTHY, 1979; KOLB, 1984).

Nas primeiras 24 horas de lactacdo foram observadas fracdes protéicas antes
da fracéo da lactoferrina com pesos moleculares que variaram entre 132 e 244 KDa
com a observacdo de até quatro fracdes dependendo da amostra colhida (pesos
moleculares iguais a 246,0 + 8,5 KDa; 172,6 + 6,2 KDa; 136,4 + 3,7 KDa e 117,7
1,0 KDa). Como a presenca de todas essas fracdes nao foi constante em todas as
amostras optou-se pela soma das fracbes e apresentacdo dos resultados com
fracbes protéicas entre 132 e 244 KDa. Os teores médios encontrados para
proteinas com peso molecular entre 132 e 244 KDa foi igual a 141,0 £ 70,0 mg/dL
nas primeiras 12 horas de lactacéo, e 68,0 + 92,0 mg/dL nas amostras colhidas com
24 horas de lactacdo, ap6s o término da fase colostral, ou seja apds as primeiras 24
horas pos-parto essas fracbes ndo foram mais observadas (Tabela 5). Na literatura
compulsada ndo foram encontrados trabalhos que citassem a presenca dessas
fracoes.

Outras duas novas fracdes protéicas foram observadas nos primeiros 15 dias
de lactacao: fragdo com peso molecular igual a 44,4 £ 6,0 mg/dL e fracdo com peso
molecular igual a 32,3 + 0,84 mg/dL, devido a presenca dessas fragbes ndo serem
constantes em todas as amostras analisadas optou-se pela apresentagdo do
resultado da somatodria dessas fragcbes e nomea-las como proteinas com peso

molecular entre 30 e 50 KDa. Entre essas fracOes, pode estar presente a a-1-
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glicoproteina acida que é uma proteina de fase aguda com peso molecular que varia
entre 26 a 36 KDa e foi encontrada em altas concentragbes no colostro bovino em
condicdes ndo patologicas (CECILIANI et al., 2005) contudo na presente pesquisa
pelo delineamento experimental proposto ndo foi possivel afirmar a presenca dessa
fracdo sendo necessaria novas pesquisas. Essa fracdo protéica apresentou teor
maximo nas primeiras 12 horas de lactacao (324,0 £ 353,0 mg/dL) teores estes que
decaem rapidamente em 5 dias quando estabilizam chegando a 32,0 £ 34,0 mg/dL
no 15° dia de lactagdo ndo sendo observadas nas amostras a partir de 20 dias de
lactacdo (Tabela 5). De acordo com Ceciliani et al. (2005) a concentragao de a-1-
glicoproteina acida foi maxima nas primeiras 24 horas de lactacdo diminuindo com o

passar dos dias e sendo de dificil deteccao.
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Gréfico 11 - Avaliagdo da influéncia da fase colostral e do primeiro més de lactacdo nas fracbes
protéicas do soro lacteo de cabras Saanen - S&o Paulo — 2007 a 2010.
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Tabela 5 - Média, desvio padrdo (DP), intervalo de confianga (IC 95%) da proteina total da secregdo lactea, da proteina do soro lacteo e das fragdes
protéicas (fracdo de 132 a 244 kDa, lactoferrina; albumina; imunoglobulinas de cadeia pesada; fracao de 30 a 50 kDa imunoglobulinas de cadeia

leve; B-lactoglobulina; a-lactoalbumina) durante o primeiro més de lactacédo de cabras Saanen - S&o Paulo 2007 a 2010.

Dias de
lactagao

Y dia

1°dia

2°dia

3°dia

5°dia

7°dia

10 °dia

15°dia

20°dia

30°dia

Proteina do soro
Média £ DP
[IC 95%)] *

6.033 +2.773
[4.353 - 7.712]

3.342 +2.100
[2.007 — 4.676]

1.973 +1.161
[1.235 - 2.710]

1.555 + 505
[1.234 - 1.876]

1.269 + 352
[1.045 — 1.493]

1.162 + 318
[948 — 1.376]
1.145 + 353
[920 - 1.370]
805+ 119
[729 - 881]
850 + 192
[728 — 973]

856 + 178
[743 — 970]

PROTEINOGRAMA DO COLOSTRO DE CABRAS

Lactoferrina
Média £ DP
[IC 95%)] *

418+ 277
[232 - 605]
180 + 107
[108 — 252]
133+ 80
[80 — 188]
127 + 52
[92 - 162]
112 + 34
[89 — 135]
91+ 29
[70 - 112]
95 + 56
[57 -133]
63+ 16
[51 — 74]
63+ 30
[43 - 84]

73+34
[50 — 95]

lg Pesada
Média + DP
[IC 95%)] *

1.142 + 426
[854 -1.428]
576+ 471
[259 — 892]
303+ 315
[91 - 515]
242 + 187
[116 — 368]
183+ 107
[111 - 256]
149 + 92
[83 — 216]
160 + 105
[88 — 230]
103 + 28
[84 — 121]
113+ 48

[81 — 146]

102 + 32
[81 - 124]

Legenda: (*): intervalo de confianca, intervalo no qual estdo compreendidos 95 % dos valores da populacéo

Ndmero de glandulas mamarias analisadas por dia: 11

Ig leve
Média + DP
[IC 95%)] *

1.431 + 879
[840 — 2.022]

736+ 678
[280 — 1.191]

327+ 307
[120 - 533]
258 + 150
[157 — 360]
194 + 117
[115 - 272]
176 + 80
[117 - 234]
173+ 113
[96 — 249]
62+ 28
[43 - 81]
100 + 38
[75 — 126]

99 + 29
[79 - 119]

a-La
Média £ DP
[IC 95%)] *

527 + 168
[414 - 640]
359+ 123
[276 — 441]
266 + 95
[203 - 330]
256 + 65
[210 - 300]
255 + 55
[218 - 292]
226+ 31
[203 — 248]
211+ 47
[179 — 243]
147 +31
[126 — 168]
162 + 27
[144 - 180]

160 + 31
[140 — 182]

00T
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4.3 Proteinograma do leite de cabras durante a lactacéo plena

O proteinograma do leite de cabras durante a lactacdo plena, através da
andlise da proteina total, proteina do soro lacteo e fracdes protéicas do soro lacteo
objetivou determinar os valores de referéncia e analisar as influéncias da fase de

lactacdo e numero de lactagcBes durante esse periodo.

4.3.1 Valores de referéncia do proteinograma do leite de cabras

Considerando-se as 160 amostras de leite colhidas entre 15 e 210 dias, ou
seja, durante a lactacdo plena de cabras da raca Saanen, verificou-se que o teor
médio de proteina total do leite foi igual a 2.997 + 347,0 mg/dL e proteina total do
soro lacteo igual a 938,0 + 227,0 mg/dL. Com base nos intervalos de confianga
obtidos para estas variaveis, recomenda-se que seja utilizado como referéncia para
os teores de proteina total valores entre 2.940,0 e 3.050 mg/dL e proteina do soro
lacteo valores entre 903,0 e 973,0 mg/dL para cabras em lactacao plena.

Esses resultados concordam com as concentracfes de proteina total no leite
de cabras obtidas em estudos anteriores, variando entre 2.830 e 3.500 mg/dL,
independente da raca, regido ou técnica utilizada em sua determinacdo. (ROTA et
al., 1993; ZENG; ESCOBAR, 1995; BENEDET; CARVALHO, 1996; SUNG; WU,
WANG, 1999; FERNANDES, 2002; GOMES et al., 2004; MOATSOU et al., 2008),
exceto os resultados encontrados para cabras da raca Nubiana por Zeng e Escobar
(1995) iguais a 3.600 mg/dL e, Sung, Wu e Wang (1999) iguais a 4.230 mg/dL e
para a raca local da Grécia estudada por Moatsou et al. (2008) igual a 3.880 mg/dL
gue foram mais altos.

