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1. INTRODUCAO

A diarréia causada pela Escherichia coli enterotoxigénica (ECET)
representa uma das causas mais importantes de morbidade e mortalidade em
bezerros neonatos. A freqléncia de diarréia causada pela ECET é mais
elevada nos primeiros dias de vida, e diminui nas faixas etarias superiores
(NAGY; FEKETE, 1999).

Varios pesquisadores ressaltam a importancia das células provenientes
do colostro na imunidade da mucosa intestinal, principalmente linfécitos, pois
estdo envolvidos na producao de imunoglobulinas, que impedem a ligacdo da
ECET ao enterdcito do hospedeiro (ROTHKOTTER; PABST; BAILEY, 1999).
No entanto, o conhecimento sobre o significado da atividade celular na
protecdo contra infeccdes neonatais ainda € limitado.

Riedel-Caspari e Schmidt (1991 a, b, ¢, d) utilizaram quatro grupos
experimentais compostos por 16 bezerros cada. O Grupo COL + que recebeu
colostro completo; o grupo COL — que recebeu colostro sem leucocitos; o grupo
MS+ que recebeu substituto lacteo suplementado com leucécitos do colostro, e
0 grupo MS- recebeu apenas substituto lacteo. Os autores verificaram que 0s
animais dos grupos COL + e COL — nao apresentaram diferengas quando se
comparou o numero de linfécitos no sangue analisado no segundo dia de vida;
tiveram igual resposta a blastogénese induzida pela concovalina A. No entanto,
0 grupo COL + apresentou: maior quantidade de anticorpos contra hemacias
de ovinos; maior proliferacdo espontanea de células mononucleares; maiores
concentracdes de anticorpos especificos contra Escherichia coli, principalmente
IgG; maiores concentracbes de neutrofilos atividade de suas enzimas
lisossomais e resposta a fagocitose de Streptococcus agalactiae; a atividade
bactericida para a Escherichia coli também foi maior no grupo COL +. Os
animais que receberam substituto do colostro suplementado com leucdcitos
colostrais (MS +) apresentaram menor resposta imunologica em relagdo aos
parametros avaliados, quando comparados aos animais que receberam
colostro (COL + e COL -), porém, mostraram maior resposta imunologica
guando comparado aos animais que receberam apenas substituto lacteo (MS-).

Riedel-Caspari (1993) verificou a atividade bactericida dos leucécitos
colostrais em 20 bezerros infectados experimentalmente com Escherichia coli
enteropatogénica (ECEP), trés horas ap6s o nascimento e, forneceram “pool”
de colostro sem leucocitos a um grupo constituido por 10 animais, logo apdés a
infeccdo e nos dois dias subsequientes; ao segundo grupo foi fornecido um
“pool de colostro suplementado com leucdcitos”. Nesta pesquisa, observaram
gue o segundo grupo excretara menos bactéria em suas fezes nas primeiras
semanas pos-infeccdo, além de apresentarem maiores teores seéricos de
imunoglobulinas especificas (IgA e IgM) contra esta cepa bacteriana. O
aumento das taxas séricas de imunoglobulinas especificas para ECEP



sugerem que os linfécitos do colostro exercem atividade efetora, além de sua
acao direta contra os patdgenos.

A fagocitose € um dos principais mecanismos de destruicdo de
bactérias. Esse mecanismo constitui uma das primeiras linhas de defesa contra
as infeccdes. O reconhecimento da particula ou microorganismo a ser
englobado pelo fagécito inicia-se com a aderéncia destes a membrana celular.
Esta interacdo pode ocorrer por meio de receptores especificos, sem a
presenca de outros fatores imunolégicos. No entanto, o processo de fagocitose
pode ser potencializado se o microorganismo for previamente opsonizado com
proteinas (imunoglobulinas e componentes do sistema complemento) do
sobrenadante do colostro (HONORIO, 1995).

