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Implicacoes da producao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio na saude
da glandula mamaria de bovinos leiteiros

Implications of reactive oxygen and nitrogen species production
on the mammary gland healthy in dairy cattle

Renison T. Vargas, Fernando Nogueira de Souza, Ménica M. 0. P. Cerqueira, Juliana R. Guimaraes, Cristiane V.
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Nos Gltimos anos, algumas pesquisas tém relatado a im-
portancia das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERON) e do estresse oxidativo no desenvolvimento das
doencas. Em bovinos leiteiros, estes compostos se tornam
mais importantes em casos de mastite e em doencgas do
periparto, vacas de alta produgao e a nutricao dos rebanhos
estdo diretamente relacionadas a estes eventos. Varios es-
tudos, no entanto, demonstram que nutricdo equilibrada e
suplementacao com algumas vitaminas e minerais, além de
diminuir o estresse podem contribuir para diminuigdo dos
efeitos adversos das ERON em vacas leiteiras
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In recent years, some researches have reported on the im-
portance of reactive oxygen and nitrogen species (ERON)
and oxidative stress in diseases development. In dairy cat-
tle, studies have reported that the importance of these com-
pounds become more important in mastitis and peri-parto
diseases, high production cows and herd nutrition are direc-
tly related to these events. feeding and stress management
adjustments are needed to reduce the adverse effects of
ERON in dairy cows. Several studies have shown that balan-
ced nutrition and supplementation with some vitamins and
minerals, and reduced stress may contribute to a decrease
in the adverse effects of ERON in dairy cows
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0 periodo do periparto é caracterizado por grandes al-
teracdes metabolicas ou processos infecciosos em vacas
leiteiras com producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ERON), erroneamente denominadas de radicais
livres. Este periodo de atividade metabolica intensa leva a
maior produgao destes metabdlitos e aumenta a suscepti-
bilidade de vacas leiteiras a algumas doengas (SORDILLO
e AITKEN, 2009; ROCHE et al., 2013; OSORIO et al., 2014;).

Em condicdes anormais, estes compostos podem ser
produzidos em excesso e levar a alteragdes e patologias,
principalmente na glandula mamaria durante a mastite. 0
neutréfilo logo apds realizar a fagocitose, produz ERON e
outras substancias microbicidas para matar os patégenos
invasores, logo apoés, ele entra em apoptose, expressa fos-
fatilserina, e entdo deve ser fagocitado por macrofagos para
evitar a liberagdo do seu conteido (ZHAO; LACASSE, 2014).

A ligacdo dos oxidantes (ERON) e os redutores aca-
ba levando ao que chamamos de estresse oxidativo
(LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007). O conceito mais utiliza-
do atualmente é descrito por Jones (2006), que descreve
0 estresse oxidativo como uma alteragao na sinalizacao e
controle do potencial de oxi-redugdo (redox).

0 objetivo desta revisdo é a melhor compreensdo das
implicagdes das ERON na glandula mamaria e discutir a for-
ma adequada de amenizar os efeitos adversos do estresse
oxidativo na salde da glandula mamaria dos bovinos.

As ERONSs sdo classificadas como moléculas organicas
e inorganicas e 4tomos que contém um ou mais elétrons
ndo pareados, com existéncia independente (HALLIWELL,
1994). Essa configuragdo faz com que estas moléculas se-
jam altamente instaveis, com meia-vida curtissima e muito
reativas quimicamente. A presenca de ERON é critica para
amanutencéo de diversas fungdes fisiologicas (POMPELLA,
1997). Processos celulares normais, injlrias ambientais e as
respostas inflamatdrias produzem estes compostos (SMITH
etal., 2011).

De acordo com Bianchi e Antunes (1999), as principais
ERON s&o o 0, (oxigénio Singlete), 0, radical superdxido),
OH-(radical hidroxila), NO-(Oxido nitrico), ONOO- (peroxini-
trito) e Q- (radical semiquinona). O peroxido de hidrogénio
(H,0,,n&o é considerado um radical livre verdadeiro, mas
é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir da-
nos na molécula de DNA por meio de reacdes enzimaticas
(ANDERSON, 1996).

