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RESUMO

A mastite bovina, uma das principais doencas do rebanho leiteiro, caracteriza-se por um processo
inflamatério no Ubere. A inviabilidade econbmica, o impacto ambiental negativo e o0s residuos
antimicrobianos tém estimulado a pesquisa de outros tratamentos alternativos para a prevengdo e o
tratamento de doengas na bovinocultura leiteira. O betaglucano é um agente imunomodulador com
potencial acdo preventiva para doencas infecciosas, inclusive a mastite. Este estudo teve como objetivo
avaliar a eficécia do uso do betaglucano, por meio de administra¢do oral, em animais em lactacdo. Foram
utilizadas 20 vacas lactantes, distribuidas em dois grupos, um controle e um tratamento, com 10 animais
em cada grupo. O grupo tratamento recebeu 5g/dia, durante 60 dias, de 1,3-1,6 betaglucano isolado da
parede celular de Saccharomyces cerevisiae diluido em racéo ap6s a ordenha, enquanto o grupo controle
recebia somente a racdo. Foram realizados os testes de California Mastitis Test (CMT), contagem de células
somaticas (CCS), producdo de leite e percentual de gordura e proteina no leite. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos quanto a CCS, aoc CMT, a composicdo do leite ou producéo.
N&o se observou, portanto, eficicia do uso do betaglucano purificado, administrado por via oral, no controle
e na prevencao da mastite em vacas leiteiras, quando comparadas com o grupo controle. Atribuem-se esses
resultados, principalmente, & degradacdo ruminal do produto testado. Sugerem-se, portanto, mais pesquisas
utilizando o 1,3-1,6 betaglucano purificado de parede de S. cerevisiae por outras vias de administracao, tais
como intramamdria e subcutanea.

Palavras-chave: betaglucano, bovinos, imunomodulador, mastite, prebiético
ABSTRACT

Bovine mastitis, one of the main diseases of dairy herds, is characterized by an inflammatory process in
the udder. The economic and environmental impacts, as well as the residues of antimicrobial drugs have
stimulated the research of novel alternative treatments for the prevention and treatment of diseases in dairy
production cows. The beta-glucan is an immunomodulator agent, with potential preventive action for
infectious diseases, including mastitis. This study aimed to assess the effectiveness of orally administered
beta-glucan in lactating cows. 20 lactating cows were used, distributed into two groups, one control and
one treatment, with 10 cows in each group. The treatment group received 59 of 1.3-1.6 betaglucan daily
for 60 days, isolated from the cell-wall of Saccharomyces cerevisiae diluted into a grain meal, whereas the
animals in the control group received only the ration. The California Mastitis Test (CMT), Somatic Cells
Counting (SCC), daily production and assessments of fat and protein content in milk were done. There was
no statistically significant difference between the groups concerning subclinical mastitis detected by CMT,
SCC, milk production and composition regarding protein and fat content. It was not observed, therefore,
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the effectiveness of the use of purified beta-glucan orally administered on the control or prevention of
mastitis in dairy cows. The results are attributed to the ruminal degradation of the product tested. It is,
therefore, suggested that more research should be conducted using the 1.3-1.6 beta-glucan purified from
the cell wall of S. cerevisiae by other administration means and ruminal protection technologies for the

isolated beta-glucan.

Keywords: betaglucan, bovine, immunemodulator, mastitis, prebiotic

INTRODUCAO

A mastite bovina constitui o problema sanitario
mais abrangente e mais oneroso a atividade
leiteira no pais. Caracteriza-se pela inflamacéo da
glandula mamaria, podendo ser classificada como
clinica e subclinica, sendo a forma subclinica
muito mais frequente e um indicativo de sanidade
do rebanho (Blood e Radostits, 1991; Muller,
2002). As mastites podem ser causadas por
bactérias (Beloti et al., 1997), fungos
(Spanamberg et al., 2009) ou por algas (Bueno et
al., 2006), e os agentes mais comuns s80 as
bactérias dos géneros Staphylococcus e
Streptococcus (Fonseca e Santos, 2000). O
diagndstico da mastite subclinica é comumente
feito por meio do California Mastitis Test (CMT)
e da contagem de células somaticas (CCS)
(Fonseca e Santos, 2000).

