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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar biomarcadores de mastite ap0s terapia da secagem com plasma rico em
plaquetas (PRP), associado ou ndo a antibidtico. Trinta e seis quartos mamarios foram utilizados em trés
tratamentos (T): T1 — antibi6tico (ATB), T2 — PRP e T3 — PRP + ATB. Amostras de leite foram coletadas antes
da secagem (A1), no parto (DO0) e 14, 30 e 60 dias pds-parto (D14, D30 e D60), para determinar contagem de
células somaticas (CCS) e amiloide A (AA). O delineamento foi inteiramente ao acaso, com arranjo em parcelas
subdivididas (SigmaPlot®). Dados de CCS foram transformados (log 10). As médias foram comparadas
utilizando-se testes de Tukey ou Holm-Sidak (P<0,05). A CCS em Al foi elevada em todos os grupos (P>0,05).
No D30, CCS foi maior em T2 (P<0,05), igualando-se no D60. N&o houve diferenga na AA entre Ts em qualquer
dia de coleta (P>0,05). Houve diferenca nos momentos de coleta (P<0,05), A1 maior que D14 e D30. Houve uma
correlagdo positiva fraca com CCS (0,280). Os tratamentos foram semelhantes em manter a saude da glandula
mamaria na lactagdo subsequente. O PRP intramamario pode ser usado para terapia de vaca seca em casos de
mastite subclinica.

Palavras-chave: imunomodulador, bovinos, biomarcadores
ABSTRACT

This study aimed to evaluate biomarkers of mastitis after autologous platelet rich plasma (PRP) dry cow therapy,
associated or not with antibiotic, compared to conventional treatment. Thirty-six mammary quarters were used
in three treatments (T): T1 - antibiotic, T2 - PRP and T3 - PRP + ATB. Milk samples were collected before
drying (A1), on calving (DO) and at 14, 30 and 60 days postpartum (D14, D30 and D60), for Somatic Cell Count
(CCS) and amyloid dosage A (AA). The design was completely randomized with arrangement in subdivided plots
(SigmaPlot ®). Data from CCS were transformed in log10. Means were compared using the Tukey or Holm-
Sidak tests, at a 95% confidence level (P<0.05). CCS in Al was elevated in allgroups (P>0.05). On D30 CCS
was higher in T2 (P<0.05), matching D60. There was no difference in AA among T on any day of collection
(P>0.05). There was difference in collection moments (P<0.05), Al different from D14 and D30. There was a
weak positive correlation with CCS (0.280). Three treatments were similar in maintaining the health of the
mammary gland at subsequent lactation. PRP intramammary can be used for dry cow therapy in subclinical
mastitis.

Keywords: immunomodulator, cattle, biomarkers
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perda da capacidade secretora da glandula
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intensidade do processo inflamat6rio, com a
prevaléncia da doenca no rebanho, com a
patogenicidade dos agentes envolvidos e com o
nimero e estagio de lactacdo (Detilleux, 2018).
Além disso, a possibilidade de veiculacdo aos
consumidores de micro-organismos patogénicos
ou suas toxinas por meio do consumo de leite é
um problema de sadde publica (Langoni, 2013).

A mastite pode se apresentar na forma clinica
(MC) ou subclinica (MSC) e, nesta Ultima, a
principal caracteristica utilizada para o
diagnéstico é o aumento na contagem de células
somaticas (CCS), devido a maior migracdo de
células de defesa para a glandula mamaria,
considerando-se um limiar de 200.000 células/mL
de leite para mamas sadias (Della Libera et al.,
2010), o qual pode chegar a 5.000 x 103
células/mL de leite, dependendo da severidade e
da extensdo da infeccdo e do tipo de micro-
organismo envolvido, sendo um importante
mecanismo de defesa contra infec¢fes (Barber e
Yang, 1998). Outros biomarcadores para mastite
tém sido estudados. Nos bovinos, a amiloide A
sérico (SAA) é uma das principais proteinas da
fase aguda (Eckersall et al., 2001; Murata et al.,
2004), e Hussein et al. (2018) sugeriram que sua
medicdo no leite (MAA- milk amyloid A) para
diagnosticar MSC é mais vantajosa do que CCS,
pois essa proteina é indetectavel no leite de
animais sadios, ndo havendo outro fator que ndo a
mastite para 0 aumento de sua concentragdo.