0 sistema imunoldgico é um grande formador de ERON e
0 mecanismo bactericida oxidativo dos polimorfonucleares
(PMN), denominado explosdo respiratoria, ocorre na res-
posta protetora do animal. No entanto, deve ser mencio-
nado que estas ERONs, quando liberadas para o ambiente
extracelular, podem ser nocivas para as células do sistema
imunoldgico e para os tecidos circundantes (CHEW, 1996).

Entretanto, os antioxidantes sdo agentes responsaveis
pela inibicdo e redugdo das lesdes causadas pelas ERONs
nas células. Uma ampla definicao de antioxidante é “qualquer
substéncia que, presente em baixas concentragdes quando
comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxida-
¢ao deste substrato de maneira eficaz” (SIES; STAHL, 1995).

Esses agentes que protegem as células contra os efeitos
das ERON podem ser classificados em antioxidantes ndo -
enzimaticos, como as vitaminas A, E e C, a glutationa redu-
zida, selénio e proteinas do plasma ou os enzimaticos, como
a superoxido dismutase e catalase (SIES, 1993).

As macromoléculas celulares, em particular o 4cido de-
soxirribonucleico (DNA), proteinas e os lipidios sdo alvos
naturais das ERONs. Estas modificacdes oxidativas podem
levar a mutacdes, rupturas dos filamentos de DNA e mor-
te celular (POULSEN, 2005). E cada vez mais evidente que
certos tipos de lesdes teciduais inflamatorias sdo mediadas
pelas ERONs (CONNER; GRISHAM, 1996).

Durante o processo inflamatério, ocorre uma maior gera-
cao de ERON. Lean et al. (2013) citaram algumas situagdes
de perda de antioxidantes em bovinos como no desafio de
agentes infecciosos de alta patogenicidade; no parto quan-
do as vacas estdo mais susceptiveis a infec¢do bacteriana
do trato reprodutivo; no aumento da demanda metabdlica
e deplecdo de antioxidantes associados com a lactagéo e
producdo de colostro; em animais de alta producéao, devido
ataxas mais altas de atividade metabodlica e maior perda de
antioxidantes no leite; na ingestao excessiva de pro-oxidan-
tes e na atividade de estro. As condigdes atuais de mane-
jo como excesso de producao e o melhoramento genético
para o aumento da produgdo corroboram com a diminuigdo
das defesas naturais e a maior ocorréncia das doencas.

Durante o periodo de transi¢cdo em bovinos ocorrem vérias
mudancas metabdlicas. 0 aumento consideravel na demanda
de oxigénio no metabolismo resulta em aumento de produgao
de ERON. Um desequilibrio entre a produgdo aumentada de
ERON e a disponibilidade das defesas antioxidantes necessa-
ria para reduzi-los durante o periodo peri-parto, podem expor
vacas ao aumento do estresse oxidativo (MILLER et al., 1993).

Dietas de alta energia e ricas em amido podem aumentar
a probabilidade de ocorréncia do aparecimento do estresse
oxidativo (SGORLON et al. 2008) e, assim, favorecer o apa-
recimento de mastite e outras infec¢des. 0 mesmo pode
ocorrer durante a reduc@o do peso corporal das vacas,
associada ao balango energético negativo (JOZWIK et al.,
2012b), caracteristico do inicio da lactagéo.

Outro fator importante é descrito por Liu et al. (2010), cor-
relacionam o estresse térmico emvacas em zonas tropicais
e subtropicais como responséveis pela producao de ERON
e destruicdo de tecidos secretores do ubere.

Até a altima década, acreditava-se que os ERON causa-
vam apenas dano oxidativo as biomoléculas, contribuindo



para o desenvolvimento de uma variedade de doencas.
No entanto, evidéncias recentes sugerem que as ERONs
intracelulares em baixas concentracdes sdo compo-
nentes cruciais das cascatas de sinalizagdo intracelular
(MOLDOGAZIEVA et al., 2018).

Quando um patégeno invade a glandula mamaéria e causa
mastite, ocorre a produgdo de ERON, devido a fagocitose
deste patégeno, o que pode resultar em lesdes de células
epiteliais mamarias e consequente diminuigdo da secre-
¢do de leite (BARBANO et al., 2006). Durante o processo
inflamatério, a perda da homeostase permite o aumento da
permeabilidade e maior presencga de neutréfilos, que em
excesso, contribuem para o agravamento do quadro, pois
este mecanismo favorece a apoptose dos neutrofilos e a fa-
gocitose pelos macroéfagos, liberando as ERON para o meio
extracelular (ZHAQ; LACASSE, 2014).

