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To evaluate the biochemical profile and protein concentration of whey from milk sam-
ples of healthy Murrah primiparous and pluriparous buffaloes, 30 female buffaloes were
analyzed during a complete lactation. The animals were divided into three groups: G1 =
10 primiparous buffaloes, G2 = 10 pluriparous buffaloes with 2-3 lactations and G3 = 10
pluriparous buffaloes with >3 lactations. The lactation period was divided into: early stage
(I: 1-3 months of lactation), intermediate stage (T: 4-6 months of lactation) and final stage
(F: 7-9 months of lactation). Before milk sampling, physical examination of the mammary
gland, strip cup test and California Mastitis Test (CMT) were performed. After mammary
quarters asepsis, 20mL of milk were collected monthly from each mammary quarter, dur-
ing a complete lactation, in sterilized plastic bottles without preservative, in order to per-
form microbiological isolation, biochemical profile and protein electrophoresis in sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and 30mL of milk from
each mammary quarter were collect, in sterilized plastic bottles containing preservative
bronopol to perform the somatic cell count (SCC). A total of 1,042 milk samples were
collected from the experimental groups during lactation, of which 923 samples showed
negative reaction to CMT and negative microbiological isolation and were selected to bio-
chemical profile analysis and protein electrophoresis in SDS-PAGE. There were influence
of parity order and stage of lactation in biochemical profile and protein concentration of
healthy Murrah buffaloes’ whey. Primiparous buffaloes (G1) showed higher gamma-glu-
tamyltransferase (GGT: 2,346 U/L), alkaline phosphatase (ALP: 181 U/L), phosphorus (P;
56.6mg/dL), potassium (K; 32.0mg/dL) and a-lactalbumin (458mg/dL). Buffaloes with
2-3 lactations (G2) showed higher SCC (70,700 cells/mL) and higher concentrations of
total protein (1.55g/dL), albumin (100mg/dL), magnesium (Mg; 8.80mg/dL), chlorides
(Cl; 176émg/dL), iron (Fe; 10.7pg/dL), sodium (Na; 178mMol/L) and lactoferrin (59.5mg/
dL). Bufalloes with >3 lactations (G3) showed higher concentrations of total calcium (Ca;
41.8mg/dL), ionized calcium (iCa; 2.92mMol/L), immunoglobulin A (IgA; 1.32mg/dL),
serum albumin (99.1mg/dL), immunoglobulin G (IgG; 49.7mg/dL) and (-lactoglobulin
(1,068mg/dL). During lactation it was observed increase in SCC, GGT, ALP, total protein,
albumin, P, Mg, Cl, Na, lactoferrin, serum albumin, IgG and a-lactalbumin, as well as de-
crease in concentrations of Ca, Fe, iCa, K, IgA and -lactoglobulin in buffaloes’ whey. The
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results may be used as reference for buffaloes and to support diagnosis and prognosis of

diseases common to lactation periods.

INDEX TERMS: Bubalus bubalis, mammary gland, somatic cell count (SSC), stage of lactation, SDS-

-PAGE.