O tratamento da mastite é normalmente realizado
mediante 0 uso de antibiéticos e agentes
antifngicos, por meio de administracéo sistémica
ou intramaméria. Entretanto, a taxa de cura para
mastite tem se tornado bastante variavel,
provavelmente devido & formacdo de biofilme e &
resisténcia microbiana induzida pelo uso de
antimicrobianos  por  tempo  prolongado
(Spanamberg et al., 2009; Tiwari et al., 2013).

Diversas alternativas ao tratamento com
antimicrobianos tém sido estudadas (Crispie et
al., 2008; Gangwar et al., 2008; Tiwari et al.,
2013). Dentre essas alternativas, destacam-se 0s
imunomoduladores, agentes capazes de estimular
0 sistema imune do animal, tornando-o mais apto
a resistir e a combater infecgdes. Esse processo se
da por meio da ativacdo de mecanismos celulares
e de complemento (Falcon, 2007). Muitos desses
produtos sdo prebidticos que podem ser usados na
forma de aditivos nutricionais, pela facilidade de
administracdo e pela reducdo do custo de
producdo (Silva e Ndrnberg, 2003; Bandeiraet al.,
2007; Mendes et al., 2010).
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Entre os imunomoduladores, os glucanos tém
demonstrado potencial de eficacia em vaérias
espécies. Glucanos sdo substancias compostas de
moléculas de glicose arranjadas em uma
configuracdo espacial especifica, que podem ter
origem vegetal ou microbiana, contendo
moléculas de 1,3 e 1,6 betaglucano (Robertsen et
al., 1994; Sakai, 1999; Gannam e Schrock, 2001).
O betaglucano é encontrado em concentragdes de
2 a 6% em cereais como a aveia e a cevada, sendo
esses uma das fontes de betaglucanos para
imunomodulagdo (Geng et al., 2001). Entretanto,
encontram-se  0s glucanos funcionais em
propor¢des bastante maiores em microrganismos,
de forma especial em leveduras. A parede celular
da levedura contém cerca de 40% de betaglucano
(Hough, 1990).

As leveduras sdo usadas em processos industriais
de fermentac&o, com destaque para a fermentagéo
da cana-de-agucar para fabricacdo de etanol. A
espécie comumente usada no  processo
fermentativo  consiste de  Saccharomyces
cerevisiae (Costa, 2004). A partir da biomassa de
S. cerevisiae, pode-se obter o betaglucano
purificado, mediante o fracionamento dos
componentes da parede celular do
microrganismo. A purificagdo do agente
especifico  contribui  para a  eficacia
imunomoduladora e reduz a indugdo de
inflamacéo por meio do uso de compostos mais
puros. Estudos tém demonstrado a capacidade do
betaglucano isolado em ativar e estimular a
resisténcia imunoldgica em diversas espécies
(Brown e Gordon, 2003; Li et al., 2005).

Entre os efeitos do betaglucano, incluem-se a
melhora nas imunidades inespecifica e especifica,
a reducdo no risco de doencas por infecgdes
oportunistas, a reducdo na mortalidade por
infeccBes patogénicas, a melhora na resisténcia a
parasitas, 0 aumento na eficécia das vacinas e dos
antibidticos (efeito adjuvante), agindo em sinergia
com as vitaminas C, E e o selénio (Volman et al.,
2008). Os betaglucanos, ao modularem a resposta
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imunolégica, preparam melhor 0s animais aos
desafios sanitarios (Mendes et al., 2010).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia
da suplementacdo oral com 1,3-1,6 betaglucano
isolado da parece celular de Saccharomyces
cerevisiae, no controle e na prevengdo da mastite
bovina, em vacas leiteiras em sistema de produgéo
intensivo a pasto.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Experimentacdo Animal
da Universidade Paranaense, sob o protocolo n°
22166. Foram utilizados 20 bovinos leiteiros, Bos
taurus taurus, de raga Holandesa, em lactacdo, em
sistema de producdo intensivo a pasto (Assis et
al., 2005), provenientes do setor de bovinocultura
de leite da Universidade Paranaense. Os animais
foram mantidos em sua rotina costumeira, sem
alteracdo de horérios, dieta ou locais de pastejo e
ordenha.