Na literatura compulsada somente o estudo de Storry et al. (1983)
determinaram o teores de proteina do soro de cabras (entre 370 e 700 mg/dL) que
foi menor do que o obtido no presente estudo. Contudo os resultados obtidos na
presente pesquisa foram semelhantes aos observados em vacas holandesas por

Sant’Ana e Birgel (2007) iguais a 1.071 + 133,0 mg/dL e maiores do que os referidos
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por Raimondo, Miyiashiro, Birgel Junior (2009) iguais a 640 + 250 mg/dL em vacas
Jersey. Cabe ressaltar que a técnica utilizada na presente pesquisa para a obtencéo
do soro lacteo foi a mesma utilizada por Raimondo, Miyiashiro, Birgel Junior (2009) o
gue faz concluir que o leite de cabras possui maior concentracdo de proteinas do
soro lacteo quando comparado com o leite de vacas.

No fracionamento das proteinas durante a lactacdo plena de cabras da raca
Saanen (Grafico 12) foram identificadas e quantificadas as seguintes fracdes:
Lactoferrina (84,0 + 4,0 kDa); Albumina sérica (66,0 £+ 2,0 kDa); Imunoglobulina de
Cadeia Pesada (52,0 = 2,0 kDa); Imunoglobulina de Cadeia Leve (26,0 + 1,5 kDa);
B-lactoglobulina (16,0 £ 1,0 kDa) e a-lactoalbumina (12,0 + 0,65 kDa).

46, Lactagao plena de cabras Saanen

984

150+ /\

& /
o NS \/L /\J J/\‘

255 . ,
Well 49.34 25.31 14.37 9.22
Molecular weight

Intensity

Legenda: A - lactoferrina; B - albumina sérica; C - imunoglobulina de cadeia pesada; D - imunoglobulina
de cadeia leve; E — B-lactoglobulina; F - a-lactoalbumina.

Gréfico 12 - Eletroforetograma das proteinas do soro lacteo de cabras Saanen durante a
lactacdo plena, obtido através de eletroforese em gel de poliacrilamida (12%)
(SDS-PAGE) - Séo Paulo — 2007 a 2010.

As concentracdoes de lactoferrina e albumina sérica (Tabela 6) obtidas no
presente estudo quando comparadas com as referidas na literatura, observamos que
foram semelhantes as obtidas por Sant’Ana e Birgel (2007) em vacas Holandesas e
menores do que as obtidas em vacas Jersey por Raimondo, Miyiashiro, Birgel Junior
(2009).
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Tabela 6 - Média, desvio padrédo, intervalo de confianca (95%) das fracdes protéicas (lactoferrina;
albumina; imunoglobulinas de cadeia pesada e cadeia leve; B-lactoglobulina; a-lactoalbumina) do soro
de leite de cabras da raca Saanen durante a lactacdo plena - S&o Paulo — 2007 a 2010.

Média + Desvio Padréo Intervalo de Confianca

Proteinograma

(mg/dL) (mg/dL)
Lactoferrina 72,5+28,5 68,0-77,0
Albumina sérica 92,7 £ 28,2 88,0-97,0
Ig pesada 98,1 +31,0 93,3-103,0
Ig leve 139,3+42,5 132,7 - 146,0
B-Lg 314,2+97,4 299,0 - 329,0
a-La 221,0+53,2 213,0-229,5

O uso de 2-mercaptoetanol durante o0 processamento das amostras
submetidas a eletroforese SDS-PAGE na presente pesquisa determina denaturacao
das proteinas com rompimento das pontes dissulfeto e, como consequéncia, a
divisdo das imunoglobulinas em cadeia pesada e cadeia leve. Houve dificuldades na
comparacao dos resultados, pois o estudo da concentracdo de imunoglobulinas no
leite pleno é escasso e somente Raimondo, Miyiashiro, Birgel Junior (2009)
obtiveram em vacas a divisdo em cadeia leve e pesada (cadeia pesada - 40,0 + 20,0
mg/dL e cadeia leve - 80,0 £ 60,0), resultados que foram menores quando
comparados com os obtidos no presente estudo (98,0 £ 31,0 mg/dL cadeia pesada e
139,3 + 42,5 mg/dL cadeia leve) (Grafico 12 e Tabela 6).

Os resultados obtidos para as principais proteinas do soro, B-Lg e a-La
(Tabela 6), sdo controversos quando comparados com estudos anteriores, pois a
concentracao de B-Lg foi menor e a de a-La foi maior do que os resultados obtidos
por Calffin, Poutrel e Rainard (1985) em vacas, menores que 0s obtidos por
Sant’Ana e Birgel (2007) em vacas e maiores do que os obtidos por Storry et al.
(1983) e Raimondo, Miyiashiro, Birgel Junior (2009) e concordam com os resultados
de Moatsou et al. (2008) obtidos em cabras locais da Grécia e em cabras de racas
internacionais.

Segundo Raimondo, Miyiashiro e Birgel Junior (2009) a discrepancia dos
valores obtidos para os teores de B-Lg e a-La em sua pesquisa quando comparados
com os obtidos por Sant’Ana e Birgel (2007), mesmo sendo utilizada a mesma
técnica de eletroforese SDS-PAGE, foi devido a diferenca na metodologia utilizada

na determinacdo da concentracdo de proteina do soro que € a base do célculo das
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fracdes protéicas. O método utilizado por Raimondo, Miyiashiro, Birgel Junior (2009)
conforme citado anteriormente, foi 0 mesmo utilizado neste estudo, sendo assim
podemos observar que o soro de leite caprino contém maiores concentragdo de -
Lg, a-La, imunoglobulina, lactoferrina e albumina sérica em relagédo ao soro de leite
de vacas Jersey.

Na literatura compulsada os estudos comparativos das fracdes de proteinas
do soro de leite em cabras e vacas sdo escassos e ndo ha um consenso entre 0s
resultados. Jonke et al. (1964) através da capacidade de promover a sintese de
lactose determinaram que a-La no soro de leite de cabras igual a 223 mg/dL € maior
do que em vaca (120 mg/dL) e as concentracfes de B-Lg sdo semelhantes em vacas
e cabras. Ley e Jeness (1970) através da técnica de Imunoensaio observaram
também concentragcbes maiores de o-La em cabras (220 mg/dL) quando
comparadas com vacas (120 mg/dL), entretanto Storry et al. (1983) encontraram
valores semelhantes de a-La em cabras e vacas enquanto que o teor de 3-Lg foi 0

dobro em cabras quando comparado com vacas.
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Legenda: A - Lactoferrina; B - Albumina ; C - Ig pesada; D - Ig leve ; E - B-Lg; F - a-La

Grafico 13 - Concentragdo (%) das proteinas fracionadas do soro lacteo de cabras Saanen
em relagé@o a proteina do soro durante lactag&o plena, obtida através da técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) (SDS-PAGE) - Sdo Paulo —
2007 a 2010.
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Durante a lactacdo plena de cabras da raca Saanen as principais proteinas do
soro lacteo foram a B-Lg (33%) e a-La (24%) que juntas corresponderam a 57% de
todas as proteinas do soro lacteo. Dentre as proteinas de origem plasmatica
observou-se que as imunoglobulinas representaram 25 % das proteinas encontradas
no soro lacteo, enquanto que os percentuais de lactoferrina e albumina foram
respectivamente 8% e 10% do total de proteina do soro lacteo observado em
mamas sadias durante a lactacéo plena (Gréfico 13).