RESUMO.- Para avaliar o perfil bioquimico, inclusive pro-
teinas, do soro lacteo de bufalas Murrah primiparas e plu-
riparas sadias foram analisadas amostras de leite de 30 fé-
meas bubalinas durante uma lactacdo completa. Os animais
foram distribuidos em trés grupos: G1 - 10 bufalas primi-
paras, G2 - 10 bufalas pluriparas com duas a trés lactagdes
e G3 - 10 bufalas pluriparas com mais de trés lactagoes. O
periodo de lactacdo foi dividido em: fase inicial (I: primeiro
ao terceiro més de lactacdo), fase intermediaria (T: quarto
ao sexto més de lactacdo) e fase final (F: sétimo ao nono
meés de lactacdo). Antes da colheita das amostras de leite
foram realizados o exame fisico da glandula mamaria, o
teste da caneca de fundo escuro e o California Mastitis Test
(CMT). Apds a assepsia dos quartos mamarios, foram colhi-
das mensalmente, durante uma lactacdo completa, amos-
tras de 20mL de leite de cada quarto mamario, em frascos
plasticos esterilizados e sem conservante, para a realizacdo
do isolamento microbioldgico, determinagdo do perfil bio-
quimico e fracionamento proteico por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE), e amostras de 30mL de leite de cada quarto
mamario, em frascos plasticos esterilizados contendo con-
servante bronopol, para contagem de células somaticas
(CCS). Das 1.042 amostras de leite colhidas dos trés grupos
experimentais durante a lactacdo, 923 amostras de leite
apresentaram reacdo negativa ao CMT e isolamento micro-
biolégico negativo e foram selecionadas para as analises do
perfil bioquimico e fracionamento proteico em SDS-PAGE.
Notou-se influéncia da ordem de parto e da fase da lactagdo
no perfil bioquimico e no proteinograma do soro lacteo de
bufalas da raga Murrah sadias. As bufalas primiparas (G1)
apresentaram maior atividade das enzimas gamagluta-
miltransferase (GGT: 2.346U/L) e fosfatase alcalina (ALP:
181U/L) e maiores concentracdes de foésforo (P: 56,6mg/
dL), potassio (K: 32,0mg/dL) e a-lactoalbumina (458mg/
dL). As fémeas com duas a trés lactacoes (G2) apresenta-
ram maior CCS (70.700 células/mL) e maiores concentra-
¢des de proteina total (1,55g/dL), albumina (100mg/dL),
magnésio (Mg: 8,80mg/dL), cloretos (Cl: 176mg/dL), fer-
ro (Fe: 10,7ug/dL), s6dio (Na: 178mMol/L) e lactoferrina
(59,5mg/dL). As fémeas com mais de trés lactagdes (G3)
apresentaram maiores concentragoes de calcio total (Ca:
41,8mg/dL), célcio ionizado (Cai: 2,92mMol/L), imuno-
globulina A (IgA: 1,32mg/dL), albumina sérica (99,1mg/
dL), imunoglobulina G (IgG: 49,7mg/dL) e B-lactoglobulina
(1.068mg/dL). Durante a lactacdo foi observado aumento
da CCS, aumento das atividades das enzimas GGT e ALP, au-
mento das concentragdes de proteina total, albumina, P, Mg,
Cl, Na, lactoferrina, albumina sérica, IgG, a-lactoalbumina e
reducao das concentragdes de Ca, Fe, Cai, K, IgA e B-lacto-
globulina no soro lacteo das bufalas. Os resultados obtidos
podem ser utilizados como referéncias para a espécie bu-
balina e auxiliar no diagndstico e no progndstico de doen-
¢as de ocorréncia comum na fase de lactagdo.
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TERMOS DE INDEXACAO: Bubalus bubalis, glandula mamaria,
contagem de células somaticas (CCS), estagio da lactagdo, SDS-
-PAGE.

INTRODUCAO

A bubalinocultura tem cada vez mais se destacado no cena-
rio nacional, passando a ser uma op¢ao economicamente
rentavel e deixando de ser apenas uma alternativa para a
ocupacgao de terras improéprias para a criagdo de bovinos
(Silva etal. 2013). Segundo dados do IBGE (2014), em 2013
a populacao de bufalos no pais era de 1,33 milhdo de ani-
mais, sendo que a regido Sudeste apresentou um aumento
de 4,3% do rebanho relativamente a 2012. O maior inte-
resse pela criacdo de bubalinos deve-se ao fato da bufala
produzir leite com caracteristicas peculiares, com teor de
so6lidos que supera consideravelmente o do leite de vaca.
Para a industria de derivados lacteos o aproveitamento do
leite bubalino é maior, com rendimento 40% superior ao do
leite bovino (Andrade et al. 2011).

0 interesse por conhecimentos relacionados aos aspec-
tos clinicos da glandula mamaria e da composi¢ao do leite
de bufalas tem aumentado devido, principalmente, a escas-
sez de informacdes e ao fato de os bubalinos, assim como
os bovinos, serem susceptiveis a mastite que, sabidamente,
é causa relevante de reducdo da producdo de leite e de al-
teracoes na qualidade do leite (Langoni et al. 2001). Nesse
sentido, o fracionamento eletroforético das proteinas da
secrecdo lactea tem sido utilizado para avaliar a funcdo da
glandula mamaria de ruminantes, uma vez que as doencas
inflamatérias podem estimular a produgio, tanto no soro
sanguineo quanto no soro lacteo, de proteinas de fase agu-
da (Ceciliani et al. 2012). Adicionalmente, a avaliacdo do
perfil bioquimico do soro lacteo, principalmente enzimas
e minerais, mostrou ser um procedimento util tanto para a
avaliacdo da glandula mamaria quanto para a avaliacdo da
transferéncia de imunidade passiva aos neonatos (Martins
Filho 2006, Baroza 2007, Rocha et al. 2014). A determina-
¢do de componentes bioquimicos do soro lacteo, em espe-
cial das proteinas de fase aguda, além de indicar a presenga
de doenca inflamatoéria ativa, pode ainda auxiliar no prog-
néstico e/ou no monitoramento da resposta do paciente a
terapia (Ganheim et al. 2007).

