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RESUMO: O periparto caracteriza-se por mudangas imunes e
fisiolégicas na glandula mamdria das fémeas bovinas, tornando-as
mais susceptiveis s mastites. Este trabalho teve o objetivo de ava-
liar a fagocitose da bactéria Escherichia coli pelos fagécitos do san-
gue ¢ do colostro de vacas higidas da raca Holandesa. Amostras
provenientes de 22 fémeas, entre novilhas e vacas, foram obtidas
durante a primeira ordenha pds-parto, para avaliagio da fagocitose,
em laminula de vidro, apés estimulo com E. coli. A proporcio de
fagécitos espraiados do sangue foi maior quando as células foram
estimuladas com bactérias (p=0,003), no entanto a taxa de fagoci-
tose foi baixa e semelhante & observada quando as células nio foram
estimuladas (p=0,299). No colostro, foram constatados maiores
indices de fagocitose (p=0,001) e espraiamento (p=0,000) quando
os fagécitos foram estimulados com E. coli. Comparando-se os
resultados obtidos para o sangue e o colostro, verificou-se, no san-
gue, maior propor¢io de fagécitos nao espraiados e que nao apre-
sentavam bactérias no seu interior, estimulados (p=0,000) ou nao
(p=0,002) com bactéria. Houve maior taxa de espraiamento nos
fagécitos do colostro quando estimulados com E. coli (p=0,002).
Nao se viu diferenca nos percentuais de fagocitose entre as amostras
de sangue e colostro incubadas (p=0,478) ou nio (p=0,071) com
bactérias. Os resultados permitiram concluir que E. coli influen-
ciou no espraiamento dos fagécitos do sangue e do colostro de
fémeas bovinas da raca Holandesa no periodo do pés-parto ime-
diato e auxiliario na compreensio dos mecanismos imunoldgicos
ocorridos nesse periodo, considerado o de maior susceptibilidade
das fémeas bovinas as infec¢oes.
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ABSTRACT: The peripartum is characterized by immune
and physiological changes in the mammary glands of cows,
making them more susceptive to mastitis. This work aimed to
evaluate the phagocytosis of Escherichia coli by phagocytes from
blood and colostrum from healthy Holstein cows. Samples
from 22 female, heifers and cows, were obtained during the
first postpartum milking for evaluation of phagocytosis in
glass cover slip, after stimulation with E. coli. The proportion
of spreading blood phagocytes was higher when cells were
stimulated with bacteria (p=0.003). However, the phagocytosis
rate was low and similar to that observed when blood cells
were unstimulated (p=0.299). Colostrum showed higher rates
of spreading (p=0.000) and phagocytosis (p=0.001) when
phagocytes were stimulated with E. coli. Comparing the results
obtained for blood and colostrum, a higher proportion of not
spreading phagocytes without bacteria inside, when stimulated
(p=0.000) or not (p=0.002) with bacteria, was observed in
blood. There was a higher spreading rate in colostrum when
phagocytes were stimulated with E. coli (p=0.002). There was
no difference in the percentage of phagocytosis in blood or
colostrum samples incubated (p=0.478) or not (p=0.071)
with bacteria. The results showed that E. co/i influenced the
activity of blood and colostrum phagocytes from Holstein
cows in the immediate postpartum period, and will assist in
the understanding of the immunological mechanisms that
occurs in this period, considered as the most susceptible to
infections in cows.
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A eficdcia da resposta imune da glindula mamdria no peri-
parto ¢ determinada pela sua capacidade em garantir defesa
em relagdo aos intimeros patdgenos causadores de infecgio,
porém, nesse periodo, acredita-se que essa resposta esteja dire-
cionada 4 producio de colostro e protegio do bezerro recém-
-nascido (OPDEBEECK, 1982; GOMES e¢f 4l., 2014), em
virtude das elevadas taxas de infeccbes mamadrias ocorridas
durante a colostrogénese (EBERHART, 1986).

O colostro bovino possui fatores imunoldgicos como imu-
noglobulinas e citocinas, além das células, representadas predo-
minantemene por macréfagos, na quantidade aproximada de
690.500 macréfagos/mL (69,5+17,4%) (GOMES ez 4l., 2011).

Macréfagos sao células originadas da ativagio dos mondéci-
tos sanguineos, que atravessam a parede endotelial dos vasos e
se instalam em tecidos inflamados, assumindo as caracteristicas
fenotipicas da regizo por eles colonizadas (STABEL ez 4l., 1997).