No primeiro momento, neutréfilos do sangue sdo atraidos
para a infeccgdo local. Os neutrofilos sdo a primeira linha de
defesa contra a invasao frente a um patdgeno, cuja fungao é
fagocitar e eliminar o microrganismo. Apos a fagocitose da
bactéria, ocorre uma agao quimica chamada “queima res-
piratoria”. Este mecanismo produz uma alta concentragao
de ERONs que auxiliam na eliminagao das bactérias, mas
quando produzido em excesso, pode se acumular e matar
o neutrdfilo e o extravasamento destas substancias afetam
de maneira negativa a célula animal (SMITH et al., 2011).

Pesquisas realizadas nos ultimos anos em bovinos leitei-
ros mostram que o estresse oxidativo foi o principal causa-
dor de disfungdes do sistema imunolégico, o que prejudica
a resposta inflamatoria, e consequentemente, predispde a
numerosas doencgas em vacas, como por exemplo, inflama-
¢ao da glandula mamaria (mastite), especialmente no perio-
do peri-parto (JOZWIK et al. 2012a). Outro fator importante é
a formacdo de ERONs em casos de mastite levando a uma
série de alteragdes e diminuicao da qualidade do leite, con-
forme vérios trabalhos publicados (SORDILLO et al., 1997;
JOZWIK, 2012a, 2012b).

Como as ERONSs sdo extremamente toxicas para as célu-
las, 0 organismo animal desenvolveu um sofisticado sistema
antioxidante. Superéxido dismutase converte superdxido a
peroxido de hidrogénio e este € convertido em agua pela
enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) (WARD et al., 1988).
Estas duas enzimas controlam de maneira eficaz a maioria
das ERONs no citosol.

De acordo com Bryan et al. (2013), um dos principais sis-
temas celulares intrinsecos que protege a célula contra os
efeitos deletérios das ERONs é regulado pelo fator nuclear,

eritroide 2-like 2 (NFE2L2, anteriormente NRF2;). No interior
das células epiteliais mamarias, varios antioxidantes ativam
o NFE2L2, desencadeando um aumento na transcri¢do de
genes antioxidantes (JIN et al., 2016).

Outros fatores sao importantes no mecanismo de defesa
da glandula mamaria contra as ERON, como varias enzimas,
vitaminas e minerais.

Vitaminas e minerais sdo reconhecidos como antioxidan-
tes na promocao da salde e produgdo animal, e eles tam-
bém tém funcgdes especificas na mastite em bovinos, tais
como a vitamina A e B-caroteno, vitamina C, vitamina E, se-
Iénio (Se), zinco (Zn) e cobre (Cu) (YANG; LI, 2015). Conforme
descrito na Tabela 1, cada antioxidante tem um papel crucial
na saude dos animais.

Portanto, a fungdo das vitaminas e minerais é muito com-
plexa e a caréncia causa alguns distarbios. A deficiéncia
em micronutrientes se relaciona diretamente com a resis-
téncia a mastite, um dos mecanismos de interferéncia é na
reducdo das defesas contra a mastite ou na integridade do
tecido no teto, alterando a camada de queratina ou preju-
dicando a integridade das células do teto antes da entrada
da bactéria na glandula mamaria. 0 segundo mecanismo é
diminuir a migracao dos fagdcitos que se deslocam para o
local da infeccdo, ou seja para a glandula mamaéria, propor-
cionando a eliminagao das bactérias (SORDILLO et al., 1997).

Contudo é observado que, para algumas vitaminas e
minerais, a quantidade necesséaria para uma dtima funcéo
imunolégica do animal é maior do que a quantidade neces-
séria para o crescimento e reproducao, ou seja, quando 0s
sinais clinicos de deficiéncia sdo observados, o crescimen-
to, aimunidade e a fertilidade provavelmente ja foram com-
prometidas (NRC, 2001).

Tabela 1: Resumo dos efeitos dos micronutrientes sobre a
imunidade da glandula maméria.