A percentagem de B-Lg foi menor e a de albumina sérica (10%) foi o dobro no
soro de leite de cabras em relacdo ao soro de vacas obtidas por Raimondo,
Miyiashiro, Birgel Junior (2009), contudo a distribuicdo das demais fragcbes protéicas

foi semelhante em vacas e cabras

4.3.2 Influéncia da fase de lactac&o no proteinograma do leite de cabras

No presente estudo foi possivel avaliar a influéncia da fase de lactacdo nas
concentracdes de proteina total, proteina do soro e nas fracbes protéicas do soro
(Tabela 7 e Graficos 14 e 15). As maiores concentracdes foram obtidas nos
primeiros quinze dias de lactacdo, periodo que envolve a fase colostral (primeiras 24
horas pos-parto). A analise de correlacdo de Spearman demonstrou que as fragcoes
de proteinas do soro apresentam relacdo positiva, isto €, quando a concentracéo de
uma proteina aumenta, as outras aumentam consecutivamente.

O valor maximo de proteina total foi obtido em amostras colhidas nos
primeiros 15 dias de lactacao (3.524,0 + 610,0 mg/dL). Apdés 15 dias os teores
estabilizam e voltam a aumentar no 4° més de lactacéo (3.130,0 + 271,0 mg/dL).
Essas observagbes concordam com os estudos de Zeng e Escobar (1995) em
cabras, que apresentaram concentracfes maiores de proteina total no inicio e no
final da lactacdo. E sdo controversas as concentracdes de proteina total obtidas no
leite de cabras por Fernandes (2002); Macciotta et al. (2005); MioC et al. (2008) e
Strzatkowska et al. (2009) que aumentaram com o evoluir da lactacdo, contudo os

mencionados autores nao avaliaram animais durante a fase colostral. Em outro
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estudo também contrério aos resultados da presente pesquisa, Gomes et al. (2004)
ndo observaram influéncia da fase de lactacdo na proteina total do leite de cabras.

A proteina do soro lacteo se comportou da mesma maneira, apresentando
teores maximos nas amostras colhidas entre 0 e 15 dias de lactagdo (1.136,0 +
305,6 mg/dL), voltando a aumentar no final da lactacdo, porém com menos
oscilagBes do que a proteina total.
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Legenda: a,b,c — letras diferentes significam diferenga estatistica significante (p<0,05) - Teste de Bonferroni

Gréfico 14 - Avaliacdo da influéncia da fase de lactagcdo nos teores de proteina total do leite e
proteina do soro lacteo de cabras Saanen - S&o Paulo — 2007 a 2010.

A concentracdo de proteina do soro lacteo também foi méxima no periodo
inicial e final de lactacdo conforme os resultados obtidos por Auldist et al. (1995),
Sant’Ana e Birgel (2007) e Raimondo, Miyiashiro, Birgel Junior (2009), contudo cabe
ressaltar que os referidos estudos avaliaram a influéncia da lactacdo em vacas e que
na literatura compulsada ndo foram encontrados trabalhos com a espécie caprina.

Os teores de lactoferrina (Tabela 7 e Grafico 15) foram mais altos nos
primeiros 15 dias de lactacédo (88,54 + 33,5 mg/dL) permanecendo sem variacdes
até o final da lactacdo (84,0 + 29,5 mg/dL). Sant’Ana e Birgel, (2007) observaram
gue os teores de lactoferrina ndo variaram ao longo da lactacao de vacas. Rainard,
Poutrel e Caffin (1982) e Cheng et al. (2008) em vacas e Hiss, Meyer e Sauerwein
(2008) em cabras observaram um aumento nos teores de lactoferrina com o evoluir
da lactacdo. Os resultados da presente pesquisa discordam de Raimondo,
Miyiashiro e Birgel Junior (2009) que observaram diminui¢cdo na lactoferrina ao longo
da lactacéo de vacas Jersey.
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A albumina sérica (Tabela 7 e Grafico 15) presente no soro lacteo de caprinos
diminui gradativamente com pequena variacdo ao longo da lactacdo. A concentragédo
de albumina sérica foi maior nos primeiros 15 dias de lactagédo (110,4 + 39,0 mg/dL)
permanecendo estavel até o 2° més de lactacdo quando decai para 85,0 £ 22,0
mg/dL entre 60 e 120 dias de lactacdo continuando estavel até o final do periodo
estudado. Esses resultados concordam com Quiles et al. (1994) que observou
diminuicdo dos teores de albumina entre 85° e 210° em cabras e com Raimondo,
Miyiashiro e Birgel Junior (2009) que também observou diminuicdo nos teores de
albumina ao longo da lactacdo de vacas, contrariamente aos resultados obtidos por
Poutrel, Caffin e Rainard (1983) que observaram um aumento dessas concentracdes
em relacdo ao estagio de lactacdo de vacas. Larson e Kendall (1957) e Sant’Ana e
Birgel (2007) avaliando a concentracdo de albumina em vacas observaram que nao
houve variagcéo ao longo da lactacéo.

Como referido anteriormente, na presente pesquisa devido ao preparo das
amostras houve a divisdo das imunoglobulinas em cadeia pesada e cadeia leve. O
teor maximo de imunoglobulinas de cadeia pesada (141,0 £ 45,0 mg/dL) e cadeia
leve (161,0 £ 67,5 mg/dL) foi observado nos primeiros 15 dias de lactacdo devido a
fase colostral (Tabela 7 e Grafico 15). A partir do 15° dia de lactacdo os teores de
imunoglobulina de cadeia pesada permanecem estaveis ao longo da lactacdo com a
menor concentracdo (86,2 = 31,0 mg/dL) obtida entre 120 e 210 dias de lactacéao,
enquanto que a cadeia leve apresentou oscilacdes, apds os primeiros 15 dias, decai
abruptamente entre 15 e 30 dias de lactagdo quando foi obtido o menor valor (120,0
*+ 36,4 mg/dL), que volta a subir entre 30 e 60 dias (155,0 + 47,0 mg/dL) (Tabela 7 e
Gréfico 15). Novamente houve dificuldade na comparagdo dos resultados da
presente pesquisa com estudos anteriores, pois a maioria deles abordam a fase
inicial da lactacdo, e somente o estudo de Raimondo, Miyiashiro e Birgel Junior
(2009) obtiveram as duas cadeias de imunoglobulinas através da técnica de
eletroforese SDS-PAGE. Contudo os resultados estdo de acordo com Larson e
Kendall (1957) que observaram concentracdes menores de imunoglobulinas no final
da lactacédo de vacas e com Caffin, Poutrel e Rainard (1983); Caffin e Poutrel (1988);
Sant’/Ana e Birgel (2007) e Raimondo, Miyiashiro e Birgel Junior (2009) que
observaram teores maiores de imunoglobulinas no inicio da lactacéo.

Os valores médios de B-Lg (Tabela 7 e Gréfico 15) diminuem ao longo da

lactacdo e foram maiores durante os primeiros dois meses, quando foi observada a
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concentracdo maxima entre 15 e 30 dias de lactacdo (395,3 + 97,6 mg/dL). Apds o
primeiro més de lactacdo os teores dessa proteina decaem chegando ao valor
minimo nas amostras obtidas entre 120 e 210 dias (252,4 + 65,7 mg/dL). Na
literatura compulsada a influéncia da fase de lactagdo nas concentragdes de (B-Lg €
controversa, pois alguns estudos observaram um aumento dessas concentracfes
com o evoluir da lactacdo de vacas (CAFFIN; POUTREL; RAINARD, 1985) e cabras
(QUILES et al., 1994), enquanto que no estudo conduzido por Larson e Kendall
(1957) em vacas, as concentragdes de -Lg ndo variaram ao longo da lactacéo.