Macréfagos reconhecem os patégenos pela ligagio entre
estruturas bacterianas denominadas de pathogen-associared
molecular pattern (PAMDPs) e receptores de membrana chama-
dos de pattern recognition receptors (PRRs), ou toll-like receptors
(TLRs). O TLR-4 reconhece lipopolissacarideos bacterianos
(LPS ou endotoxina) presentes na parede das bactérias gram-
-negativas como a Escherichia coli MURPHY et 4l., 2010).

A fagocitose ocorre ap6s a ligagio dos PAMPs aos PRRs.
Em seguida, os patégenos sao circundados pela membrana fago-
citica e entdo internalizados em uma vesicula conhecida como
fagossoma, que se funde aos lisossomos e origina o fagolisos-
somo, para destruicio enzimdtica dos patégenos. Nessa etapa
também ocorre a emissdo de sinais, que ativam diversas enzi-
mas como a reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
oxidase NADPH oxidase), que converte o oxigénio molecular
em fon superéxido e radicais livres, que sdo conhecidos como
espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo convertidos pela
enzima superéxido dismutase (SOD) em perdxido de hidro-
génio (H,0,) (PAAPE e al., 2002; MURPHY et al., 2010).

Apesar de os fagécitos mamdrios terem origem sanguinea,
estudos demonstraram que eles podem ter sua capacidade fago-
citica comprometida, em relagio aqueles presentes na circu-
lagio sanguinea, por conta da fagocitose da gordura e caseina
(PAAPE et al., 2003) e da curta meia-vida, levando i redu-
¢ao do burst respiratdrio e morte por apoptose (MEHRZAD
etal., 2001), entretanto pouco se sabe ainda sobre a atividade
funcional dessas células na secrecio colostral, uma vez que
a obtencio celular é prejudicada pela presenga abundante
de debris, gordura, proteinas e particulas autofluorescentes
(GOMES et al., 2014; MEGANCK et al., 2014), além da
baixa viabilidade (GODDEN ez 4/., 2012).

Dessa forma, considerando a susceptibilidade da glan-
dula mamdria aos coliformes no periodo periparto, associada
a escassez de pesquisas envolvendo a atividade funcional das
células do colostro bovino, este trabalho avaliou a fagocitose
da bactéria E. coli pelos fagdcitos do sangue e do colostro de
vacas higidas da raca Holandesa.

Para a pesquisa foram usadas 22 fémeas bovinas higidas
da raca Holandesa, primiparas e multiparas (segunda a quarta
lactagdo), acompanhadas na primeira ordenha pés-parto para
a colheita das amostras de colostro. Inicialmente, realizaram-se
a antissepsia com solugio clorada e secagem dos tetos com
papel toalha individual. Foram colhidas aliquotas de 400 mL
de colostro por quarto mamidrio diluido em 400 mL de solu-
¢io salina tamponada refrigerada (PBS). A segunda aliquota
da secrecdo mamdria foi obtida em frascos estéreis, apds prévia
limpeza e desinfecgao dos tetos com dlcool 70%.

Amostras de sangue foram obtidas imediatamente apds
a primeira ordenha pés-parto, por puncio da veia jugular,
utilizando-se sistema de colheita a vicuo e tubos contendo
heparina sédica (1.000 UI).

As amostras foram encaminhadas ao laboratério acon-
dicionadas em caixas térmicas e imersas em gelo triturado.

A segunda aliquota de colostro foi semeada em placas de
Petri com meio de dgar sangue de carneiro (5%) mantidas a
37°C por 24 a 72 horas (NATIONAL MASTITIS COUNCIL,
1999). As amostras que apresentaram crescimento bacteriano
positivo foram excluidas desta pesquisa, levando-se em conta
apenas o fator periparto como varidvel.

O sangue heparinizado foi distribuido em duas aliquotas
de 5 mL completando-se o volume para 10 mL, com meio de
cultivo celular (RPMI 1640, Sigma®, Darmstadt, Alemanha).
Depois, a suspensio sanguinea foi transferida para tubos con-
tendo 5 mL de Ficoll-paque com densidade 1,077 e centrifu-
gada a 700 g, durante 40 minutos a 4°C. Logo, a camada de
células mononucleares (MN) foi removida e diluida em 10 mL
de meio de cultivo celular (RPMI 1640, Sigma®, Darmstadyt,
Alemanha), procedendo-se a lavagem das células por meio de
centrifugacio a 400 g, por 10 minutos a 4°C, repetindo-se
esse processo duas vezes. Realizou-se entéo a lise dos eritré-
citos mediante solugio hipotonica, lavagem das células con-
forme protocolo descrito anteriormente e dilui¢io em 1 mL
de meio de cultivo celular, sendo a suspensio celular reservada.