Entre os periodos criticos de alta incidéncia de
mastite em vacas leiteiras, o periodo seco é
bastante complicado por diversos fatores, como o
estresse causado pela interrupcdo da ordenha e
pela cessagdo dos cuidados diarios de desinfecgio
dos tetos, além de o leite residual favorecer o
desenvolvimento microbiano (Green et al., 2002).
A aplicacéo de antibidtico de longa acdo em todos
0s quartos mamarios no momento da secagem tem
sido o foco dos programas de controle da mastite
subclinica, visando ao tratamento de casos
subclinicos e a profilaxia no caso dos tetos ndo
infectados (Berry e Hillerton, 2002; Bhutto et al.,
2010), com permanéncia do  principio
medicamentoso por periodo maior de tempo na
glandula mamaria (Green et al.,, 2002). No
entanto, a terapia da vaca seca aumenta o
potencial de desenvolvimento de resisténcia dos
micro-organismos (Santos, 2013), o que resulta
em grande pressao para a reducdo do emprego de
antibiéticos de forma desnecessaria. Abordagens

2078

Terraetal.

ndo antibidticas podem ser Uteis para prevenir
novas infeccBes durante o periodo seco, em
rebanhos em que o risco de mastite ambiental é
alto (Pyorala, 2008).

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um material
autégeno obtido por meio da centrifugagdo de
sangue venoso (Mello et al., 2006). Fatores de
crescimento e outros compostos bioativos
presentes no PRP desempenham um importante
papel na reparagdo de tecidos e no estimulo dos
mecanismos de defesa contra as infec¢bes (Yuan
et al, 2012), com potencial efeito
imunomodulador. A interacdo de plaquetas com
neutréfilos promove o recrutamento de mais
neutrofilos e outros leucdcitos ao tecido
inflamatorio; além disso, as plaquetas ativadas
iniciam ou amplificam varias respostas de
neutréfilos, incluindo fagocitose, producdo de
radicais de oxigénio e producdo de armadilhas
extracelulares dos neutrdfilos (NETs — neutrophil
extracellular traps) (Lisman, 2018). Lange-
Consiglio et al. (2014) e Evkuran Dal et al. (2019)
demonstraram uma boa acdo de concentrado
plaquetario na resolucdo da resposta inflamatoria
da glandula mamaria de bovinos. Os primeiros
autores demonstraram maior eficacia associando-
se antibidtico intramamario ao concentrado
plaquetario, inclusive com menores indices de
reincidéncia, além do PRP ter sido mais eficaz do
que antibiotico quando utilizado isoladamente em
casos de mastite cronica.

Pelos efeitos do PRP no estimulo dos mecanismos
de defesa contra as infeccdes, é provavel que ele
possa atuar de forma a induzir uma melhor
resposta imunoldégica da glandula mamaria
durante o periodo seco, auxiliando no seu
restabelecimento e em sua preparacdo para a
lactogénese subsequente. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar biomarcadores de mastite
(CCS e amiloide A) ap0s terapia de vaca seca com
PRP, associado ou ndo a antibiético, em
comparacao ao tratamento convencional.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (Ceua/UFRRJ n° 7731180816) e
foi realizado de janeiro a julho de 2018. Foram
selecionados animais com MSC de uma
propriedade leiteira com 83 animais em lactagdo,
localizada no Distrito de Dorandia, Barra do Pirai

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.6, p.2077-2085, 2020



CCS e amiloide A...