Os resultados da presente pesquisa estdo de acordo com os obtidos por
Ostersen, Foldager e Hermansen (1997) durante a lactacdo de vacas que afirmaram
que as mudangas no teor de B-Lg acompanham a concentracdo de proteina,
diminuindo durante a lactagdo com concentracdo minima observada no meio da
lactacdo e com Sant’Ana e Birgel (2007) e Raimondo, Miyiashiro e Birgel Junior
(2009) que também observaram diminuicdo dos teores de B-Lg ao longo da lactacao
de vacas. Ostersen, Foldager e Hermansen (1997) e Sant’Ana e Birgel (2007)
encontraram um aumento dos resultados de B-Lg no final da lactacédo, na presente
pesquisa existiu tendéncia de aumento desses teores no periodo final.

A analise dos resultados obtidos para a fragdo de a-La (Tabela 7 e Grafico 15)
demonstrou que houve pouca variagdo nas concentracdes dessa proteina ao longo
da lactacdo. O maior valor foi obtido entre 30 e 60 dias de lactacdo (243,3 + 56,4
mg/dL) e foram significativamente maiores quando comparados com os obtidos
entre 15 e 30 dias de lactagdo quando foi observado o menor valor para essa
proteina (199,0 + 59,7 mg/dL).

Na literatura compulsada, assim como para 3-Lg, houveram controversas nos
resultados obtidos para a a-La. Larson e Kendall (1957) observaram em vacas que a
a-La atinge a producdo maxima aos 30 dias diminuindo posteriormente com o evoluir
da lactacdo, Caffin, Poutrel e Rainard (1985); Ostersen, Foldager e Hermansen
(1997) e Raimondo, Miyiashiro e Birgel Junior (2009) também observaram
diminuicdo nos teores de a-La ao longo da lactacdo de cabras, os resultados da
presente pesquisa estdo de acordo com os referidos autores, pois, 0os resultados
maiores foram obtidos no inicio da lactacdo. Durante a lactacdo de cabras os
resultados da presente pesquisa sao contrarios aos obtidos por Quiles et al. (1994)
gue encontraram um aumento nas concentracdes de a-La entre 0 85° e 210° dias de

lactacdo. Os resultados obtidos por Sant’Ana e Birgel (2007) em vacas Holandesas
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concordam com o presente estudo, pois foi também observado que a concentracédo
de a-La apresentou pequena variacdo no decorrer da lactacéo.

Afora as principais fracdes do soro lacteo obtidas através da eletroforese
SDS-PAGE, nas amostras colhidas durante os primeiros 15 dias de lactagédo, foram
observadas novas fracOes localizadas entre a cadeia pesada e leve de
imunoglobulinas com peso molecular variando entre 30 e 50 kDa, essas proteinas
ndo puderam ser nomeadas e a soma de suas fragbes apresentaram concentracdes
médias iguais a 67,0 + 87,5 mg/dL. A presenca dessas fracbes € atribuida as
alteracOes fisiologicas que ocorrem na glandula mamaria durante a fase colostral,

pois nas amostras colhidas apds 15 dias de lactacao elas ndo foram observadas.
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Gréfico 15 - Avaliacdo da influéncia da fase de lactacdo nas fracdes protéicas do soro lacteo do leite
de cabras Saanen - Sao Paulo — 2007 a 2010.

Kuinonds, F F S H



111

Kosultadss e discassio

4.3.3 Resultados da influéncia do nimero de lacta¢cdes no proteinograma do leite de
cabras

A andlise dos resultados (Tabela 8 e Gréafico 16) demonstrou que o teor de
proteina total do leite de cabras ndo variou em relagdo ao numero de lactacdes,
essas observagOes estao de acordo com estudos anteriores (PRASAD; SENGAR,
2002; CIAPPESONI et al.,, 2004; RODRIGUES et al., 2006; ZAHRADDEEN;
BUTSWAT; MBAP, 2007). Entretanto discordam das pesquisas realizadas por Kala e
Prakash (1990); Carnicella et al. (2008) e Mio¢ et al. (2008) que observaram em
cabras primiparas teores de proteina maiores, que diminuem com o aumento do
namero de paridade e com os resultados de Macciotta et al. (2005) e Bhosale et al.
(2009) que observaram que a concentracdo de proteina total do leite de cabras
aumenta conforme aumentam o numero de lactagées.
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Gréfico 16 - Avaliagdo da influéncia do niumero de lactagbes nos teores de proteina total do leite e
proteina do soro lacteo de cabras Saanen - Sdo Paulo — 2007 a 2010

Os teores de proteina do soro lacteo foram menores em amostras de cabras
primiparas (849,3 + 268,4 mg/dL) e 2 lactagBes (841,3 + 222,7 mg/dL) quando
comparados com cabras com 3 (1.006,0 £ 227,5 mg/dL), 4 e 5 lactagbes (1.063,0 =
195,4 mg/dL). Na literatura compulsada ndo foram encontradas pesquisas que
avaliassem a concentracdo da proteina do soro de leite em cabras durante a
lactacdo plena. Levando-se em consideracao o valor de referencia para proteina do
soro lacteo durante a lactagcdo plena de cabras obtido na presente pesquisa, entre

903,0 e 973,0 mg/dL, podemos observar que cabras primiparas e de 22 lactacao,

Kuinonds, F F S ﬁ



112

Kosultadss e discassio

apresentaram concentracdes de proteina do soro lacteo inferiores que pode ser
justificado pela imaturidade do tecido mamario dessas cabras durante a primeira
lactacdo. Esses resultados discordam dos obtidos por Sant’Ana (2004) que nao
observou influéncia do niumero de parigées na concentracdo de proteina do soro de
leite de vacas holandesas.

A menor concentracdo de proteina do soro lacteo em cabras de primeira cria
esta relacionada com as menores concentracfes das fracoes protéicas desse soro
lacteo conforme a andlise dos resultados. Os teores de lactoferrina, albumina sérica,
imunoglobulinas e B-Lg, sdo menores em cabras de primeira lactacdo e aumentam
conforme aumentam as pari¢cdes (Tabela 8 e Gréafico 17). Essa influéncia pode ser
explicada devido ao metabolismo na glandula mamaria durante a lactacdo de
primiparas ser diferente, pois os nutrientes sdo divididos entre a lactacdo e o
crescimento continuo do animal (WATHES et al.,, 2007), além disso, ocorre um
desenvolvimento progressivo do tecido mamario secretor e do sistema vascular das
primiparas (SAFAYI et al., 2010).

Os teores de lactoferrina (Tabela 8 e Grafico 17) sdo maiores no soro lacteo
de cabras com 4 e 5 lactagbes (94,7 + 31,5 mg/dL) quando comparados com 0s
teores de cabras com até 3 lactacdes, sendo que as primiparas apresentaram o
menor teor de lactoferrina (66,7 = 27,5 mg/dL), concordando com o estudo de Barth
et al. (2010) que obteve em cabras primiparas teores menores de lactoferrina
guando comparados com cabras multiparas. Essas observacdes discordam dos
estudos de Rainard, Poutrel e Caffin (1982), Cheng et al. (2008) e Sant’Ana (2004)
gue nado observaram influéncia do numero de lactacdes nas concentracdes de
lactoferrina no leite de vacas. Contudo Cheng et al. (2008) apesar de nao
observarem diferencas afirmaram que as concentragdes de lactoferrina tendem a ser
maiores em vacas com mais de 3 lactagdes quando comparadas com vacas entre 1
e 2 lactagOes.

A menor concentracdo de albumina sérica no soro lacteo foi observada em
cabras com uma lactagédo (79,0 + 28,4 mg/dL) e o teor maximo de albumina sérica
foi obtida no soro lacteo de cabras com 4 e 5 lactagdes (102,0 + 22,0 mg/dL). Os
resultados da presente pesquisa ndo concordam com os resultados obtidos na
literatura compulsada que também foram controversos entre si, pois Poutrel, Caffin e
Rainard (1983) observaram que o numero de lacta¢des néo influenciou os teores de

albumina sérica no leite de vacas, enquanto que no estudo realizado por Sant’Ana
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(2004) a concentracdo de albumina sérica nas vacas com duas ou trés lactacdes foi
menor do que em primiparas e vacas com mais de 4 lactacfes.