As aliquotas de colostro diluidas em PBS (800 mL) foram
centrifugadas a 700 g durante 15 minutos a 4°C. Apés a cen-
trifugagio, o sobrenadante contendo gordura e o soro ldcteo
foram desprezados, mantendo-se apenas o botio celular sedi-
mentado no fundo do tubo. As células foram diluidas em PBS
e a centrifugagio inicial foi repetida por duas vezes. Apés a
tltima centrifugacio, o botdo celular obtido também foi res-
suspendido em 1 mL de meio de cultivo celular.

A viabilidade dos fagécitos sanguineos e licteos foi veri-
ficada pela técnica da exclusio por azul de tripan, e a con-
centragio de células vidveis foi determinada em ntiimero de
célulasx10°/mL, sendo a concentragio final ajustada para
2x10° células/500 pL de meio de cultivo celular.

A cepa de E. coli do grupo K99 (F5) utilizada nesta pes-
quisa foi isolada de um bezerro com diarreia ¢ mantida em
4dgar semiss6lido em auséncia de luz. A partir dessa cultura
estoque, 18 horas antes de cada ensaio, repiques foram feitos
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em tubos contendo 5 mL de brain heart infusion liquido (BHI,
DIFCO®, New Jersey, Estados Unidos) e incubados em estufa
a 37°C por 18 horas. Apés o crescimento, as bactérias foram
lavadas duas vezes em solugio salina tamponada e o precipi-
tado bacteriano foi ressuspendido em 1 mL de PBS. E. coli
foi entdo inativada a 56°C por 60 minutos. A concentragio
bacteriana foi ajustada para 2x107 bactérias conforme a escala
de McFarland utilizando espectrofotémetro a 540 nm.

Para o ensaio da fagocitose, foram transferidos 500 pL
(2x10° células/mL) da suspensao celular para placas de cul-
tivo celular de 24 pogos de 16 mm de didmetro contendo
laminulas de vidro de 13 mm de didmetro, em duplicatas.
Em seguida, as placas foram acondicionadas em estufa de
CO, a 37°C por uma hora para adesao dos fagécitos a lami-
nula de vidro, segundo as técnicas de STABEL ez a/. (1997)
e SANCHES ¢t 4l. (2012), modificadas por MADUREIRA
(2011). Apés a incubagio, o sobrenadante existente em cada
um dos pogos da placa foi aspirado, e as laminulas foram entio
lavadas duas vezes pela adi¢do de 1,0 mL de meio de cultivo
celular enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB),
adicionando-se 500 UL da suspensio bacteriana contendo
2x107 bactérias/mL. Foram realizados ensaios controle com
apenas células, adicionando-se, portanto, 500 UL de meio
de cultivo celular suplementado com SFB. As placas foram
incubadas novamente a 37°C durante duas horas em 5% de
CO,, repetindo-se a dupla lavagem pés-incubagao. A fixagao
das células nas laminulas foi feita com 200 UL de glutaral-
deido a 0,5% por 10 minutos.

As laminulas de vidro foram coradas pelo método de
ROSENFELD (1947). Foram avaliados 100 campos micros-
copicos (1.000x), em duplicata, verificando-se a porcentagem
de fagocitose e espraiamento, observando-se bactérias no inte-
rior das células.

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa
estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, Estados Unidos). Os dados
obtidos foram considerados nao paramétricos pelo teste de nor-
malidade de Kolmogorov-Smirnov, calculando-se as medianas
dos parAmetros comparadas pelo teste U de Mann-Whitney.
Todos os testes foram vistos como significativos quando p<0,05.

Este trabalho foi realizado conforme os principios éticos na
experimentagio animal estabelecidos pela Comissio de Etica
no uso de animais da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, recebendo o niimero
de protocolo 2194/2011.

A porcentagem de espraiamento e fagocitose das células do
sangue ¢ colostro de vacas Holandesas no pés-parto imediato,
estimuladas ou nio com E. coli, estd apresentada na Tabela 1.

A proporgio de fagécitos espraiados do sangue foi maior
quando as células foram estimuladas com bactérias (p=0,003),
no entanto a taxa de fagocitose foi baixa e semelhante & obser-
vada quando as células sanguineas nio foram estimuladas
(p=0,299). As andlises aconteceram sob condi¢oes de assepsia,

Tabela 1. Propor¢do de fagocitos espraiados e fagocitose na
presenca e auséncia de Escherichia coli provenientes do sangue
e do colostro de vacas Holandesas no pds-parto imediato.