— RJ, na qual era utilizada ordenha mecanica. O
manejo pré-ordenha consistia de lavagem dos
tetos com agua clorada apenas se houvesse muita
sujidade, descarte dos primeiros jatos, imersdo
dos tetos em solucdo pré-dipping (1,7% de &cido
latico + 0,5% de peréxido de hidrogénio),
secagem ap6s 30 segundos com papel-toalha
(uma folha por teto) e colocacdo de ordenhadeira.
Ao final da ordenha, os tetos eram desinfetados
com solugdo pos-dipping a base de clorexidina
0,5%, e os animais, entéo, eram soltos ao pasto.

Foram selecionados 36 quartos mamarios de
vacas mesticas (Holandés x Zebu) ao final da
lactacdo, as quais ndo haviam sido tratadas com
antibiético nos 30 dias antecessores e
apresentavam mastite subclinica (reacdo positiva
ao California Mastits Test - CMT). Os animais
tinham entre quatro e oito anos, escore de
condicdo corporal estava entre 2,5 e 3,5 (escala de
1,0 a 5,0 conforme Wildman et al. (1982)), e eles
eram mantidos sob regime de pastejo, recebendo
concentrado comercial de acordo com a produgéo
de leite, além de mistura mineral completa e 4gua
sem restricéo.

No altimo dia de ordenha (inicio do periodo seco),
foram instituidos trés tratamentos, sendo 12
guartos mamarios por tratamento (T). O T1
consistiu na infusdo intramamaria de antibiético,
considerado tratamento convencional, utilizando-
se formula comercial rotineiramente aplicada na
fazenda (Matijet vaca seca®, benzilpenicilina G
procaina 1,000g, benzilpenicilina G potassica
0,314g; sulfato de neomicina 0,735g, MSD Satde
Animal, Brasil). No T2, os quartos mamarios
foram tratados com infusdo intramamaria de PRP
autélogo, em um volume de 10 mL por quarto,
utilizando-se canulas intramamarias descartaveis,
idénticas as utilizadas na aplicacéo de antibidtico.
Jano T3, cada quarto mamario recebeu infusdo de
PRP autdlogo (10 mL), seguida de aplicagdo de
antibiético intramamario. As infusdes foram
precedidas de esgotamento total do Ubere,
antissepsia com é&lcool 70% e seguidas de
massagem para melhor distribui¢o do produto na
glandula e imersdo dos tetos em solugdo pos-
dipping. Os animais foram examinados uma vez
por semana, durante todo o periodo seco, a fim de
se verificarem possiveis sinais de mastite clinica
ou outras enfermidades.

O PRP foi obtido dos animais do T2 e do T3,
conforme protocolo descrito por Marques et al.

(2014). Ap6s antissepsia adequada da pele na
regido do pescoco, de cada animal foram
coletados 450 mL de sangue em bolsa de
transfusdo contendo CPDA-1 (&cido citrico,
citrato de sodio, fosfato de sddio, dextrose e
adenina), por puncdo venosa da jugular com
cateter 16g acoplado a bolsa, sendo
constantemente homogeneizado. As bolsas foram
acondicionadas em caixa isotérmica, sendo feita
homogeneizacdo periddica, até a chegada ao
laboratério, em torno de 20min. Todo 0 manuseio
do sangue foi realizado em capela de fluxo
laminar e de forma estéril, sendo retiradas
aliquotas de 15 mL em tubos tipo Falcon estéreis
para proceder as centrifugacdes.