Novamente houve dificuldade na comparacéo dos resultados obtidos para a
fracdo de imunoglobulina devido, a divisdo em cadeia pesada e cadeia leve.
Avaliando os resultados do presente estudo foi possivel concluir que o soro lacteo
de cabras com mais de 3 lactacbes possuem teores maiores de imunoglobulinas (3
lactacdes : cadeia pesada: 103,0 + 24,3 mg/dL e cadeia leve: 158,0 = 42,0 mg/dL; 4
e 5 lactacOes: cadeia pesada: 116,0 £ 28,0 mg/dL e cadeia leve: 166,5,0 + 44,0
mg/dL) quando comparadas com o soro lacteo de cabras entre 1 e 2 lactacdes.
Essas observacdes estdo de acordo com o comportamento observado por Caffin,
Poutrel e Rainard (1983) que observaram concentracdo de 1gG; sem alteracdes
durante as trés primeiras lactacdes e um aumento em vacas com quatro lactacdes e
com Caffin e Poutrel (1988) que observaram concentracdo de IgG, menor nas duas
primeiras lactacfes. Contudo as concentracdes encontradas nos referidos estudos
em vacas atraves da técnica de imunodifusdo radial foram inferiores aos resultados
obtidos na presente pesquisa.

As concentragcdo de imunoglobulinas obtidas na presente pesquisa discordam
das encontradas por Sant’Ana (2004). Apesar do referido estudo utilizar a técnica de
eletroforese SDS-PAGE somente uma fracdo de imunoglobulina foi fracionada pela
autora que obteve concentragbes menores de imunoglobulina em vacas de 2% ou 3%
lactacdes (117,96 + 34,75 mg/dL) quando comparadas com os valores obtidos no
leite de primiparas e vacas com mais de 4 lactacdes.

Em relacdo as fragbes de B-Lg e a-La a andlise dos resultados demonstrou
que somente a fragao B-Lg é influenciada pelo nimero de lactagdes. A concentracédo
de B-Lg (Tabela 8 e Grafico 17), foi menor em cabras de primeira cria (264,3 + 90,7
mg/dL) quando comparados com os teores do soro lacteo de cabras com 3 (334,7
102,0 mg/dL), 4 e 5 lactacdes (334,7 = 75,2 mg/dL), discordando de Caffin, Poutrel e
Rainard (1985) que observaram um aumento na concentracdo de B-Lg na segunda
lactacdo e com Sant’Ana (2004) que descreveu que a fragdo de B-Lg foi mais alta
em primiparas, e vacas com duas ou trés lactacdes e diminui em animais com mais
de quatro lactacoes.

O estudo da influéncia do numero de lactacbes nos teores de a-La no soro

lacteo de cabras da raca Saanen (Tabela 8 e Grafico 17) demonstrou nao haver
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alteracdo independente do numero de lactacdes das cabras avaliadas. Discordando
dos resultados de Caffin, Poutrel e Rainard (1985) e Sant’Ana (2004).
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Gréfico 17 - Avaliacdo da influéncia do nimero de lactagBes nas fragcBes protéicas do soro
lacteo do leite de cabras Saanen - S&o Paulo — 2007 a 2010.
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Tabela 7 - Média, desvio padrao (DP), intervalo de confianga (IC 95%) da proteina total, proteina do soro de leite e das fragBes protéicas
(lactoferrina; albumina; imunoglobulinas de cadeia pesada; imunoglobulinas de cadeia leve; B-lactoglobulina; a-lactoalbumina) durante
a de lactacao de cabras Saanen - S&o Paulo — 2007 a 2010

Proteinograma do leite de cabras durante a lactacdo plena (mg/dL)

Proteina do soro Albumina Ig leve a-La
Dias de lactagdo Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
[IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%)] *

015 dias 1.136,0 + 305,6 110,4 + 39,0 161,0+ 67,5 218,3+50,0
[1.038,0 - 1.233,0] [98,0 — 123,0] [139,0 —182,5] [202,0 — 234,3]

15 30 dias 992,0 +230,0 1044 £254 120,2+ 36,4 199,0 + 59,7
[918,0 —1.066,0] [96,0 — 112,6] [108,6 —132,0] [179,7 - 218,0]

30{ 60 dias 1.023,0 +238,5 103,0 £ 30,0 155,0 + 47,0 2433 +56,4
[946,2 —1.099,0] [93,0 — 112,6] [140,0 - 170,0] [225,3 — 261,3]

604 120 dias 889,0+ 175,5 85,0+22,0 1365+ 36,4 230,3+38,0
[832,9 —945,1] [78,0 —92,0] [125,0 —148,0] [218,0 — 242,4]

) 848,0 +219,1 78,4 +26,0 1457 + 42,7 2124 + 46,6
120 210 dias [778,0 —918,0] [70,0 — 87,0] [132,0 - 159,5] [197,5 - 227,3]

9243 +270,6 84,0+244 1365+41,4 2180+ 73,0

> 210 dias

[834,0 — 1.015,0]

[75,7 — 92,0]

[122,7 - 150,3]

[193,7 — 242,3]

Legenda: (*): intervalo de confiancga, intervalo no qual estdo compreendidos 95 % dos valores da populac¢ao
Numero de glandulas analisadas: 40 nos grupos de 1 a 5 e 37 amostras no grupo 6 (> 210 dias de lactacao)

GTT



Tabela 8- Média, desvio padrdo (DP), intervalo de confianga (IC 95%) da proteina total, proteina do soro de leite e das fracdes protéicas

(lactoferrina; albumina; imunoglobulinas de cadeia pesada; imunoglobulinas de cadeia leve; B-lactoglobulina; o-lactoalbumina)
conforme o ndmero de lactagfes de cabras Saanen - Sdo Paulo — 2007 a 2010

Proteinograma do leite de cabras de acordo com o nimero de lactacdes (mg/dL)

NGmero de Proteina do soro Albumina Ig leve a-La

Lactacoes Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

[IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%)] * [IC 95%] *

1 849,3 + 268,4 79,0 £ 28,4 135,5 + 48,0 221,4+62,4
[749,0 — 949,6] [68,4 — 89,6] [117,5 - 153,4] [198,0 — 244,7]

2 841,3+222,7 92,0+ 32,5 123,6 + 38,0 222,2+43,3
[788,2 — 954,5] [80,0 — 104,3] [109,4 — 137,8] [206,0 — 238,4]

3 1.006,0 + 227,5 94,5 + 29,6 158,0 £42,0 235,8+54,4
[918,5 — 1.095,0] [83,0 — 106,0] [141,5 — 174,0] [214,7 — 257,0]

de5 1.063,0 + 195,4 102,0 £ 22,0 166,5 + 44,0 249,5+ 55,3
[990,4 — 1.136,0] [94,0 — 110,0] [150,0 — 183,0] [229,0 — 270,2]

Legenda: (*): intervalo de confianga, intervalo no qual estdo compreendidos 95 % dos valores da populagao
Numero de glandulas analisadas: 30 nos grupos de 1, 2 e 4 e 5 lactagdes e 24 amostras no grupo de cabras com 3 lactacdes

oTT
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4.4 Influéncia do isolamento bacteriano no proteinograma do leite de cabras

Pesquisas realizadas em vacas (URECH; PUHAN; SCHALLIBAUM, 1999;
SANT'ANA, 2004; FORSBACK et al.,, 2010) e cabras (LEITNER; MERIN;
SILANIKOVE, 2004) evidenciaram que 0s processos infecciosos da glandula
mamaria sdo responsaveis por alteracbes no proteinograma lacteo caracterizados
por diminuicdo da sintese de proteinas como a caseina e transudacdo de proteina
plasmatica para o leite com consequente alteracdo nas diversas fracbes das

proteinas do soro lacteo.
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Legenda: letras diferentes significam diferenca estatistica significante (p< 0,05) - ANOVA