Dentre os fatores que provocam alteracdes na composi-
¢do do leite merecem destaque ndo somente aqueles decor-
rentes das mastites, mas também os fatores relacionados a
idade dos animais, raca, fase da lactagdo, condi¢des clima-
ticas e dieta dos animais (Patel et al. 1993). Portanto, é de
fundamental importancia o conhecimento das caracteris-
ticas e da composicdo do leite bubalino para o estabeleci-
mento de valores de normalidade auxiliares no diagnéstico
clinico e no desenvolvimento e aplicacdo de técnicas mais
avangadas de prevencdo e controle das infec¢des intrama-
marias nesta espécie (Bastos & Birgel 2011). Assim, o estu-
do teve como objetivo avaliar o perfil bioquimico, inclusive
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proteinas e suas fracdes, do soro lacteo de bufalas Murrah
primiparas e pluriparas sadias durante uma lactacdo com-
pleta.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas amostras de leite de 30 bufalas pertencentes
a uma propriedade rural localizada no municipio de Analdndia,
Estado de Sdo Paulo, durante uma lactagdo completa. As bufa-
las apresentavam produc¢do média didria de 6kg de leite/animal
e eram criadas em sistema semiextensivo com dieta a base de
volumoso e polpa citrica suplementar. Estes animais eram orde-
nhados uma vez ao dia, pela manha, utilizando-se ordenhadeira
mecanica.

As bufalas foram distribuidas em trés grupos: G1=10 fémeas
de primeira lactacdo, G2=10 fémeas com duas ou trés lactagdes e
G3=10 fémeas com mais de trés lactacoes. O periodo de lactagdo
foi dividido em: fase inicial (I: primeiro ao terceiro més de lac-
tagdo), fase intermediaria (T: quarto ao sexto més de lactagdo) e
fase final (F: sétimo ao nono més de lactacdo). Apds a inspecgdo e
palpagdo da glandula mamaria (Radostits et al. 2007) foram reali-
zadas a prova da caneca telada de fundo escuro e o California Mas-
titis Test-CMT (Schalm & Noorlander 1957). Antes da obtengdo
das amostras de leite realizou-se assepsia dos quartos mamarios
com algodio embebido em alcool 70%. Foram colhidas, mensal-
mente, durante uma lactagdo completa, amostras de 20mL de leite
de cada quarto mamario, em frascos esterilizados e sem conser-
vante, para a realizagdo do isolamento microbiolégico, determina-
¢do do perfil bioquimico e fracionamento proteico em SDS-PAGE,
e amostras de 30mL de leite de cada quarto mamaério, em frascos
plasticos esterilizados contendo conservante bronopol, para con-
tagem de células somaticas (CCS). Ap6s a colheita, todas as amos-
tras foram acondicionadas e transportadas em caixas isotérmicas,
com gelo, até o laboratério.

Para o exame microbiolégico, uma aliquota de 10 uL de cada
amostra de leite foi semeada em agar sangue ovino desfibrinado
5% e 4gar MacConkey, mantida a 37°C, em condicdo de aerobio-
se, com leituras didrias durante 72 horas. Simultaneamente, as
amostras de leite foram cultivadas em meio Sabouraud-dextrose,
mantidas a 37°C, para o isolamento de fungos (Quinn et al. 2005).

A contagem de células somaticas foi realizada em contador
automatico (Somacount 300, Bentley Instruments Incorporated,
Minnesotta, USA), pelo método de citometria de fluxo.

0 soro lacteo foi obtido ap6s coagulagdo do leite pela adigdo
de renina (Coalho Estrella, Chr. Hansen Brasil Ind. e Com. Ltda,
Valinhos, Sdo Paulo, Brasil), utilizando a técnica recomendada por
Sant’Ana & Birgel (2003). Apés a adigdo de renina as amostras
foram colocadas em banho-maria a 37°C durante 20 minutos e em
seguida foram centrifugadas durante 20 minutos a 4.500xg a 4°C.