Foram realizadas duas centrifugacdes: a primeira
a 400 g (g-force) por 10min, na qual descartaram-
se 50% do plasma da parte superior e a fragdo de
hemécias, e a segunda centrifugacéo a 800 g por
10min, quando 75% do plasma sobrenadante foi
descartado (plasma pobre em plaquetas), restando
0s 25% do plasma considerado PRP, que foi
acondicionado em frasco estéril e mantido em
recipiente isotérmico contendo gelo, até a
aplicacdo intramamaria. Nesse processo, foram
obtidos 40 mL de PRP de cada animal,
objetivando-se a utilizacdo de 10 mL em cada
quarto mamario. Foi feita contagem de plaquetas
diluindo-se 10 uL de PRP em 1990 uL de liquido
de Brecher, procedendo-se ao preenchimento da
camara de Neubauer, a qual foi acondicionada em
camara Umida para repouso de 20min. Foram
contadas plaquetas em cinco quadrados do
reticulo central, obtendo-se o nimero de plaquetas
por mL, por meio da multiplicagcdo pela é&rea,
altura e diluicdo (n2 plaquetas x 5 x 10 x 200 =
plaquetas/mm? sangue). Uma pequena aliquota foi
enviada ao laboratério de microbiologia, para
cultura e isolamento (Chi et al., 2001), visando
confirmar a esterilidade do hemoderivado.

Amostras de leite foram obtidas em frascos
estéreis de 50 mL antes da secagem (Al), no dia
do parto (DO) e aos 14, 30 e 60 dias ap6s o parto
(D14, D30 e D60, respectivamente), apds
antissepsia do teto e eliminagdo dos primeiros
jatos. O material foi armazenado em caixas
isotérmicas contendo gelo, até a chegada ao
laboratério, onde foi dividido em duas aliquotas.
Aliquotas de 40 mL de leite foram acondicionadas
em recipientes contendo o conservante bronopol
(2- bromo- 2- nitro -1,3- propanodiol na
concentracdo de 8mg do ingrediente ativo para
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cada 40 mL da amostra). Os frascos foram
homogeneizados por inversdo por 10 vezes, de
forma suave, e alocados em caixa de transporte
especifica, sendo, apds 15min, feita inversdo da
mesma por mais 10 vezes, para total diluicdo do
conservante. Em seguida, as amostras foram
encaminhadas por transportadora para o
Laboratério da Rede Brasileira de Qualidade do
Leite (Clinica do Leite, Esalq/USP, Brasil) para
analise de CCS por citometria de fluxo
(células/mL).

Aliquotas de leite total foram congeladas a -20 °C,
em frascos tipo Falcon de 15 mL, para posterior
dosagem de amiloide A (AA), por meio do ensaio
imunoenzimatico (ELISA) do tipo sanduiche,
utilizando-se kit comercial para SAA (Cloud-
Clone Corp. SEA885B0 for Serum Amyloid A),
seguindo-se recomendacdes do fabricante. O uso
de kit para SAA em amostras de leite foi feito
anteriormente por Gerardi et al. (2009) e Thomas
et al. (2015, 2016), e a primeira descricdo da
técnica foi feita por McDonald et al. (1991).

Amostras foram diluidas em 1:50 (10 pL da
amostra em 490 mL de PBS), enquanto o padréo
foi reconstituido em solucdo especifica, sendo
feitas diluicbes seriadas a partir da solucédo
estoque, com concentracdo de 40 ng/mL,
obtendo-se as seguintes concentragdes de AA: 10;
5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156 ¢ 0 ng/mL
(branco). ApG6s o preparo das amostras e
solucBes-padrdo, foram pipetados 100 uL de cada
amostra na placa, além das sete concentra¢Ges do
padréo e do branco. A placa foi selada e incubada
durante uma hora, a 37 °C. O liquido foi removido
da placa, porém sem lavagem. Pipetaram-se 100
uL do reagente A (anticorpo primario) em cada
poco e novamente a placa foi selada e incubada a
37 °C, por uma hora. Em seguida, a solucéo foi
aspirada e os pocos foram lavados por trés vezes,
com 350 pL de solucdo de lavagem, deixando-se
agir por um a dois minutos.