Gréfico 18 - Avaliacdo da influéncia do isolamento bacteriano nos teores de proteina
total do leite e proteina do soro lacteo de cabras Saanen - S&do Paulo —
2007 a 2010

Ao analisar os resultados obtidos (Tabela 10 e Grafico 18) verificou-se
nao haver influéncia do isolamento bacteriano nas concentracdes de proteina total
do leite de cabras que foram iguais a 3.030 + 350,0 em amostras com isolamento
bacteriano e iguais a 2.950 + 290,0 nas amostras do grupo controle negativo. Da
mesma forma ndo houve alteracBes na concentracdo de proteina do soro lacteo em
amostras de leite positivas no exame microbiolégico (877,7 = 356,4 mg/dL) quando
comparadas com amostras negativas no exame microbiolégico (926,0 + 207,0
mg/dL). Esses fatos mostram que nas condicdes em que o experimento foi realizado
nao ocorreu passagem de plasma sanglineo para o leite, ou seja, ndo existia
alteracdo evidente da glandula maméaria que permitisse afirmar a existéncia de
mamite.
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No processo de selecdo das glandulas mamérias, seguiu-se as
recomendacdes de Birgel (2004), de tal forma que foram utilizadas somente mamas
gue ndo apresentaram alteracdes nas caracteristicas macroscopicas do leite
(detectadas na prova do fundo escuro) ou na consisténcia (detectadas por palpagéo
apos a ordenha) que pudessem ser relacionadas a existéncia de processo
inflamatorio. Afora isso as amostras colhidas foram submetidas a analise fisico-
guimica (pH, eletrocondutividade, lactose, gordura e sdlidos totais), sendo que as
amostras utilizadas ndo apresentavam alteracées nessas caracteristicas.

Os géneros e espécies de bactérias isoladas na presente pesquisa estdo de
acordo com estudos anteriores que observaram que dentre os agentes etioldgicos
bacterianos identificados na mastite caprina, a maioria € similar aos encontrados na
espécie bovina (CONTRERAS et al., 2003; LANGONI; DOMINGUES; BALDINI,
2006; SCHMIDT et al., 2009; NEVES et al., 2010). Foram utilizadas 44 amostras de
leite de cabras positivas no exame microbiolégico, das quais foram isoladas e
identificadas 29 amostras do género Staphylococcus, 06 amostras do género
Streptococcus provenientes de 5 cabras e 09 amostras do género Corynebacterium.
As bactérias isoladas do género Staphylococcus foram classificadas em 10 espécies

diferentes descritas na Tabela a seguir (Tabela 9).

Tabela 9 — Descrigdo do género e da espécie de bactérias isoladas no leite
de cabras - Sdo Paulo — 2007 a 2010

Géner_o da bactéria Espécie identificada Ndmero de
isolada amostras
Staphylococcus aureus 02
Staphylococcus caseolyticus 01
Staphylococcus chromogenes 01
Staphylococcus epidermidis 05
Staphylococcus Staphylococcus Hominis 10
Staphylococcus kloosii 01
Staphylococcus lugdunensis 06
Staphylococcus pasteuri 01
Staphylococcus sciuri 01
Staphylococcus sp 01
Total Staphylococcus 29
Streptococcus Streptococcus sp 06
Corynebacterium Corynebacterium sp 09
TOTAL 44
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Em contraste, com auséncia de alteragdo da proteina do soro lacteo em
relagdo ao resultado do exame microbiologico, no fracionamento das proteinas foi
observado aumento nos teores de lactoferrina e diminuigéo nos teores das principais
proteinas do soro de leite B-Lg e a-La.

As concentracbes de lactoferrina obtidas nas amostras com isolamento
bacteriano foram iguais a 92,7 £ 46,0 mg/dL enquanto que nas amostras negativas
no exame microbiologico foram iguais a 72,0 + 23,0 mg/dL (Tabela 10 e Grafico 19).
Esses resultados estdo de acordo com os obtidos em estudos anteriores que
também descreveram um aumento dos teores de lactoferrina em amostras com
isolamento bacteriano, assim como em amostras de leite com mamite (CHEN;
CHEN; MAO, 2004; KAWAI et al., 2007, CHANETON et al., 2008; HYVONEN et al.,
2009; BARTH et al., 2010; FORSBACK et al., 2010).

A lactoferrina € uma proteina que atua na imunidade da glandula mamaria,
diante de infeccdes e inflamacdes atua como a primeira linha de protecdo com acéo
bacteriostatica, pela capacidade de sequestrar o ferro livre e atividade antibacteriana
pela habilidade em se ligar a membrana exterior de bactérias Gram-negativas
causando liberacdo rapida de lipopolisacarides e aumento na permeabilidade da
membrana, além disso, durante a inflamacéo € liberada de granulos secundarios de
neutrofilos refletindo o aumento da CCS (FARRELL et al., 2004).

Os resultados da presente pesquisa (Tabela 10 e figura 19) demonstraram
gque apesar das glandulas mamarias nao apresentarem alteracbes nas
caracteristicas macroscopicas do leite, na palpacdo do parénquima e nas
caracteristicas fisico-quimicas, a lactoferrina pode ser um indicativo precoce de
resposta da glandula mamaria frente a infeccdo bacteriana, principalmente em
cabras devido as limitagbes da contagem de células somaticas (CCS) como
indicador de infeccéo intramamaria como foi referido por Barth et al. (2010).

As concetragdes de a-La (179,2 + 54,0 mg/dL) e B-Lg (252,5 £ 110,2 mg/dL)
(Tabela 10 e figura 19) nas amostras de leite com isolamento bacteriano foram
menores quando comparadas com as concentragdes obtidas em amostras negativas
no exame microbiolégico (a-La igual a 226,3 + 44,0 e B-Lg igual a 297,3 + 81,2
mg/dL) essas observagdes concordam parcialmente com os resultados obtidos por
Caffin, Poutrel e Rainard (1985) e Sant’Ana (2004) que observaram diminuicdo nos
teores de a-La no leite de vacas com isolamento bacteriano, enquanto que as

concentracdes de B-Lg ndo foram influenciadas pelo isolamento bacteriano. A fracao
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a-La é precusrora da sintese de lactose, a diminuicdo dessa fracdo pode estar
associada as diminuicdes nos teores de lactose que ocorrem no leite mamitoso,
contudo, na presente pesquisa ndo ocorreu essa diminuicdo. Caffin, Poutrel e
Rainard (1985) descreveram que a menor concentracdo de a-La em vacas com
infeccdo maméria coincidiu com a diminuigéo dos teores de lactose.

As demais fragcdes do soro lacteo (Tabela 10 e Grafico 19), imunoglobulina de
cadeia pesada e de cadeia leve, assim como as concentragcdes de albumina sérica
nao foram influenciadas pelo isolamento bacteriano discordando de Caffin, Poutrel e
Rainard (1983) e Caffin e Poutrel (1988) que observaram aumento nas
concentracdes de 1gG; e IgG,, respectivamente, em quartos mamarios de vacas com
isolamento de Corynebacterium bovis, e Staphylococcus aureus.