Micronutriente Observagao

Niveis adequados levam & diminuicao da contagem

Vitamina A de células somaticas (CCS)
Func@o bactericida aumentada de fagécitos. Aumento
B-caroteno - _ AP ) L
da proliferag@o de linfocitos induzida por mitogénos
o Aumento da atividade bactericida de neutréfilos e
Vitamina E S ST AT
diminuic&o da incidéncia de mastite clinica
A deficiéncia causa diminuic&o da eficiéncia
Selénio dos neutrdfilos e 0 aumento leva a melhoria
da capacidade bactericida de neutréfilos com
diminuicao da gravidade e da duragd@o da mastite
Deficiéncia diminuiu a capacidade dos neutrofilos e
Cobre . o L > h
causa maior susceptibilidade a infeccao bacteriana
Deficiéncia leva a diminui¢do da funcao dos
Zinco leucdcitos e aumenta a susceptibilidade a infecgao

bacteriana
Fonte: Yang e Li (2015).



6.1 Vitamina E e a-tocoferol

A funcdo primaria da vitamina E é antioxidante.
Provavelmente, a vitamina E é o mais importante antioxidan-
te encontrado em células e membranas celulares (CHEW,
1996; SMITH et al., 2011).

Sua forma biologicamente ativa & conhecida como
o-tocoferol. A vitamina E é um componente integral da mem-
brana lipidica e tem um papel importante na protecao de
membranas lipidicas ao ataque de oxigénio reativo (RICE;
KENNEDY, 1988). A vitamina E aumenta a eficiéncia funcio-
nal de neutrofilos, protegendo-os contra danos oxidativos
apos a morte intracelular de bactérias fagocitadas (HERDT,;
STOWE, 1991). Na mastite, a vitamina E atua como um antio-
xidante solavel em lipidios celulares, eliminador de ERON e
protetora contra a peroxidacao lipidica (YANG et al., 2011).
Bouwstra et al. (2010), no entanto, destacam que suplemen-
tacdo com vitamina E acima dos niveis recomendados no
periodo seco pode ser prejudicial e aumentar os indices
de mastite apds o parto, sendo necessarias mais pesquisas
sobre o tema.

6.2 Selénio (Se)

0 selénio atua como um componente essencial da glu-
tationa peroxidase. Ele também desempenha papel vital na
protecdo intra e extra-celular das membranas lipidicas con-
tra danos oxidativos. A atividade de GSH-Px no leite varia
com a espécie e tipo de dieta (FOX; KELLY, 2006). A GSH-Px
catalisa a reducdo de vérios peroxidos, protegem a célula
contra danos oxidativos e protege lipidios do leite da oxida-
¢ao (BHATTACHARYA et al., 1988).

Sordillo (2013) relatou que em varias pesquisas realiza-
das nos (ltimos anos, o Se foi responsavel por uma melhora
substancial na resposta imune das vacas no peri-parto e
no controle do estresse oxidativo, além de diminuir a CCS
das vacas durante a lactagdo. Trabalhos recentes sugerem
que o Se regula negativamente os mediadores inflamatdrios
causados pelo Staphylococcus aureus, demonstrando um
bom efeito anti-inflamatério (WANG et al., 2018).

6.3 Zinco (Zn)

0 Zn é um mineral essencial e componente de mais de
300 enzimas do metabolismo animal (YANG et al., 2011). As
fungdes do Zn incluem crescimento de células e tecidos,
replicag@o celular, formacdo Ossea, integridade da pele,
imunidade mediada por células e, consequentemente, de-
fesas do hospedeiro (GROPPER et al., 2005). Deficiéncia de
Zn tem sido associada com a menor formagao de linfocitos
T e B e fagdcitos (SHERMAN, 1992). 0 Zn também é neces-
sario para manter a integridade da queratina que reveste a
extremidade do teto.

0 Zn esta envolvido naremoc&@o de ERON por superéxido
dismutase (SOD). A SOD extracelular e do citosol requerem
tanto Zn quanto Cu. Ele esta relacionado com outros compo-
nentes na resposta imune da vacas, tais como imunoativos

de vitamina A que reagem com o Zn de varias maneiras. 0
Zn, por exemplo, é necessario para a sintese hepética de
proteinas de ligag&o ao retinol, que transportam vitamina A
no sangue (GROPPER et al., 2005).