Ap6s a Ultima lavagem, toda a solucdo foi
removida por inversdo da placa em papel
absorvente. A proxima etapa consistiu na adigao
de 100 pL do reagente B (anticorpo secundario),
seguida de incubacdo a 37 °C, por 30min, apds
selar a placa. ApOs esse processo, foram feitas
cinco lavagens, conforme ja descrito, e
adicionados 90 L de substrato em cada poco,
incubando-se a 37 °C, por 10-20min, protegendo-
se a placa da luz com uma tampa pléstica preta.
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Nesse momento, a solucdo se tornou azulada.
Entdo, 50 pL de solucédo Stop foram acrescentados
e o liquido ficou amarelado. Apds ser verificada a
auséncia de bolhas no liquido dos pocos, foi feita
leitura imediata de densidade Optica em leitor de
ELISA a 450 nm (Thermo Scientific — Multiskan
GO).

A partir dos resultados de densidade dptica, os
valores obtidos das solugdes-padrdo foram
submetidos ao software SigmaPlot®, para
obtencdo de curva-padrdo, em que a variavel
independente 'y  foi representada  pelas
concentracdes conhecidas e a variavel dependente
x correspondeu as absorbancias. A equacdo foi
obtida por regressdo polinomial e, a seguir,
calcularam-se as concentracbes das amostras,
multiplicando-se por 50, devido a diluigdo inicial.

O delineamento foi inteiramente ao acaso, com
arranjo em parcelas subdivididas, sendo cada
quarto mamario uma unidade experimental, trés
tratamentos, e as parcelas os momentos de coleta
e de avaliagbes (Al, DO, D14, D30 e D60). A
andlise estatistica foi efetuada utilizando-se o
programa SigmaPlot®, empregando-se os testes
de Kolmogorov-Smirnov para se verificar a
normalidade dos dados. Os dados referentes a
CCS sofreram transformacao logaritmica (log
base 10) para atingir normalidade. Para todas as
varidveis, foram determinados as medias e o
desvio-padrdo. A avaliacdo entre os tratamentos
nos diferentes tempos foi realizada por anélise de
variancia para medidas repetidas, e as médias
foram comparadas utilizando-se os testes Tukey
ou Holm-Sidak, a um nivel de confianga de 95%
(P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método manual para obtencéo do PRP descrito
por Marques et al. (2014) foi eficiente para
concentracdo de plaquetas com resultados
bastante semelhantes aos obtidos pelos autores. A
média de plaquetas no sangue foi de 290+40 x
1000/mL, enquanto no PRP a média foi de
2.477+500 x 1000/mL, o que representa um valor
aproximadamente 10 vezes maior no PRP que no
sangue (Tab. 1). De acordo com Marx (2004),
para que 0 PRP seja considerado terapéutico, é
necessario um ganho em concentracédo de 300-
400% em relacdo ao sangue. Esse protocolo foi
mais eficiente na concentracdo de plaquetas
bovinas do que o método de dupla centrifugacdo
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utilizado por Lopez et al. (2012), e o resultado foi
bastante semelhante ao obtido por Lange-
Consiglio et al. (2015) também em bovinos. De
todas as amostras de PRP, obteve-se resultado
negativo no cultivo microbiolégico, o que
confirma as boas praticas na manipulacdo no
laboratorio que conservaram sua esterilidade, bem
como a adequacdo do método para fins de
utilizacdo do PRP.

No dia do parto, dois animais do grupo tratado
com PRP (T2) apresentaram cortes em um dos

tetos, que resultaram em inflamacdo e risco de
infeccdo da glandula maméria, sendo instituida
antibioticoterapia intramamaria. Por esse motivo,
esses quartos mamadrios foram retirados das
analises, ficando os grupos com as seguintes
unidades experimentais: T1 n=12, T2 n=10 e T3
n=12. Na média, a CCS das amostras de leite
colhidas no dia da secagem (A1) foi elevada em
todos os grupos (P>0,05), conforme descrito na
Tab. 2.