Apos a fagocitose, macréfagos e neutréfilos iniciam a mobilizagéo dos
mecanismos bactericidas dependentes e independentes de oxigénio. Os
mecanismos independentes de oxigénio empregam alteracfes bactericidas de
pH nos fagolisossomos (jungdo da particula englobada e enzimas lisossdmicas
no citoplasma do fagocito) e enzimas lisossdmicas como: proteases, acido
ribonuclease, R galactosidase e fosfolipases (PAAPE et al., 1991).

Os mecanismos dependentes de oxigénio envolvem oxidacdo via
mecanismo denominado de “explosdo respiratéria” (“respiratory burst”).
(TIZARD, 2002). A explosdo respiratoria inicia-se com a ativacdo da
Nicotinamida-Adenosina- Difosfato (NADPH) oxidase, localizada na membrana
celular do leucdcito, que converte o oxigénio (O2) molecular do tecido
circundante em superoéxido (O2-). A NADPH doaria elétrons a partir da ativacédo
da via glicolitica das hexosesmonofosfato. Este rapido consumo de oxigénio
seguido da formacé&o do superoxido € referido como aceleracéo respiratoria. O
superéxido converte-se em perdxido de hidrogénio (H202) pela acdo da
superoxido desmutase (SOD). Em presenca da enzima catalase predominante
em macréfagos maduros, descreveuse a geracao do radical hidroxila (OH-), o
oxigénio singleto (102), cloraminas e aldeidos. Nos polimorfonucleares
neutréfilos a principal via enzimatica € a da mieloperoxidase, enzima
lisossdmica liberada no fagolisossoma, sendo os ions de perdxido e cloreto
convertidos em acido hipocloroso com atividade bactericida (CHAMPE;
HARVEY, 1996).

A investigacdo da atividade bactericida dos fagocitos “in vitro” pode ser
realizada por meio de abordagem indireta, medindo produtos metabdlicos
celulares associados a esta atividade. Os métodos de avaliacdo indireta da
atividade bactericida dos fagocitos baseiam-se na deteccdo de produtos do
metabolismo oxidativo. Destacam-se entre eles os que verificam o consumo de
oxigénio e os que quantificam produtos do metabolismo oxidativo, como o
peréxido de hidrogénio (PICK; MIZEL, 1981).

A idade da vaca e o estagio de lactacdo sao fatores que podem interferir
na fagocitose de bactérias pelos neutrofilos (MILLER; PAAPE; DULIN, 1985).

2. OBJETIVOS

Em funcdo da caréncia de pesquisas sobre a funcdo dos fagocitos do
colostro bovino, a influéncia do nimero de partos sobre a atividade destas
células, e a importancia da ECET nos quadros de diarréias em bezerros
neonatos, o presente trabalho verificou a influéncia do niamero de partos na
atividade bactericida indireta dos fagocitos do colostro bovino para a
Escherichia coli enterotoxigénica.



3. MATERIAL E METODOS

As amostras de colostro foram colhidas de quatro propriedades leiteiras
localizadas no interior de S&o Paulo. Todas as amostras positivas ao exame
bacterioldgico do colostro foram excluidas desta pesquisa.

Foram utilizadas 53 vacas holandesas, encaminhadas para a sala de
ordenha imediatamente ap6s o parto, onde foram realizadas as colheitas das
amostras, mpre antes da realizacdo da primeira ordenha pos-parto. Foram
anotados os dados relativos ao numero de partos de todas as fémeas doadoras
de colostro.

Para a colheita das amostras de colostro, foram adotados métodos de
anti-sepsia, para isso, precedia-se a limpeza e desinfeccdo dos tetos, com uso
de agua e hipoclorito, secagem dos mesmos com papel toalha, e desinfeccao
dos orificios dos tetos com etanol a 70%.

A primeira aliguota das amostras foram colhidas em 4 tubos Falcon
estéreis com capacidade de 50 mL, nos quais foram adicionados 20 mL de
colostro puro e 20 mL de solucdo salina tamponada (PBS) totalizando um
volume de 40 mL de colostro diluido na proporcéo de 1:1, e transportados até o
laboratorio sob refrigeracdo a aproximadamente 4°C, acondicionados em caixa
de material isotérmico imersas em gelo triturado. Esta aliquota destinou-se a
obtencao dos fagocitos do colostro bovino.