6.4 Cobre (Cu)

0 Cu é um componente da ceruloplasmina que facilita
a absorcdo e transporte de ferro. Além disso, o Cu é con-
siderado como uma parte importante da SOD, enzima que
protege as células dos efeitos toxicos de metabolitos de
oxigénio produzidas durante a fagocitose (YANG et al., 2011).
Recomenda-se para vacas em lactacao, a suplementacgao
de Cu com 11 mg/kg de MS (NRC, 2001). A deficiéncia de
cobre em bovinos é geralmente devido a formac&o de com-
postos de Cu com o ferro e o molibdénio, que reduzem a
biodisponibilidade de Cu no rimen (SPEARS, 2003). Sem a
presenca de SOD, radicais superoxido podem formar radi-
cais hidroxilo mais destrutivos que danificam as ligagdes
duplas insaturadas nas membranas celulares, acidos gra-
xos, e outras moléculas celulares (GROPPER et al., 2005).

6.5 Vitamina A e B-caroteno

Vitamina A e seu precursor B-caroteno sdo importantes
na manutencdo da salde epitelial e dos tecidos, desempe-
nham um papel vital na integridade e estabilidade da super-
ficie de mucosas (SORDILLO et al., 1997). Sua deficiéncia
pode predispor a penetragdo do patégeno na glandula ma-
maria devido a diminui¢cdo do tampéo de queratina. A vitami-
na A é um fator importante para sistemaimune, atenuando o
estresse oxidativo (JIN et al., 2014). Além disso, é sugestivo
que o B-caroteno funcione como um antioxidante, reduzindo
a formacgdo de superodxido dentro do fagécito e desempe-
nha papel importante na protegdo do tecido do Ubere ao
efeito prejudicial das ERON. Alguns estudos sugerem que
a vitamina A e B-caroteno possuem efeitos estimuladores
em células do sistema imune (HEINRICHS et al., 2009). As
vacas com escores mais altos no California Mastitis Test
(CMT) apresentaram concentragdes plasmaticas significa-
tivamente menores de vitamina A e -caroteno do que vacas
com escores mais baixos de CMT, indicando maior ocorrén-
cia de mastite (YANG et al., 2011).

6.6 Vitamina C e acido ascorbico

0 4cido ascorbico ndo é um nutriente necessario para
vacas leiteiras, porém animais com mastite tm menor con-
centragdo destes compostos no leite e plasma (WEISS et al,
2004). 0 acido ascorbico sequestra as ERONs por transfe-
réncia rapida de elétrons, inibindo assim a peroxidacao li-
pidica. Na mastite bovina, eles sao identificados como bio-
marcadores de estresse oxidativo (NARESH et al., 2002).

Delvin et al. (2000) atestaram que a suplementagao com
misturas de vitaminas com agao antioxidante — Vitamina E,
Vitamina C e B-caroteno —aumenta consideravelmente o ni-
vel plasmatico de vitamina E. A vitamina C auxilia a vitamina



E, proporcionando o retorno da vitamina E ao plasma ap6s
sua metabolizagdo. A vitamina A por sua vez, protege o
B-caroteno contra a oxidagdo, aumentando seu tempo de
acdo (HARPER, 2000).

6.7 Outros suplementos

A metionina é um dos principais aminoacidos limitantes
emvacas leiteiras (SCHWAB; BRODERICK, 2017), e pode ser
usado na sintese da glutationa (GSH) e taurina, que s&o dois
importantes antioxidantes intracelulares (MARTINOV et al.,
2010). Trabalhos anteriores demonstraram que a suplemen-
tacdo da metionina melhora a satide das vacas e sua produ-
tividade (CHEN et al., 2011; 0SORIO et al., 2013; ZHOU et al.,
2016; BATISTEL et al., 2017). Neste sentido, Han et al. (2017)
suplementaramvacas com a metionina pré-parto e a avalia-
cdo através de hiopsias de tecido mamario demonstrou uma
menor ocorréncia de metabolitos reativos de oxigénio, com-
parado com o grupo controle. Além disto, houve aumento
substancial de enzimas antioxidantes como a glutationa re-
dutase (GSR), glutationa peroxidase 1 (GPX1), entre outras.

As pesquisas tém demonstrado que a produc&o excessi-
va das ERONs na glandula mamaéria é um fator negativo para
qualidade do leite, com sugestivos efeitos sobre a salide dos
bovinos e do consumidor. Porém, os estudos tém reportado
que o uso de antioxidantes, principalmente a ingestdo de
certos minerais e vitaminas, bem como o uso de novos pro-
dutos imunogénicos pode contribuir de maneira positiva para
amenizar os prejuizos causados ao animal e ao consumidor.
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