Tabela 1. Contagem de plaquetas (x 1000/mL) do sangue e plasma rico em plaquetas (PRP) de seis vacas
pertencentes ao plantel leiteiro de uma fazenda em Barra do Pirai-RJ

FIEJUE S Porcentagem em relacéo ao
(x 1000/mL) g ¢
Animal Sangue PRP sangue
1 336 3290 979
2 368 2650 720
3 255 2870 1125
4 347 2090 602
5 355 2510 707
6 330 3430 1039

Valores de referéncia para bovinos: 90 a 235 x 1000/mL (Smith, 2006)

Tabela 2. Médias das contagens de células sométicas (x 1000) de 34 quartos mamarios de nove vacas,
pertencentes ao plantel leiteiro de uma fazenda em Barra do Pirai-RJ, submetidas a trés tratamentos (T) na
secagem (T1 = antibidtico (ATB); T2 = plasma rico em plaquetas (PRP); T3 = PRP + ATB)

Dia de coleta Tratamentos
ATB (n=12) PRP (n=10) ATB+PRP (n=12)
Secagem 256242 394042 27457
14 49Ab 204Ab 11440
30 4T7Ab 38980 2840
60 53Ab 7140 4940

Médias seguidas de letras diferentes (maidsculas nas linhas e mindsculas nas colunas) diferem estatisticamente a um

nivel de confianga de 95% (P<0,05).

Ap6s o parto, a maior média de CCS foi verificada
no D30, no grupo tratado com PRP (T2), havendo
diferenca em relacdo ao T1 e ao T3. A CCS menor
que 100 mil células/mL de leite no T1 em todos
0s momentos é condizente com a auséncia de
mastite nos animais desse grupo. No T2, a alta
CCS indica reacdo inflamatoria da glandula, MSC
no D30 e remissdo do processo no D60,
apresentando  CCS menor que 100.000
células/mL. O nimero de quartos mamarios com
mais de 200 mil células/mL de leite foi mais alto
em D30 (T1=1; T2=4 e T3=1), ocorrendo
diminuicdo de quartos com CCS indicativa de
MSC aos 60 dias (T1=0; T2=1e T3=1).

O aumento da celularidade do leite na presenca de
agentes patogénicos ocorre devido a migragdo de
leucécitos do sangue para o limen alveolar e esta
relacionado a patogenicidade do agente envolvido
(Souza et al., 2009). Além da mastite, outros
fatores, principalmente a fase da lactacéo,
influenciam a CCS do leite. Dessa forma, ao final
da lactacdo, era esperada uma alta CCS. Nos trés
tratamentos, houve queda significativa da CCS
pos-parto (Fig.1).

Por meio da leitura das concentracfes das
solucBes-padréo de AA, foi gerada a equagdo y =
0,155 - (1,276 * x) + (3,182 * x2), com R?= 99%,
obtendo-se as médias de AA nos diferentes dias
de coleta dos trés tratamentos (Tab. 3). Ndo houve
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diferenca entre os tratamentos em nenhum dia de
coleta (P>0,05). Houve diferenca nos momentos
de coletas (P<0,05), quando amostras colhidas
antes da secagem apresentaram médias mais

5000
4000 A
3000 '
2000
1000

CCS mil/mL de leite

Terraetal.

elevadas, como era esperado devido as altas CCS,
apresentando diferenca de D14 e D30, com
menores médias.

0
Secagem 14

Dias em relagéo ao parto
--ATB --a---PRP —8—PRP+ATB

Figura 1. Médias de contagem de células sométicas (CCS) do leite de 34 quartos mamarios de nove vacas
pertencentes ao plantel leiteiro de uma fazenda em Barra do Pirai-RJ, submetidas a trés tratamentos (T) na
secagem (T1 = antibidtico (ATB); T2 = plasma rico em plaquetas (PRP); T3 = PRP + ATB), com diferenca
em D30 no T2 (P<0,05).