A ordenha foi realizada duas vezes ao dia, de
manha e a tarde, respeitando-se os principios de
boas praticas de ordenha (Rosa et al., 2009). Na
ordenha vespertina, foi realizada a intervencéo
experimental mediante acompanhamento de
médico veterinario, buscando o minimo distarbio
a rotina habitual, evitando-se, assim, inducdo de
estresse. Foram selecionados 20 animais,
distribuidos em dois grupos com 10 animais cada,
sendo um grupo tratado com betaglucano e outro
sendo grupo controle. Os animais selecionados
permaneceram em lactacdo durante todo o periodo
do experimento e consistiam de vacas multiparas
livres de mastite clinica e que ndo eram tratadas
com qualquer medicamento.

Foi realizado exame de CMT anteriormente ao
inicio do experimento. Foram selecionados
animais livres e portadores de mastite subclinica
(considerando-se reacdo de qualquer grau como
determinante de presenca da mastite subclinica).
Foram, entdo, determinados quatro grupos de
cinco animais cada, sendo: um grupo controle
composto de animais positivos para mastite
subclinica; um grupo controle composto de
animais negativos para mastite subclinica; um
grupo tratamento (betaglucano) composto de
animais positivos para mastite subclinica; um
grupo tratamento (betaglucano) composto de
animais negativos para mastite subclinica.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.4, p.1441-1448, 2020

Aos animais dos grupos tratamento foi fornecido
betaglucano (moléculas de 1,3 e 1,6 betaglucano),
obtido por meio da purificagio e do
fracionamento  da  parede  celular de
Saccharomyces cerevisiae, na dosagem de
5g/animal/dia, conforme recomendacdo do
fabricante, administrado junto com a racdo, apés
a ordenha. O betaglucano foi oferecido em po,
misturado a aproximadamente 300g de rac&o e 5¢g
de melago de cana em po, adicionado para
aumentar a palatabilidade. Os animais dos grupos
controle recebiam a mesma quantidade de racéo e
melaco, excluindo-se somente o produto em teste.
Em um periodo de 30 dias, anterior ao inicio da
administracdo do betaglucano, as vacas de todos
0S grupos receberam apenas racdo na mesma
quantidade do experimento, a fim de que fossem
adaptadas a rotina.

O leite dos animais foi submetido ao California
Mastitis Test (CMT) para estimar a presenga e 0
grau de mastite subclinica. O teste foi realizado
com placa de teste e reagente de bromocresol.
Considerou-se positivo qualquer teste que
apresentasse gelificacdo, conforme determina o
fabricante do reagente. As amostras para CCS
foram acondicionadas em frascos de polietileno,
com tampa de rosca e capacidade de 50mL,
contendo duas pastilhas do conservante bronopol
(2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol), etiquetadas e
encaminhadas para o Laboratério do Programa de
Anélise de Leite da Associacdo Paranaense de
Criadores de Bovinos da Raca Holandesa
(APCBRH), em Curitiba, estado do Paranj,
utilizando-se o aparelho Somacount 500 (Bentley
Instruments®),

A composic¢éo do leite foi avaliada no dia inicial e
nos dias 30 e 60, sendo a amostra utilizada para
composi¢do a mesma usada para andlise da CCS.
Foi analisado o teor percentual de gordura e
proteina do leite dos animais tratados com
betaglucano e dos grupos controle. Os dados
foram analisados no programa Bioestat 5.3,
utilizando-se ANOVA fatorial para os dados de
CCS e composicdo do leite, sendo a analise
realizada entre os animais de um mesmo grupo e
entre 0s grupos. Para os dados de CMT, foi
realizado o teste exato de Fischer. Foi utilizado
nivel de significancia de 5% (Ayres et al., 2007).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tab. 1, sdo apresentados os resultados do teste
do California Mastitis Test (CMT) nos animais

tratados com betaglucano e nos animais do grupo
controle. N&o foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) entre os
grupos em nenhum dos tempos avaliados.