Tabela 10 - Média, desvio padrdo (DP), intervalo de confianca (IC 95%) da proteina total,
proteina do soro lacteo e das fragcbes protéicas (lactoferrina; albumina;
imunoglobulinas de cadeia pesada, imunoglobulina cadeia leve, -
lactoglobulina e a-lactoalbumina) no leite de cabras Saanen positivas no
exame bacteriolégico e no leite de cabras negativas no exame bacteriolégico
- S&o0 Paulo — 2007 a 2010

RESULTADO DO EXAME BACTERIOLOGICO

Positivo Controle negativo
Média = DP (mg/dL) Média = DP (mg/dL)
[IC 95%)] [IC 95%)]

Proteinograma

877,7 +356,4 926,0 + 207,0

Proteina do soro [769.0 — 986.0] [863,0 — 989,0]

88,3 +44,0 91,2+23,5

Albumina [75,0 — 101,0] 84,0 — 98,0]

137,0 £ 65,6 145,7 + 42,0

Ig leve [116,0 — 156,0] [133,0 - 158,0]

179,2 + 54,0 226,3 + 44,0
[163,0 — 195,0] [213,0 — 239,0]
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Legenda: a,b — letras diferentes significam diferenca estatistica significante (p<0,05) — ANOVA

Gréfico 19 - Avaliacdo da influéncia do isolamento bacteriano nas fracdes protéicas do soro
lacteo do leite de cabras Saanen - S&o Paulo — 2007 a 2010.
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4.5 Influéncia do virus da artrite e encefalite caprina no proteinograma do leite
de cabras

Os resultados do presente estudo demonstraram que ndo houve influéncia da
infeccdo pelo CAEV nas concentracdes de proteina total (Tabela 11 e Gréfico 20),
pois os teores obtidos em amostras de cabras positivas para o virus da CAE (2.910
+ 260,0 mg/dL) foram semelhantes aos teores obtidos em cabras negativas do grupo
controle (2.910 + 270,0 mg/dL). Essas observacdes estdo de acordo com o0s
resultados obtidos Birgel Junior et al. (2005), que também néo verificaram diferencas
nos teores de proteina total no leite de cabras positivas e negativas para o virus da
CAE. As concentracbes de proteina do soro de leite (Tabela 11 e Grafico 20)
também ndo foram influenciadas pela presenca do virus da CAE quando

comparadas cabras positivas para com cabras negativas do grupo controle.
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Legenda: letras diferentes significam diferenga estatistica significante (p<0,05) — ANOVA

Gréfico 20 - Avaliagao da influéncia do virus da Artrite e encefalite caprina (CAE)
nos teores de proteina total do leite e proteina do soro lacteo de
cabras Saanen - S&o Paulo — 2007 a 2010.

Em contraste, com os resultados da concentracao de proteina do soro lacteo
gue nao variou, os resultados obtidos no fracionamento das proteinas do soro de
leite demonstraram existir influéncia do CAEV, pois, ocorreu diminuicdo na
concentragao de lactoferrina e a-La, (Tabela 11 e Graficos 21 e 22).

As concentragbes de a-La, segunda principal proteina do soro lacteo, foram
menores em cabras sororeagente positivas para o CAEV (192,6 = 46,6 mg/dL)

guando comparadas com as concentragdes obtidas no grupo controle (227,2 + 47,2
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mg/dL). A a-La é essencial na sintese de lactose, pois juntamente com (1,4-
galactosiltransferase formam o complexo lactose-sintetase no aparelho de Golgi do
epitélio mamario (FARRELL et al., 2004; BLECK et al., 2009). Bleck et al. (2009)
correlacionaram a concentracdo de a-La com a concentragédo de lactose no leite e
Birgel Junior et al. (2007) e Almeida (2009) constataram diminuicdo dos teores de
lactose no leite de cabras positivas para o CAEV. Na presente pesquisa
demonstrou-se que cabras positivas para o CAEV apresentaram, em termos
percentuais, 3% menos de a-La em relagdo aos animais negativos para o CAEV
(Grafico 21).
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Grafico 21 - Concentragdo (%) das proteinas fracionadas em relacdo a proteina do soro
no leite de cabras da raga Saanen sororeagentes positivas ao antigeno do
virus da Artrite e encefalite caprina e cabras controle negativo ao antigeno
do virus da Artrite e encefalite caprina obtida através da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) (SDS-PAGE) - Sao Paulo —
2007 a 2010.

Os resultados obtidos na presente pesquisa podem explicar achados que
correlacionaram a infeccado pelo CAEV com a diminuicdo da producao leiteira de
cabras (BOHLAND; D'ANGELINO, 2005). Em condi¢cdes brasileiras de criacéo,
esses autores constataram que a producéo leiteira nas cabras infectadas pelo CAEV
foi 21,5 % menor do que nos animais nédo infectados e que cabras infectadas
apresentavam lactacfes mais curtas, sendo a sua duracdo, em média, 37 dias
menor do que a observada em animais nao infectados. O complexo enzima lactose-

sintetase é responsavel pela regulacdo osmética do volume de leite.(BREW, 2003;
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ZHANG; BREW, 2003), pois a lactose formada se acumula no complexo de Golgi
ocasionando a entrada de &gua neste aparato, promovendo a formacdo da fase
aquosa do leite.

No leite com mamite as concentragbes de lactoferrina multiplicam devido as
grandes quantias de leucdcitos ativados liberados, dessa maneira ela desempenha
um papel protetor na glandula mamaria (KORHONEN; MARNILA, 2003). Diante de
infeccdes e inflamacgbes a lactoferrina atua como a primeira linha de protecdo com
acao bacteriostatica, pela capacidade de sequestrar o ferro livre que € um essencial
nutriente para a bactéria, e também atividade antibacteriana pela habilidade em se
ligar a membrana exterior de bactérias Gram-negativas causando a liberacdo rapida
de lipopolisacarides e um aumento na permeabilidade da membrana (FARRELL et
al., 2004). Os resultados obtidos na presente pesquisa mostram que as
concentracOes de lactoferrina foram menores (p> 0,05) em cabras sororeagentes
positivas aos antigenos do CAEV (61,3 + 18,0 mg/dL) quando comparadas com
amostras do grupo controle negativo (72,3 £ 26,0 mg/dL). Esse fato € indicativo que
a infeccdo pelo CAEV determina diminuicdo da capacidade de resposta organica as
infecgBes bacterianas. O mecanismo que determinaria esse fendmeno nao pode ser
esclarecido, porém é sabido que a lactoferrina desempenha atividade antiviral contra
virus RNA e DNA (FARRELL et al., 2004).

Smith e Cutlip (1988) demonstraram em cabras infectadas pelo CAEV a
existéncia de predisposicdo as infeccOes bacterianas na glandula mamaria. Essa
predisposi¢do seria mais um indicativo dos efeitos imunossupressores da infecgao
causada por este virus. De acordo com Birgel Junior a freqiéncia de glandulas
mamarias com isolamento bacteriano € maior nos animais infectados pelo CAEV
(30,62% - 49/160) quando comparados com o0 numero de mamas com isolamento
bacteriano nos animais negativos ao CAEV (18,51% - 52/281) (em fase de
elaboracado)?. Esses fatos mostram que a infeccdo pelo CAEV é fator predisponente
para instalacéo de processos infecciosos na glandula mamaria. Fenémeno, também,
descrito para 0s processos articulares que envolvem o CAEV, segundo Ramalho
(2000) a infeccdo pelo CAEV seria um fator predisponente a instalacdo do
Mycoplasma spp nas articulages, agravando os casos clinicos de artrites. A referida

autora observou significativa associacdo entre a infeccdo pelo virus da CAE e por

? Birgel Junior, E. H. Influéncia da infeccio pelo Virus da artrite-encefalite caprina no isolamento bacteriano

no leite de cabras. A ser publicado, 2010.
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Mycoplasma spp, sendo a significativa maioria dos caprinos com Micoplasmose
sororeagentes positiva para o virus da CAE (93,3% - 14/15).

