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Resumo

Doenças, intensidade na criação e produção, bem como o manejo
inadequado foram fatores considerados estressantes para vacas leiteiras,
determinando a retenção de leite. Quatro vacas adultas, sadias e em
plena lactação e sem antecedentes de mamites e/ou tratamento intra-
mamário foram submetidas experimentalmente a 10% de retenção
de leite, das quais colheram-se amostras de leite nos seguintes
momentos (Tempos): antes da retenção, 12, 24, 36, 48, 60 horas
durante a retenção e, 168 e 180 horas após o início do procedimento,
ou seja, 108 e 120 horas após cessada a retenção. As amostras de leite
foram, previamente, submetidas a exames físico-químico e
microbiológico. O soro lácteo era obtido por coagulação do leite com
renina e o proteinograma determinado por biureto e fracionamento
por eletroforese em gel de poliacrilamida. Observou-se um gradativo
e significativo aumento de algumas frações do soro lácteo: albumina
e imunoglobulina sérica bovina; lactoferrina; α1-antitripsina; β-
lactoglobulina e; α-lactoalbumina. Ao final da experimentação os
valores das frações protéicas, retornaram aos iniciais, momento anterior
ao início da retenção láctea.
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Introdução

A mamite dos bovinos, por ser uma
doença multifatorial apresenta vários fatores
predisponentes1, entre os quais, devem ser
destacados, em primeiro lugar, os
relacionados ao meio ambiente: instalações,
condições de higiene, ventilação e disposição
dos bebedouros, bem como as práticas de
manejo. A seguir, os fatores considerados
inerentes às condições intrínsecas do animal,
tanto as alterações anatomo-funcionais da
glândula mamária e a ocorrência de en-
fermidades sistêmicas ou localizadas.
Associam-se a esses fatores outros rela-
cionados à magnitude da produção leiteira
e ao manejo da ordenha, realçando-se ser a
retenção láctea pós-ordenha na glândula um
significativo fator predisponente a instalação
e desenvolvimento de infecções causadoras
de mamites, pois o leite retido na glândula
não só atua como fator irritativo do tecido
epitelial de revestimento interno da glândula,

como também porque o leite retido
representa um perfeito substrato para o
desenvolvimento de microrganismos2.

A retenção láctea em vacas ocorre em
conseqüência a fatores estressantes
determinando pela liberação de adrenalina,
que em sua atividade durante o processo da
ordenha, impede a perfeita descida do leite
e,  conseqüentemente, determina a retenção
láctea no úbere. McCaughan e Malecki3

demonstraram que vacas, em permanente
estresse, retêem maior volume de leite na
glândula mamária após a ordenha e,
afirmaram que doenças como a rinotraqueíte
infecciosa dos bovinos e a infestação de
ectoparasitas seriam severos fatores
estressantes e, assim sendo, determinantes do
aumento da retenção láctea. Apesar disso,
na revisão da literatura especializada poucas
foram as pesquisas que avaliaram ou se
propuseram demonstrar as alterações
determinadas no leite, em decorrência da
maior retenção láctea pós ordenha no úbere,
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especialmente, as variações de inúmeras
proteínas lácteas, quer sejam as sintetizadas
na própria glândula mamária, como também
aquelas que surgiriam no leite, em
decorrência de lesões do epitélio glandular.
No entanto, alguns pesquisadores avaliaram
a influência da redução do número de
ordenhas sobre a composição química do
leite de vacas4 e de cabras5. Assim esses
pesquisadores complementaram o que fora
estabelecido em 1981 por Honkanem-
Buzalski, Katila e Sandholm6 ao
determinarem as alterações qualitativas das
proteínas do leite em casos de inflamação
da glândula mamária e por Östensson7 nas
diferentes fases da lactação.

A técnica de eletroforese em gel de
acrilamida foi utilizada por alguns
pesquisadores para avaliar as alterações do
quadro protéico no soro sanguíneo8, 9 e no
leite10, 11 que consideraram essa técnica
exeqüível e sensível para a detecção e
mensuração das proteínas, em pequenas
concentrações, nos fluidos orgânicos.

Apesar de existirem afirmações em
compêndios, que a retenção láctea pós-
ordenha seria uma das alterações da
fisiologia da glândula mamária considerada
predisponente às mamites,12,13,14,15,16 as
variações do proteinograma do soro lácteo
de bovinos e do possível significado da
retenção láctea pós-ordenha como fator
etiológico predisponente à instalação das
mamites, não têm sido objeto de estudos.
Assim sendo, objetivou-se na presente
pesquisa avaliar a constituição protéica do
soro lácteo de vacas lactantes submetidas à
indução experimental de 10% de retenção
do leite no úbere após a ordenha.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas quatro vacas leiteiras,
clinicamente sadias, adultas, em plena
lactação, sem antecedentes de mamites ou
de tratamento intramamários. A triagem
desses animais foi realizada segundo
recomendações de Grunert17 e Birgel16, por
exame físico do úbere, avaliação da

celularidade do leite pelo CMT,
determinação do pH, eletrocondutividade,
teores de cloretos e exame microbiológico.
As quatro vacas incluídas na pesquisa, não
demonstraram variações significativas desses
parâmetros e foram negativas no exame
microbiológico.