Tabela 1. Resultados do California Mastitis Test (CMT) dos animais submetidos aos diferentes tratamentos

CMT
Tempo (dias) Grupos Positivo Negativo

Inicial Betaglucano 07 33
Controle 07 33

D30 Betaglucano 05 35
Controle 06 34

D60 Betaglucano 16 24
Controle 12 28

CMT negativo (sem reacdo), CMT positivo (escores + ou ++ ou +++).

O teste de CMT apresenta grande relevancia
pratica na pesquisa e na prevencdo da mastite,
uma vez que é o método usado com maior
frequéncia para acompanhamento e avaliacdo de
rebanhos leiteiros (Dias, 2007). A literatura é
escassa em estudos que correlacionam o uso de
imunomoduladores e a incidéncia de mastite, mas,
conforme Naresh et al. (2002), a eficacia do uso
de imunomoduladores, como o acido ascérbico,
como aditivos orais adicionados & dieta de vacas
lactantes pode ser avaliada por meio do teste
de CMT. O Dbetaglucano possui agdo
imunomoduladora, que estimula érgédos linfoides
primarios e secundarios, potencializa a atividade
de macrdfagos e contribui para a resisténcia a
infeccOes (Saleh et al, 2015). No presente
trabalho, ndo se observou alteracdo significativa
no escore do CMT no leite dos animais, quando
de compararam os grupos tratados e ndo tratados
com betaglucano.

Os resultados da contagem de células somaticas
estdo apresentados na Tab. 2. Ndo se observaram
diferencgas significativas entre 0s grupos ou entre
o0s tempos avaliados. Esse resultado contrasta com
outros estudos do uso de betaglucanos em
ruminantes, tais como os estudos de Buddle et al.
(1988), Estrada et al. (1999), Waller e Colditz
(1999), Persson Waller et al. (2003) e de Graves e
Ward (2010). Os resultados desses estudos,
entretanto, divergem daqueles obtidos no presente
trabalho no tocante ao  delineamento
experimental. Apesar de demonstrarem a eficacia
do 1,3 e 1,6 betaglucano como imunomodulador
em ruminantes, apenas Graves e Ward (2010)
utilizaram administracdo oral do betaglucano,
mas usaram bezerros de zero a oito semanas e
avaliaram a incidéncia de outros tipos de
infeccoes.

Tabela 2. Contagem de células sométicas (CCS) x 10° por mL de leite de vacas submetidas aos diferentes

tratamentos
Tempo (dias) Grupos CCSx10%/mL

Betaglucano CMT* 583,20+192,58

Inicio CMT; 112,40+47,41
Controle CMT 599,60+156,36

CMT- 231,60+48,02
Betaglucano CMT* 776,20+227,20

D30 CMT; 193,60+39,01
Controle CMT 754,40+329,05

CMT- 207,60+74,84
Betaglucano CMT* 638,60+320,20
D60 CMT™ 286,00+143,67
Controle CMT* 315,40+190,19