Tabela 3. Médias e desvio-padrao de amiloide A (ng/mL) no leite de 34 quartos mamarios de nove vacas
pertencentes ao plantel leiteiro de uma fazenda em Barra do Pirai-RJ, submetidas a trés tratamentos (T) na
secagem (T1 = antibidtico (ATB); T2 = plasma rico em plaquetas (PRP); T3 = PRP + ATB)

Dia de coleta Tratamentos
ATB (n=12) PRP (n=10) PRP+ATB (n=12) Médias
Antes da secagem 687,80+8,23 684,87+8,23 968,77+8,23 780,48~
0 369,45+8,23 631,11+8,23 584,82+8,23 528,46 A8
14 384,12+8,23 609,50+8,23 193,46+8,23 395,698
30 320,70+8,23 285,10+8,23 395,53+8,23 333,788
60 582,74+12 33 411,77+9,27 382,24+9,27 458,92 18

Médias seguidas de letras distintas nas colunas diferem estatisticamente a um nivel de confianca de 95% (P<0,05). Ndo
houve interacdo entre tratamentos e dias de coleta, ou seja, o efeito de diferentes dias de coleta ndo depende do

tratamento.

Eckersall et al. (2001) demonstraram que a AA é
bastante especifica para diferenciar animais
sadios daqueles que apresentavam mastite.
Haghkhah et al. (2010) e Nazifi et al. (2018)
demostraram uma forte correlagdo entre CCS e
AA, em grupos com diferentes graus de CCS, e
uma proporcdo direta com a cultura
microbioldgica. Porém, Thomas et al. (2015)
descreveram que valores basais dessa proteina sao
esperados devido ao fato de a AA ser sintetizada
por células epiteliais da glandula mamaria,
podendo ndo se correlacionar com CCS. O
presente trabalho apresentou correlacdo fraca
positiva com CCS (0,280), corroborando o fato de
a amiloide A aumentar nos casos de aumento de
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CCS. Domeénech et al. (2014) demonstraram que
AA do tipo 3 induz a involugdo da glandula
mamaria no periodo seco e a expressdo de
citocinas relacionadas a imunidade inata,
justificando altas concentracdes antes do parto.

As concentracdes de AA em todos os tempos e
tratamentos foram inferiores aos descritos por
Evkuran Dal et al. (2019) em vacas com mastite
subclinica. As concentragfes ap0s o parto sdo
condizentes com o esperado para animais sem
sinais de infeccdo intramaméria (Fig. 2). Thomas
et al. (2015) encontraram valores médios de AA
de 0,96 pg/mL (960 mg/mL) em vacas livres de
mastite (CCS < 200 mil células/mL), valores
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superiores aos obtidos no presente experimento.
Em outro estudo, Thomas et al. (2018)
demonstraram que as médias de proteinas da fase
aguda podem variar dependendo do pat6geno,
sendo mais elevadas nos casos de mastite aguda,

1200,00
1000,00

800,00

AA (ng/mL)

Secagem

causada por patégenos de origem ambiental.
Como os animais do presente experimento
apresentavam MSC no momento da secagem,
eram esperados valores inferiores de AA quando
comparados ao artigo citado nos casos de MC.

600,00 I I I
400,00 I
= | RN
0,00
DO D14 D30 D60

Dias em relacdo ao parto

EATB =PRP mPRP+ATB

Figura 2. Médias e desvio-padrdo de amiloide A dosada do leite (AA) de 34 quartos mamarios de nove
vacas pertencentes ao plantel leiteiro de uma fazenda em Barra do Pirai-RJ, submetidas a trés tratamentos
(T) na secagem (T1 = antibidtico (ATB); T2 = plasma rico em plaquetas (PRP); T3 = PRP + ATB)