Afora a Lactoferrina (84,0 £+ 4,0 kDa) e a a-La (12,0 + 0,65 kDa).foram
identificadas e quantificadas as seguintes fracfes protéicas no leite de cabras da
raca Saanen positivas e negativas para os antigenos do virus da CAE,: Albumina
sérica (66,0 = 2,0 kDa); Imunoglobulina de Cadeia Pesada (52,0 + 2,0 kDa);
Imunoglobulina de Cadeia Leve (26,0 £ 1,5 kDa) e B-Lg (16,0 + 1,0 kDa). Conforme
pode ser observado essas fragcbes nao sofreram alteracbes que pudessem estar

relacionados com a infeccéo pelo CAEV (Grafico 22 e Tabela 11).
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Letras diferentes significam diferenga estatistica significante (p<0,05) — ANOVA

Gréfico 22 - Avaliagdo da influéncia do virus da artrite e encefalite caprina (CAE) nas fracdes
protéicas do soro lacteo do leite de cabras Saanen - Sao Paulo — 2007 a 2010.
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Tabela 11 - Média, desvio padrdo (DP) e intervalo de confianga (95%) da proteina total, proteina do
soro e das fra¢des protéicas (lactoferrina; albumina; imunoglobulinas de cadeia pesada;
imunoglobulinas de cadeia leve; B-lactoglobulina; a-lactoalbumina) no leite de cabras
Saanen sororeagentes positivas ao antigeno do virus da Artrite e encefalite caprina e
cabras controle negativo - Sdo Paulo — 2007 a 2010.

Influéncia do virus CAE no proteinograma do leite de cabra

) CONTROLE NEGATIVO POSITIVO CAEV
PROTEINAS Média + DP Média + DP
[IC 95%]* [IC 95%]*

918,0 + 215,3 865,3 +199,3
Proteina do soro

[857,0 —979,0] [808,9 —922,3]

) 91,5+235 89,6 +21,7

Albumina
[84,4 — 98,28] [83,5—95,8]
141,7 £ 41,7 132,2 + 36,8
Ig Leve

[129,8 — 153,6] [121,7 — 142,7]

2272 £47,2 192,6 + 46,6
[213,8 — 240,7] [179,4 — 205,8]

Total de amostras 50 50

a- La
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5 CONCLUSOES

ESTUDO 1 - A andlise dos resultados da avaliacdo da influéncia do processo de
secagem da glandula maméaria no proteinograma da secre¢do lactea de cabras
permitiu as seguintes conclusdes:

a. Ocorre um aumento progressivo nos valores absolutos de proteina total
causado pelo aumento dos valores absolutos da proteina do soro lacteo,
sendo observado aumento progressivo nos valores absolutos de todas as
fracdes protéicas avaliadas (lactoferrina; albumina; imunoglobulinas de cadeia
pesada; imunoglobulinas de cadeia leve; 3-Lg e a-La);

b. Antes da secagem predominavam as fracdes de B-Lg e a-La, a partir do 3° dia
observa-se surgimento de novas fracdes e alteracdo do perfil protéico sem o
predominio de nenhuma fracao;

c. A partir do 3° dia de secagem houve o aparecimento de novas fracdes
protéicas (proteina com peso molecular entre 30 e 44 kDa; proteina com peso
molecular entre 100 e 297 kDa; proteina peso molecular médio de 11,0 + 0,69

KDa e proteina com peso molecular médio de 67,0 £ 1,0 KDa);

ESTUDO 2 - A analise dos resultados da avaliagdo da influéncia do periodo colostral
e do primeiro més de lactacdo no proteinograma da secrecdo lactea de cabras
permitiu as seguintes conclusdes:

a. As altas concentracOes de proteina total durante as primeiras 24 horas de
lactacdo sdo quase iguais a alta concentracdo de proteina do soro
demonstrando minima secrecéo de caseina nesse periodo;

b. As concentracdes de todas as fracdes protéicas obtidas (lactoferrina;
albumina; imunoglobulinas de cadeia pesada; imunoglobulinas de cadeia leve;
B-Lg e a-La) foram maximas nas primeiras 12 horas de lactacao;

c. Na primeira semana de lactacdo ocorre inversdo no predominio protéico na
secrecdo, nas primeiras 24 horas predomina as imunoglobulinas, enquanto

gue, a partir do 5° dia o predominio passa a ser das fragdes a-La e B-Lg;
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d. Nas primeiras 24 horas de lactacdo foram observadas novas fracdes protéicas
com peso molecular entre 132 e 244 kDa e nos primeiros 15 dias de lactacdo

fracdo com peso molecular entre 30 e 50 kDa;

ESTUDO 3 - A analise dos resultados do proteinograma do leite de cabras durante a
lactacdo plena: valores de referéncia, influéncia da fase de lactacdo e do numero de
lactacdes, permitiu as seguintes conclusdes:

a. Valores de referéncia para lactagcdo plena baseados nos intervalos de
confianca obtidos: proteina total entre 2.940,0 e 3.050 mg/dL; proteina do
soro lacteo entre 903,0 e 973,0 mg/dL; lactoferrina entre 68,0 e 77,0 mg/dL;
albumina entre 88,0 e 97,0 mg/dL; imunoglobulina cadeia pesada entre 93,3 e
103,0 mg/dL; imunoglobulina cadeia leve entre 132,7 e 146,0 mg/dL; B-
lactoglobulina entre 299,0 e 329,0 mg/dL e a-lactoalbumina entre 213,0 e
229,5;

b. O soro lacteo de cabras durante a lactagdo plena € composto principalmente
pelas proteinas a-La e B-Lg, percentualmente foram iguais a B-Lg (33%) e a-
La (24%) que juntas corresponderam a 57% de todas as proteinas do soro
lacteo;

c. As concentracdes de proteina total, da proteina do soro lacteo e das fracbes
protéicas sofrem influéncia da fase de lactacdo, sendo:

- A concentracdo da proteina total, proteina do soro lacteo e das fracbes
protéicas sdo maiores nos primeiros 15 dias de lactacdo devido a fase
colostral;

- As concentracdes de lactoferrina e imunoglobulinas de cadeia pesada sao
estaveis apods os 15 dias de lactacdo enquanto que as concentracdes de
albumina diminuem e as concentracbes de imunoglobulina de cadeia leve
oscilam ao longo da lactacao

- As concentragdes de B-Lg diminuem ao longo da lactacdo e sdo maiores
durante os primeiros dois meses

- A concentragao de a-La varia pouco durante a lactacdo e é maxima entre 30
e 60 dias de lactacao

d. O numero de lactagbes nao influencia a concentracdo de proteina total no
leite de cabras, porém a concentracao de proteina do soro lacteo de cabras
com 1 e 2 lactagBes € menor quando comparadas com cabras com mais de 3
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lactagbes e os teores de lactoferrina, albumina sérica, imunoglobulinas e -

Lg, s&o menores em cabras de primeira lactagéo

ESTUDO 4 - A andlise dos resultados da avaliagdo da influéncia do isolamento
bacteriano no proteinograma do leite de cabras permitiu as seguintes conclusées:
a. O isolamento bacteriano néo influencia as concentracdes de proteina total do
leite e proteina do soro lacteo de cabras
b. Amostras com isolamento bacteriano apresentam maiores concentracdes de

lactoferrina e menores concentragdes de 3-Lg e a-La;

ESTUDO 5 - A andlise dos resultados da avaliacao da Influéncia do virus da artrite e
encefalite caprina no proteinograma do leite de cabras permitiu as seguintes
conclusdes
a. O virus da CAE ndo influencia as concentracfes de proteina total do leite e
proteina do soro lacteo de cabras;
b. As concentracfes de lactoferrina sdo mais altas em amostras sororeagentes
positivas ao CAEV determinando um fator imunossupressor;
c. As concentracbes de a-La sdo menores nas amostras sororeagentes
positivas ao CAEV;
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