A segunda aliquota das amostras foi colhida em tubos Falcon com
capacidade de 15 mL, acrescidos de 10 mL de colostro puro, destinada a
obtencao do soro colostral, utilizado para a opsonizagédo da ECET nos ensaios
da atividade bactericida indireta dos fagdcitos.

Para verificar a atividade bactericida dos fagdcitos e a importancia da
opsonizacdo prévia da bactéria, foram utilizadas células de colostro em
presenca de suspensao bacteriana previamente opsonizada ou ndo, com o
sobrenadante do colostro. Foram utilizados os seguintes ensaios:

Ensaio Controle: Realizado com o uso somente de suspensdo de fagocitos
mononucleares e polimorfo nucleares (C);

Ensaios Experimentais: Realizados com a utlizagdo de fagocitos
mononucleares e polimorfonucleares em suspensao de ECET n&o opsonizada
(NO);

Controle: Realizado com o wuso de fagécitos mononucleares e
polimorfonucleares em suspenséo de ECET previamente opsonizada em 10%
de “pool” de sobrenadante de colostro bovino delipidado (O).

Para a obtencao e separacao dos fagocitos do colostro bovino, os quatro
tubos Falcon contendo 20 mL de colostro diluido em PBS, de cada uma das
amostras de colostro, foram centrifugados a 1.500 rpm durante 10 minutos a
4°C. A centrifugacao permitiu a separacao do colostro em trés fases nitidas: o
“botéo” celular, uma porcéo fluida intermediaria e uma camada de gordura. A
camada superior composta de gordura e a porcao fluida (sobrenadante) foram
desprezadas, e o botdo celular foi conservado, ressuspendido em 40 mL de
PBS gelado e novamente centrifugado.

O botéo celular obtido da segunda centrifugacédo de cada um dos quatro
tubos Falcon, foi ressuspendido em 10 mL de RPMI 1640 gelado. Apés, juntou
se o conteudo de todos os frascos em apenas um tubo Falcon, totalizando um
volume de 40 mL. O tubo Falcon foi novamente centrifugado a 1500 rpm
durante 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o botdo celular
novamente ressuspendido em RPMI gelado.



As células viaveis da suspensao celular foram contadas em camara
hematimétrica de Neubauer.

A andlise da viabilidade celular foi realizada nas suspensdes celulares
de acordo com a técnica utilizada por Della Libera, 2002.

Para avaliar (“in vitro”) a atividade bactericida dos fagécitos do colostro,
foi utilizada uma cepa de ECET do grupo F5 (K99), isolada de um bezerro com
diarréia. Dezoito horas antes da realizacdo dos ensaios de fagocitose, a
Escherichia coli F5, mantida em agar semi-sélido e em auséncia de luz, foi
repicada em tubos contendo 5 mL de BHI liquido, e estes incubados em estufa
a 37°C por 18 horas. ApGs este periodo, a bactérias fol lavada duas vezes em
solucdo salina tamponada e inativada por uma hora a 60°C. A seguir, a
concentracdo bacteriana foi ajustada com a utilizacdo de espectrofotbmetro, a
540 nanbmetros e densidade oOptica de 0,2 O©.O = 0,2), e reservadas para a
opsonizacao e realizacdo dos ensaios de fagocitose.

A liberacdo de perdxido de hidrogénio (H202) é quantificada pelo
método de oxidacdo da peroxidase dependente de vermelho de fenol
(PONTES, 1999). Apos a fagocitose da Escherichia coli F5 pelos fagocitos, as
suspensfes de células e bactérias (tubos 01 e 02), assim como o tubo
contendo o controle (tubo 03) foram centrifugadas a 160G, sendo o
sobrenadante desprezado para retirada do excesso de bactéria extracelular, e
ressuspendidos em solucdo de vermelho de fenol. O controle contendo
somente células foi realizado paralelamente para verificacdo da liberacao
espontanea do peréxido de hidrogénio pelas células na auséncia da ECET F5.