No início da pesquisa realizou-se a
avaliação do volume de leite obtido nas
ordenhas da manhã e da tarde, usando-se o
seguinte critério: cada quarto foi ordenhado
até seu esgotamento completo, recolhendo
o leite numa jarra graduada; após, aplicava-
se por via endovenosa 10 UI de ocitocina e,
depois de 20 minutos, a vaca era novamente
ordenhada, medindo-se assim o volume do
leite residual. A partir da somatória dos
volumes de leite obtidos nas duas ordenhas
- plena e a do leite residual, calculava-se o
volume de 10% do leite total ordenhado e
que a seguir seria retido, segundo
delineamento experimental. A colheita das
amostras de leite, para determinação do
proteinograma do soro lácteo de vacas com
indução de retenção de 10% de leite, foi
realizada durante uma semana, considerando
a primeira colheita ou momento inicial,
denominado tempo 1 (T1), constituindo o
grupo controle. Os demais grupos foram
assim formados: tempo 2 (T2) – amostras
colhidas após 2 a 12 horas de retenção;
tempo 3 (T3) amostras colhidas após 24
horas de retenção; tempo 4 (T4) -   36 horas
após a retenção; tempo 5 (T5) - 48 horas
após a retenção; tempo 6 (T6) - 60 horas
após a retenção; tempo 7 (T7) – colheita da
ordenha da manhã uma semana após a
retenção,  isto é, 168 horas após o início da
retenção e 108 horas depois de cessar a
retenção; tempo 8 (T8) – amostras colhidas
uma semana (180 horas) após o início da
pesquisa ou 120 horas após o fim do período
de retenção de 10% de leite.

As colheitas das amostras de leite
foram sempre realizadas antes da ordenha,
sendo inicialmente, os tetos imersos em
solução anti-séptica e secos, individualmente,
com papel toalha, mas preliminarmente, era
realizada a prova de exame do leite, em placa
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1 SIGMAMARKER – Low molecular weight
range – Marca Sigma
2 Analisador Bioquímico Liasys

com fundo escuro, segundo recomendações
de Birgel2, observando-se a cor, consistência
e presença de massas ou grumos do leite.
Após a ordenha, os tetos eram novamente
submetidos ao mesmo processo de anti-
sepsia. As amostras de leite permaneciam
acondicionadas em caixas de isopor com
gelo e transportadas ao Laboratório onde
foram submetidas aos exames de rotina, a
saber: CMT, avaliação de pH e
eletrocondutividade, determinação de
cloretos e exame microbiológico17,16.

Esses exames que, inicialmente, serviram
para triagens das vacas que seriam incluídas nesta
pesquisa e durante o desenvolvimento do
delineamento experimental monitorariam as
possíveis alterações nos resultados dos exames
físico-químico e microbiológico do leite,
alertando para a necessidade de tratamento dos
animais ou interrupção da pesquisa, por risco a
saúde do animal.

Das amostras obteve-se o soro lácteo,
coagulando-se o leite pela adição de 10%
de solução de renina, conforme descrito por
Sant’Ana e Birgel18. O soro lácteo foi
congelado à –70oC, até o momento da
realização da eletroforese em gel de
poliacrilamida.

 O proteinograma do soro lácteo foi
determinado por fracionamento e quan-
tificação das proteínas, utilizando-se a técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida,
descrita por Fagliari, McClenahan e
Evanson9. A identificação das proteínas foi
determinada, comparando a curva do
fracionamento à obtida com padrões
elaborados com proteínas purificas.
Utilizaram-se os seguintes padrões: b-
lactoglobulina; a-lactoalbumina; a1-
antitripsina; imunoglobulinas bovina e
marcadores de peso molecular, variando
entre 6.000 e 60.000 daltons12. A
concentração láctea de proteína total do soro
lácteo foi determinada, utilizando-se
analisador automático16, pela  técnica do
biureto, adaptada para determinação em
amostras de fluídos orgânicos com pequena
concentração protéica.

Os resultados dos vários parâmetros

utilizados nesta pesquisa foram, inicialmente,
submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov, destinados à avaliação da
distribuição normal de seus valores. A seguir,
foi realizada análise de variância, adotando-
se o teste de Duncan para contraste entre as
médias. Para completar a análise estatística
dos resultados, realizou-se a análise de
regressão, para verificar a relação entre pares
de variáveis. A significância da regressão
linear foi avaliada por meio do Teste F. Os
valores dos resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05 19. Para análise
estatística dos resultados utilizou-se programa
computacional Statistical Analysis System 20.