A busca por tratamentos que minimizem o uso de
antibiéticos na pecuaria leiteira tem sido o foco de
muitos trabalhos, pois seu uso imprudente pode
promover o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana, além da possibilidade de haver
residuos de antibiéticos no leite e derivados
lacteos que chegam ao consumidor (Berry e
Hillerton, 2002). Na propriedade onde foi
desenvolvido o presente experimento, ha relatos
de recusa do recebimento do leite no laticinio,
devido & presenca de residuo de antibidtico,
provavelmente por causa da mistura de leite de
vacas no inicio da lactacdo, mesmo tendo sido
respeitado o tempo de caréncia determinado pela
bula da formulacdo (marca ndo mencionada
utilizada em lactagBes anteriores). Esse é um
problema com grande impacto econémico e o
produtor € penalizado pela inutilizacdo de grande
volume de leite.

O uso do PRP pode ser uma alternativa para
propriedades que querem minimizar o uso de
antibiéticos. O PRP ndo impediu a ocorréncia de
MSC nos primeiros 30 dias da lactacdo,
considerando um limiar de CCS de < 200.000
células/mL de leite, porém mostrou-se semelhante
aos demais tratamentos a partir desse periodo

critico. A meédia de CCS em D30, no entanto,
ficou abaixo do preconizado pela legislacdo
(Brasil, 2018), ou seja, o leite do conjunto estava
dentro dos padr@es para recebimento no laticinio.
Nenhum quarto mamario desse grupo necessitou
de antibioticoterapia durante toda a lactacéo,
assim como no grupo que recebeu antibidtico.

Berry e Hillerton (2002) compararam os indices
de novas infec¢bes e MC em rebanhos com baixa
CCS, tratados e ndo tratados com antibiotico, e
encontraram indices superiores naqueles que nédo
receberam tratamento algum. Vanhoudt et al.
(2018) fizeram um estudo retrospectivo de terapia
seletiva de vaca seca na Holanda, na qual animais
com baixa CCS na secagem deixaram de receber
antibiético intramamario, demonstrando que nao
houve diferenca nos indices de novas infeccOes
durante o periodo seco, sendo possivel reduzir a
utilizacdo de antibioticos. No presente trabalho,
0s quartos mamarios apresentavam alta CCS no
momento da secagem e os tratamentos instituidos
foram equivalentes, demonstrando eficicia do
PRP na manutencdo da salde da glandula
mamaria quando utilizado na secagem, mesmo
com alta contagem de CCS, indicativa de MSC.
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Evkuran Dal et al. (2019) demonstraram reducao
significativa nas CCS em vacas com mastite
subclinica tratadas com concentrado plaquetario,
associado ou ndo a antibiotico, apresentando
semelhanca ao tratamento com antibiotico
intramamario. Lange-Consiglio et al. (2014)
relataram que o tratamento com concentrado
plaquetario nos casos de mastite aguda foi
semelhante ao tratamento com antibi6tico ou
antibiético associado ao concentrado plaquetario
e, nos casos de mastite crbnica, o concentrado
apresentou resultados melhores que o tratamento
convencional. Diferentemente deste experimento,
no qual foi utilizado PRP aut6logo, os autores
citados utilizaram sangue de vacas doadoras para
obtencdo do hemoderivado.

O tratamento intramamario no momento da
secagem com PRP associado a antibidtico foi
semelhante ao tratamento convencional. Lange-
Consiglio et al. (2014) relataram que a
administracéo de fatores de crescimento por meio
do PRP pode auxiliar na reparagdo dos tecidos
lesados por resposta inflamatéria prolongada,
podendo justificar o beneficio a associacéo.

CONCLUSOES

Os tratamentos de vaca seca com PRP e PRP
associado a antibiético foram similares ao
tratamento convencional com antibi6tico na
manutencdo da salde da gléandula mamaria na
lactacdo subsequente. PRP intramamério pode ser
utilizado para tratamento na secagem de vacas
com mastite subclinica.
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