A curva padrao de peréxido de hidrogénio foi estabelecida a partir de
concentragdes molares conhecidas (0,5; 1,0; 2,0; e 4,0 nmoles de H202/100pl
de solucao de vermelho de fenol). A curva e o branco (solugdo de vermelho de
fenol) foram incubados em placas ELISA A/2 de 96 pocos, com um volume de
100ul por alvéolo e as suspensdes celulares incubadas em tubos plasticos do
tipo Falcon estéril.

As placas e os tubos 01, 02 e 03 permaneceram en estufa a 37°C
durante uma hora. Apés esse periodo, os tubos foram centrifugados e
100ul/alvéolo do sobrenadante desses tubos foram colocados em duplicata nos
pocos das linhas A e E das placas de ELISA, ja preenchidas com a curva e o
branco. Houve a necessidade da realizacdo de diluicdo seriada até 102 do
sobrenadante dos tubos em solucéo de fenol vermelho, pois a concentracao de
agua oxigenada foi maior que os valores da curva padrdo. A concentracédo de
H202 foi medida apds adicdo de 10yl de uma solugcdo de NaOH 1N, por
alvéolo, e a leitura feita em filtro 630 nm. Os resultados obtidos em densidade
optica (D.O.) foram transformados em nmoles de agua oxigenada liberados por
ndmero de células utilizadas (2x10° células), mediante equacéo de regressao
linear construida com base na curva padrdo, multiplicado pela diluicdo do
sobrenadante.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de peroxido de hidrogénio em nmoles/milhdes de
fagocitos do colostro, conforme o niumero de partos, estdo representados na
Tabela 1.



Tabela 1 — Valores de H,O; liberados pelos fagocitos presentes no

colostro de €meas bovinas, nos grupos C, NO e Q
conforme o nimero de partos.

N° de partos C NO @)
1 181,7+76,6 * 226,1+56,0" 2639+145"
2 94,7+852°% 849+66,1° 106,9+101,1°
3 106,3 +95,0%® 1382+0,0" 1509 +0,0"®
4 129,6 + 959" 1223+70,7° 835+585"
5 19,4+8,7° 16,7 +10,1°¢ 175+56°
Significancia P<0,05 P<0,007 P<0,01

Letras mailsculas na mesma coluna indicam diferengas estatisticas entre si.

A atividade bactericida dos fagdécitos do colostro bovino para a ECET
pdde ser observada nesta pesquisa, como relatado anteriormente por Riedel-
Caspari & Schimidt (1991 a, b, c, d) e Riedel-Caspari (1993).

Na presente investigacdo pbéde-se observar que o numero de partos
interferiu  na fagocitose da ECET pelos fagécitos do colostro bovino,
concordando com o relatado por Miller, Paape e Dulin (1985).

A quantidade de perodxido de hidrogénio liberada nos grupo controle, NO
e O foi maior nos animais de primeira lactacdo, diminuindo nas lactacdes
posteriores até atingir o menor valor nos animais com 05 pari¢cdes. Ou seja, 0S
fagocitos do colostro de vacas com menor numero de lactagdo apresentaram
maior atividade bactericida. Pdde-se observar que a resposta bactericida nos
grupos NO e O também foi maior nos animais de primeira, segunda e terceira
lactacdo, determinando maior fagocitose e liberacdo de agua oxigenada nos
grupos experimentais contendo ECET.

A liberacdo de agua oxigenada no grupo controle pode ter sido
provocada pala fagocitose inespecifica dos macréfagos do colostro bovino, pois
o colostro possui uma grande concentracao de glébulos de gordura e outras
substancias, que poderiam ser fagocitadas e estimulariam a liberacdo de
peréxido de hidrogénio, mesmo na auséncia da ECET.