Resultados

Os resultados apresentados em duas
tabelas e uma figura permitiram afirmar que,
apesar de não haver variações significativas
do teor protéico total do soro lácteo durante
e após a retenção láctea de 10% em vacas
lactantes, elas foram observadas nas frações
do proteinograma, tanto nas imuno-
globulinas e albumina séricas; α1-antitripsina;
como também na lactoferrina; β-
lactoglobulina e; α-lactoalbumina. Nas
condições experimentais, os resultados
foram significativamente maiores durante a
retenção, para na fase final, após cessar a
retenção láctea os valores determinados
equivalerem-se àqueles iniciais.

Na tabela 1, cujos resultados foram
configurados na figura 1 demonstrou-se, que
as frações protéicas do soro lácteo estudadas
aumentaram gradativa e significativamente
durante o processo de retenção láctea,
retornando aos valores iniciais ao final da
avaliação. Na tabela 2 demonstraram-se
correlações positivas e significativas da
concentração da albumina sérica do soro
lácteo com as concentrações de proteína total
do soro lácteo, lactoferrina, fração de
imunoglobulinas e antitripsina. Em
contraposição, não se observou correlação
dos valores obtidos para concentração de
proteína total do leite e nem para a das
proteínas de síntese na glândula mamária, isto
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Tabela 1- Valores médios e desvios-padrão das frações do proteinograma do soro lácteo de vacas submetidas a indução de retenção de 10% do
                       leite de ordenha, obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida. Resultados expressos em mg/dl, em amostras colhidas em 8
                      momentos do processo de retenção láctea. São Paulo – 2.004

Letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas entre os momentos (Tempos) de colheita (p<0,05)

Tabela 2 - Coeficientes de correlação (r) entre as variáveis das frações do proteinograma do soro lácteo de vacas submetidas à indução de retenção
                      de 10%. Determinação por eletroforese em gel de poliacrilamida. São Paulo – 2004

*  (P<0,0001); **(P<0,001);  ***(P<0,05);  NS – não significativo
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é, b-lactoglobulina e a-lactoalbumina.

Discussão

A eletroforese em gel de acrilamida
demonstrou ser técnica adequada para
avaliar quantitativamente as concentrações
protéicas de fluídos orgânicos, quando as
concentrações das frações fossem mínimas,
como foi comprovado no soro sanguíneo
por Hiller8 e Fagliari, McClenahan e
Evanson9 e no leite por Kato, Mori e Katoh10

e Urech e Puhan11, que além do mais
destacam a sensibilidade da técnica. Na
presente pesquisa comprovou-se que a
técnica foi exeqüível, para determinação do
proteinograma do soro lácteo, com
sensibilidade suficiente para quantificar as
frações protéicas oriundas da síntese do leite,
bem como as transudadas do plasma
sanguíneo para os tecidos e sistema excretor
da glândula mamária. As seguintes frações
protéicas foram determinadas de forma
bem característica: proteína sérica total;
albumina sérica; imunoglobulinas séricas;
antitripsina sérica; lactoferrina, α-
lactoalbumina e β-lactoglobulina.

McCaughan e Malecki3 demons-
traram resposta insuficiente da adrenocortical
e retenção láctea em vacas produtoras de
leite submetidas a estresse de ação persistente,
porém, os pesquisadores não avaliaram as
características dos constituintes físico-
químicos e microbiológicos do leite desses
animais. As afirmações assemelhadas
tornaram a retenção láctea em ruminantes
lactantes um fato aceito e divulgado por
inúmeros autores como condição etiológica
predisponente às mamites, apesar de ter sido,
especificamente, pouco estudado e
avaliado12,13,14,15,2,16.

A análise dos resultados obtidos no
soro lácteo de vacas submetidas a indução
de 10% de retenção láctea demonstrou que,
apesar de não haver variações nos teores
lácteos total de proteína durante o desenrolar
do processo, houve significativo aumento da
concentração de proteína total do soro
sanguíneo e de suas frações (albumina e

imunoglobulinas) extravasadas para o leite,
bem como de algumas proteínas de reação
aguda, como ocorreu com a antitripsina e
lactoferrina do soro sanguíneo.