CMT- 128,40+49,56

CMT negativo (sem reagdo), CMT positivo (escores + ou ++ ou +++). Valores médios + DP.
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Buddle et al. (1988) e Estrada et al. (1999)
estudaram a influéncia do betaglucano sobre
infeccbes em ruminantes, realizando-se a
aplicacdo do betaglucano por via subcutanea,
tendo que Estrada et al. (1999) obtido resultados
somente em animais imunossuprimidos por
corticosteroides. Waller e Colditz (1999) e
Persson Waller et al. (2003) alcangaram
resultados positivos com o uso do betaglucano em
preparagdo intramaméria, mas, no estudo, 0s
autores ndo obtiveram resultados curativos e, sim,
preventivos, condizentes com o mecanismo de
acdo dos imunomoduladores.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo
semelhantes aos de Uchiyama et al. (2012), que
verificaram que a suplementacéo oral com 1,3-1,6

betaglucano purificado, proveniente de fungos
Aureobasidium pullulans, ndo alterou de forma
significativa o CCS de vacas em lactagcdo, mas
alterou moderadamente a expressao de citocinas
séricas.

Na Tab. 3, estdo apresentados os resultados da
producdo de leite, da porcentagem de gordura e da
porcentagem de proteina no leite de vacas leiteiras
tratadas com o betaglucano e dos grupos controle.
Ndo se identificaram diferencas significativas
entre 0S grupos ou entre os tempos avaliados
(P>0,05) para os resultados referentes a producgéo
diaria de leite e a porcentagem de gordura e
proteina das amostras de leite dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos.

Tabela 3. Producdo de leite (kg/dia), concentragdo (%) de gordura e proteina do leite obtido de vacas

submetidas aos diferentes tratamentos

Tempo (dias) Grupos

Producéo kg

% Gordura % Proteina

Betaglucano CMT* 17,60+1,80 3,88+0,17 3,44+0,20

Inicial CMT- 13,80+0,37 4,00£0,17 3,69+0,09
Controle CMT* 14,20+1,59 3,78+0,12 3,50%0,12

CMT- 18,60+3,04 4,03£0,15 3,39+0,14

Betaglucano CMT* 17,00+2,07 3,8310,20 3,48+0,18

D30 CMT- 14,40+0,40 4,05+0,18 3,79+0,12
Controle CMT* 13,40+1,36 3,90+0,20 3,71+0,05

CMT- 18,00+2,86 3,72+0,12 3,35+0,11

Betaglucano CMT* 17,40+4,39 4,15+0,23 3,59+0,17

D60 CMT- 15,80+1,39 4,11+0,30 3,72+0,18
Controle CMT* 12,20+2,06 3,86+0,15 3,69+0,07

CMT- 18,80+2,48 3,66+0,30 3,47+0,14

CMT negativo (sem reacdo), CMT positivo (escores + ou ++ ou +++), valores médios + erro-padréo.

N&o houve influéncia do tratamento com o
betaglucano na composicdo do leite produzido
(Tab. 3), diferentemente dos resultados obtidos
por Uchiyama et al. (2012). Silva et al. (2018), ao
utilizarem  betaglucano  soldvel por via
intramamaria,  observaram  um  aumento
significativo nas porcentagens de gordura,
proteina, lactose e solidos totais no leite dos
animais tratados. No presente estudo, ndo houve
diferencas significativas nas porcentagens de
gordura e proteinas do leite. Entretanto, o
betaglucano foi administrado em outra via de
administracéo; o produto foi oferecido na dieta
dos animais.

A auséncia de resultados significativos nas
variaveis estudadas provavelmente se deve a
forma de administracdo do betaglucano. A
viabilidade e a simplicidade da administracéo oral

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.4, p.1441-1448, 2020

do produto justificam essa via como a primeira
opcdo para avaliacdo da hip6tese. Os
betaglucanos sdo polissacarideos e, como tais,
compostos de acglcares, portanto podem ser
digeriveis pela vasta microbiota ruminal.