5- CONCLUSAO

A atividade bactericida dos fagocitos do colostro bovino na auséncia ou
presenca de ECET opsonizada ou néo, foi maior nos animais mais jovens, o
gue nos leva a pressupor que estes animais apresentam maior resposta
imunolégica inespecifica que os animais com maior nimero de partos. No
entanto, com base nestes resultados ndo se pode definir se o colostro
proveniente destas vacas possui maior qualidade, pois a resposta imunolégica
especifica ndo foi avaliada, e a literatura relata que vacas mais velhas
apresentam maiores concentragdes de imunoglobulinas.

6-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BUESCHER, S. E.; MCLLHERAN, S. M. Polymorphonuclear leukocytes and
human colostrum: effects of in vivo and in vitro exposure. Journal Peadiatric
Gastroenterology Nutricional, v. 17, p. 424-433, 1993.

CHAMPE, P. C.; HARVEY, R. A. Bioquimica llustrada. 2. ed. Porto Alegre:
Artes Médicas, 1996.



DELLA LIBERA, A. M. M. P. Avaliacdo dos fagoécitos no leite de bufalas
(Bubalus bubalis) higidas criadas no Estado de S&o Paulo. Sao Paulo,
2002. 125 f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2002.

HONORIO, A. C. Atividade bactericida dos fagocitos do colostro humano
para a Escherichia coli enteropatogénica (EPEC). Sdo Paulo, 1995. 1251.
Dissertacao (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 1995.

MILLER, R. H.; PAAPE, M J.; DULIN, A. M. Relationship between
immunoglobulin concentration in milk and phagocytosis by bovine neutrophils.
American Journal Veterinary Research, v. 49, n. 1, p. 42-45, 1985.

NAGY, B.; FEKETE, P. Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) in farm
animals. Veterinary Research, v. 30, p. 259-284, 1999.

PAAPE, M. J.; GILDRY, A. J.; JAIN, N. V.; MILLER, R. H. Leukocytic defense
mechanisms in the udder In: BURVENICH, C.; VANDEPUTTE-VAN MESSON,
G.; HILL, A. W. New insights into the pathogenesis of mastitis. Belgium:
1991, p. 95-105.

PONTES, G. N. Avaliac&o da atividade fagocitaria e microbicida de células
do colostro humano para Salmonella typhimurium. Séo Paulo, 1999. 114 f.
Dissertacdo (Mestrado em Imunologia), Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 1999.

RIEDEL-CASPARI, G. The influence of colostral leukocytes on the course of an
experimental Escherichia coli infection and serum antibodies in neonatal calves.
Veterinary Immunology and Immunopatology, v. 35, p. 275-288, 1993.
RIEDEL-CASPARI, G.; SCHMIDT, F. W. The influence of colostral leukocytes
on the immune system of the neonatal calf. Il Effects on passive and active
immunization. Deutsche Tierarztliche Wochenschrift, v. 98, p. 165-204,
1991a.

RIEDEL-CASPARI, G.; SCHMIDT, F. W. The influence of colostral leukocytes
on the immune system of the neonatal calf. Il Efects on phagocytosis.
Deutsche Tierarztliche Wochenschrift, v. 98, p. 325-364, 1991b.
RIEDEL-CASPARI, G.; SCHMIDT, F. W. The influence of colostral leukocytes
on the immune system of the neonatal calf. IV Effects on bactericidity,
complement and interferon. Deutsche Tierarztliche Wochenschrift, v. 98, p.
395-398, 1991c.

RIEDEL-CASPARI, G.; SCHMIDT, F. W. Ubersichtsreferat: Die
Kolostralleukozyten und ihre Bedeutung fir das Immunsystem des
Neugeborenen. Deutsche Tierarztliche Wochenschrift, v. 97, p. 137-192,
1991d.

ROTHKOTTER, H. J.; PABST, R.; BAILEY, M. Lymphocyte migration in the
intestinal mucosa: entry, transit and emigration of lymphoid cells and the
influence of antigen. Veterinary Immunology and Immunopathology, v. 72,
p. 157-165, 1999.

TIZARD, I. R. Imunologia veterinaria: uma introducédo. 6. ed. Sdo Paulo:
Roca, 2002, 532 p.