A proteína total de origem sanguínea
e suas frações-albumina e imunoglobulinas
mostraram aumentos significativos entre 24
e 36 horas de retenção láctea, apresentando
significativa correlação positiva e como não
são sintetizadas na glândula mamária, os
resultados sugeriram que elas se transferiram,
por difusão, do sangue para o leite. Da
mesma forma, demonstrou-se evidente
aumento das concentrações de antitripsina e
lactoferrina, oriundas do plasma sanguíneo
nos mesmos períodos. Os resultados
concordaram com aqueles apresentados por
Honkanem-Buzalski, Katila e Sandhom6, que
destacaram aumento da antitripsina e da
albumina sérica bovina no leite de vacas
acometidas por mamites. Assim ao afirmar-
se, baseado nos presentes resultados, que o
aumento do conteúdo protéico de origem
sanguínea no leite seria um indicador do
aumento de permeabilidade do sistema
vascular responsável pela circulação venoso-
arterial da glândula mamária, demonstrando
ocorrência de fase incipiente de processo
inflamatório de origem não inflamatória.
Ressalte-se a concordância dessa afirmação
com as manifestações feitas por Honkanem-
Buzalski, Katila e Sandhom6 permitindo a
confirmação da hipótese que a retenção
láctea pós-ordenha, na dependência de seu
volume representa real fator etiológico
predisponente às mamites no gado leiteiro,
associando-se, freqüentemente, aos demais,
considerados fundamentais para a
disseminação da inflamação e infecção da
glândula1. Os presentes resultados
demonstraram, também, aumento
significativo das concentrações da α-
lactoalbumina e da β-lactoglobulina após a
retenção de 10% de leite. E, seus resultados
apresentaram, também, relação significativa
e positiva entre elas, bem como com a
concentração de proteína total do soro lácteo.
Resultados similares foram determinados
por Kelly et al.4, que observaram aumentos
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Figura 1 – Representação gráfica dos valores médios das frações do proteinograma do soro lácteo durante a indução da retenção de leite. Determinação
por eletroforese em gel de poliacrilamida. Valores expressos em mg/dl – São Paulo - 2004

da lactoalbumina e do número de células
somáticas no leite de vacas submetidas à
diminuição da freqüência das ordenhas no
processo de secagem desses animais no
período de repouso pré-parto. Todavia os
citados pesquisadores, não observaram

alterações significativas da concentração láctea
de β-lactoglobulina, no mesmo período.

Ao observar-se na presente pesquisa
que o teor de proteína total láctea não
apresentou variações significativas durante a
indução da retenção de 10% de leite em
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vacas, discordou-se dos resultados
determinados por Boutinaud et al.5 ao
avaliarem o efeito da diminuição do número
de ordenha sobre a constituição protéica do
leite de cabras. Todavia a comparabilidade
dos resultados, aparentemente paradoxal
poderia ser atribuída ao fato do presente
delineamento experimental determinar a
obtenção do soro lácteo e, assim eles não
incluíram os teores de caseína, cabendo
apenas ressaltar que a retenção láctea
aumentou o teor de proteínas sanguíneas que
extravasaram do sistema vascular face ao
aumento da permeabilidade dos vasos
sanguíneos, conseqüente ao processo
inflamatório não infeccioso da glândula
mamária causado pela irritação do leite retido
no úbere, entre as ordenhas.

Por apresentarem as frações protéicas
do soro lácteo de vacas submetidas à
indução de retenção de leite entre as
ordenhas significativamente diferentes

durante a evolução desse processo, para a
utilização rotineira do proteinograma do
soro lácteo há evidente indicação para fins
de diagnóstico clínico das infecções da
glândula mamária, sendo que a determinação
do fracionamento eletroforético em gel de
poliacrilamida substituiria com evidentes
vantagens outras técnicas de avaliações
protéicas no leite.

A análise dos resultados obtidos
permitiu as seguintes conclusões:

1. O fracionamento eletroforético em
gel de poliacrilamida é exeqüível para
fracionamento protéico do soro do leite do
gado leiteiro.

2. A retenção láctea de 10%
determinou significativo aumento das frações
protéicas não sintetizadas na glândula mamária
durante período de retenção: albumina e
imunoglobulinas séricas; lactoferrina e a1-
antitripsina, caracterizando processo
inflamatório irritativo não infeccioso.

Milk proteinogram of the cows submitted to milk retention

Abstract

Diseases, breeding and production intensity, as well as inadequate
handling were factors considered as stressful to milk cows, determining
milk retention. Four healthy adult cows and in full milking period
and without any prior mamits and/or intra-mammary treatment
were experimentally submitted to 10% milk retention of which milk
samples were collected at the following times: before milk retention,
12, 24, 36, 48, 60 hours during retention and 168 and 180 hours after
the initial procedure, or being, 108 and 120 hours after retention
ceased. The milk samples were previously submitted to physic-chemical
and microbiological exams. The whey was obtained by milk
coagulation with renin and the proteinogram determined by biuret
method and fractionizing by polyacrymalide gel electrophoresis. A
gradual and significant increase of some fractions of the whey was
observed: serum albumin and immunoglobulin bovine, lactoferrin;
α1-antitrypsin; β-lactoglobulin and; α-lactoalbumin. At the end of
the experiment, the proteic fractions returned to their initial state, the
moment previous to the initial milk retention.
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