Parametros Sangue Colostro Significancias
, Ausenciade o g 5q 7 0,002
Fagécitos E. coli
aderidos*
Presencade o, o 1,00 0,000
E. coli
Significdncias 0470 0,773
, Ausencw': de 2300 7.0% 0877
Fagécitos E. coli
espraiados P d
resencace 290m 3500 0,002
E. coli
Significancias 0,003 0,000
Auséncia d
usenciade oom  11,5% 0071
E. coli
Fagocitose b .
resencade o1om 250 0478
E. coli
Significancias 0,299 0,001

Letras maiusculas distintas na mesma coluna indicam diferengas
estatisticas entre si; letras minusculas distintas na mesma linha
indicam diferencas estatisticas entre si; *células ndo espraiadas e
sem bactérias no seu interior.

porém 10% dos fag6citos mononucleares do sangue (nao
estimulados) fagocitando bactérias indicam a possibilidade
de contaminacio durante o processo de execucio do expe-
rimento. Essa observagio exige a interpretagdo dos dados da
fagocitose e do espraiamento em conjunto.

A andlise das células provenientes do colostro permitiu
a observacio de maiores indices de fagocitose (p=0,001) e
espraiamento (p=0,000) quando os fagdcitos foram estimu-
lados com E. coli.

A diferenciagio do mondcito em macréfago é estimu-
lada pela presenga de micro-organismos ou foco inflamaté-
rio. Inicialmente ocorrem o reconhecimento e a adesio das
bactérias gram-negativas aos fagcitos por meio da jun¢io
do TLR4 com os PAMPs (DOAN et al., 2008; TIZARD,
2008). Em seguida, esse micro-organismo é engolfado pela
emissdo de pseudépodes e direcionado para o interior da célula
por endocitose, observando-se a formagio do fagossoma e
fagolisossoma. A destrui¢do da bactéria dd-se por mecanis-
mos enzimdticos e dependentes de oxigénio. A aderéncia e
digestao do micro-organismo desencadeiam mudangas no
interior do fagécito, como aumento de tamanho, alteragao
da forma e redistribuigio das organelas citoplasmiticas,
ampliando a drea de contato e tornando-o mais agressivo na
destrui¢io do patdgeno, processo esse caracterizado como
espraiamento (STABEL ez al., 1997; RAINARD; RIOLLET,
2006). Dessa forma, podemos verificar no nosso estudo in
vitro que os fagécitos do sangue e do colostro responde-
ram ao estimulo promovido por E. coli, pelo aumento na
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porcentagem de células espraiadas e, no caso do colostro,
também na taxa de fagocitose.

BASTOS et al. (2012) avaliaram amostras de leite sem cresci-
mento bacteriano e baixa celularidade, leite sem crescimento bac-
teriano e alta celularidade, e leite contaminado por Staphylococcus
spp.» Streptococcus spp. ou Corynebacterium spp. Esses autores
observaram aumento dos indices de fagocitose e espraiamento,
de acordo com o aumento da celularidade e a presenca de isola-
mento bacteriano. Esses dados sao concordantes com os encon-
trados na presente pesquisa em resposta ao estimulo infeccioso.

A comparagio entre os resultados obtidos para as célu-
las provenientes do sangue e colostro permite afirmar que as
células da glandula mamdria se encontravam mais ativadas,
considerando que foi obtida maior proporcio de fagécitos nao
espraiados e que nio apresentavam bactérias no seu interior
quando oriundas do sangue, quando estimuladas (p=0,000)
ou nio (p=0,002) com bactéria. Esse fato também pode ser
associado & maior taxa de espraiamento nos fagécitos do colos-
tro quando estimulados com E. coli (p=0,002). Em contra-
partida, nao houve diferenca nos percentuais de fagocitose
entre as amostras de sangue nem entre as de colostro incuba-
das (p=0,478) ou nio (p=0,071) com bactérias.

A maior atividade das células do colostro pode ser jus-
tificada pela fagocitose inespecifica dos glébulos de gordura,
caseina ou debris celulares pelos macréfagos oriundos desse
tecido, alterando a sua conformacio celular, representada pelo
maior {ndice de espraiamento (PAAPE et 4l., 2003).

Estudos in vitro mostraram ainda que os metabdlitos gerados
pela degradacao dos triglicerideos simples e fosfolipideos, como
fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e esfingomielina, presen-
tes na gordura do leite e do colostro, poderiam possuir atividade
antimicrobiana e antiviral (VAN HOOIJDONK ez /., 2000).

No trabalho de KORNALIJNSLIJPER ez 4/. (2003) foi
comparado o crescimento de cepa de E. coli in vitro em amos-
tras de leite com fracdo reduzida de células; fracao livre de
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