A literatura é extensa em evidéncia de estimulo
imune por meio da administracdo oral de
betaglucanos em monogastricos (Chen et al.,
2003; Guo et al., 2003; Lowry et al., 2005; Chae
etal., 2006; Pali¢ et al., 2006; Zhang et al., 2008).
Entretanto, deve-se levar em conta que a digestdo
de monogéstricos € bastante diferente da digestéo
de ruminantes, com os quais estudos envolvendo
betaglucanos s&o escassos, quanto mais se
considerado o uso de formas isoladas e
purificadas do produto (Estrada et al., 1999).
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Grove et al. (2006) demonstraram a
digestibilidade ruminal do betaglucano isolado
em bovinos como sendo superior a 85%, o que
ainda permite a passagem de parte do produto para
0 intestino, onde ele é ativo, mas ha perda de
grande parte do produto administrado como fonte
de energia para 0s microrganismos ruminais.

Esse processo de degradacdo ruminal dos
betaglucanos é possivelmente evitado por meio da
protecéo do polissacarideo com compostos menos
digeriveis. Grove et al. (2006) obtiveram 54% de
protecdo ruminal ao betaglucano originario da
aveia em uma das variedades de aveia estudadas.
Essa protecdo foi conferida pela fibra de menor
digestibilidade presente na variedade menos
degradada, o que abre a possibilidade do
desenvolvimento de formas de protecdo do
betaglucano proveniente de S. cerevisiae.

O 4cido tanico apresenta possivel capacidade
protetiva para amidos no rdmen, quando
adicionado a alimento pulverizado rico em amido
(Martinez et al., 2005), podendo exercer efeito
semelhante sobre o betaglucano, que também ¢é
um polimero de glicose. Outra alternativa de
protecdo ruminal seria a utilizacdo de
encapsulamento pH-dependente, para garantir a
passagem do betaglucano pelo ambiente ruminal,
conforme sugerem Cao et al. (2008), com grande
potencial de eficdcia, porém com custo
provavelmente elevado.

Uma opcdo para se utilizarem os efeitos
imunoestimulantes dos betaglucanos € a aplicagéo
subcutanea. O produto empregado no presente
estudo possui alto grau de pureza. Ao ser-lhe
avaliada a esterilidade, foi possivel preparar uma
solucdo para  administracdo  subcutanea,
semelhante ao método utilizado por Buddle et al.
(1988) e Estrada et al. (1999), que obtiveram
resultados positivos na estimulacdo do sistema
imune em ruminantes tratados com betaglucano
de outras fontes.

Alternativamente a administracdo oral, pode-se,
também, realizar a preparacdo de pomadas
intramamarias contendo 1,3-1,6 betaglucano para
utilizacdo preventiva e associada a tratamentos
tradicionais, conforme o ja descrito por Waller e
Colditz (1999), com resultados positivos em
ovelhas, em que se obteve maior ativacdo de
macréfagos no ambiente da glandula mamaria
durante o periodo seco e pdde-se conferir menor
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incidéncia de mastite durante a lactacdo. Persson
Waller et al. (2003) utilizaram infuso
intramamario com betaglucano em vacas e
obtiveram efeito preventivo, entretanto o nimero
de animais testados ndo foi suficiente para
estabelecer a eficacia da técnica. O teste
intramamario com o 1,3-1,6 betaglucano
purificado a partir de S. cerevisiae possui grande
relevéncia, uma vez que o produto testado no
presente estudo tem alto nivel de pureza, além de
haver indicios bastante solidos para que essa
abordagem, de custo geralmente acessivel e
administracdo amigavel a rotina de ordenha,
forneca efeitos preventivos e até mesmo auxilie
no tratamento das mastites.

CONCLUSOES

A suplementacdo oral com 1,3-1,6 betaglucano
purificado a partir de S. cerevisiae, na dose de
5g/animal/dia, nas condi¢Bes experimentais
avaliadas, ndo reduziu a incidéncia de mastite
subclinica avaliada por teste de CMT e ndo
produziu alteracGes significativas nos valores de
CCS, teor de gordura ou proteina do leite das
vacas tratadas quando comparadas com o grupo
controle. A ineficicia do tratamento
provavelmente se deve & forma de administragdo,
sendo sugerido, portanto, o estudo de formas
alternativas de administrar o produto.
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