Para avaliagdo do perfil bioquimico do soro lacteo foram de-
terminadas as atividades das enzimas gamaglutamiltransferase
(método de Szasz modificado) e fosfatase alcalina (método de
Bowers e McComb modificado), bem como as concentragdes de
proteina total (método do biureto), albumina (método do verde
de bromocresol), calcio total (método de CPC), fésforo (método de
Daly e Ertinghausen modificado), magnésio (método Labtest), clo-
retos (método Labtest) e ferro (método de Goodwin modificado),
utilizando-se conjunto de reagentes comerciais (Labtest, Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil). As leituras das amostras fo-
ram realizadas em espectrofotémetro semiautomatico (Labquest,
Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil), com luz de compri-
mento de onda apropriado para cada teste. Adicionalmente foram
determinados os teores de calcio ionizado, s6dio e potdssio, pelo
método de {ons seletivos, em analisador automatico (9180 Elec-
trolyte Analyzer, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

0 fracionamento proteico do soro lacteo foi realizado median-
te eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfa-
to de sdédio (SDS-PAGE), segundo técnica descrita por Laemmli
(1970). Ap6s o fracionamento, o gel foi corado durante 10 minu-
tos com azul de coomassie brilhante 0,25% e, posteriormente,
descorado em solugdo de &cido acético 7% para retirar o excesso
de corante, até que as fragdes proteicas se apresentassem nitidas.
As concentragdes das proteinas foram determinadas em densi-
tometro computadorizado (CS-9301 PC, Shimadzu Corporation,
Tokyo, Japan). Como referéncia foi utilizada solu¢do marcadora
com diferentes pesos moleculares, além das proteinas purificadas
IgG, haptoglobina, transferrina, ceruloplasmina, o, -antitripsina e
lactoglobulina (Sigma, St Louis, MO, USA).

Os parametros avaliados foram submetidos a andlise de vari-
ancia (ANOVA) e ao teste de Tukey para comparagio entre pares
de médias (Triola 2008), ao nivel de significancia de 5%, com au-
xilio do programa estatistico Statistical Analysis System (SAS - Ver-
sdo 9.1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 1.042 amostras de leite colhidas das bufalas dos trés
grupos experimentais durante uma lactagdo completa, 923
amostras de leite apresentaram reacdo negativa ao CMT e
isolamento microbiol6gico negativo e foram selecionadas
para a analise do perfil bioquimico e fracionamento pro-
teico do soro lacteo por SDS-PAGE. Notou-se diferengas
na contagem de células somaticas e no perfil bioquimico
e proteinograma do soro lacteo das bufalas primiparas em
comparacdo com as bufalas pluriparas, bem como a influ-
éncia da fase da lactagdo nos parametros avaliados, como
mencionado a seguir.

Contagem de células somaticas (CCS). Os valores da
CCS encontrados nas amostras de leite dos trés grupos que
apresentaram reacdo negativa ao CMT e isolamento micro-
bioldgico negativo variaram de 1.000 a 199.000 células/
mL. Foi observado aumento da contagem de células soma-
ticas ao longo dalactacdo nos trés grupos experimentais. As
bufalas com duas a trés lactagdes (G2) apresentaram maior
CCS no terco final da lactagdo (Quadro 1). Estes resulta-
dos sdo semelhantes aos encontrados por Bastos & Birgel
(2011), os quais observaram aumento significativo da con-
tagem de células somaticas no leite de bufalas ao longo da
lactacdo, com valores de CCS de 36.000 células/mL na fase
inicial, 54.500 células/mL na fase intermediaria e 95.500
células/mL na fase final da lactagdo. No inicio da lactagao,
observa-se um acréscimo no valor da CCS devido a maior
quantidade de imunoglobulinas e, consequentemente, de
células de defesa no colostro (Voltolini et al. 2001). No final
dalactagdo, também se verifica um aumento na CCS, devido
a uma maior descamacgdo natural do epitélio da glandula
mamaria (Harmon & Reneau 1993, Monardes 1994).

Perfil bioquimico. Gamaglutamiltransferase (GGT).
As bufalas com duas ou trés lactagdes (G2) apresentaram
maior atividade de GGT na fase inicial da lactagdo em com-
paracdo com os demais grupos. Durante a lactagdo foi ob-
servado aumento significativo da atividade da GGT no soro
lacteo das fémeas primiparas (G1) da fase inicial para a
fase intermediaria e final da lactagdo. As bufalas pluriparas
(G2 e G3) apresentaram aumento significativo da atividade
de GGT da fase intermediaria para a fase final da lactacdo
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Quadro 1. Resultados (médiatdesvio padrio) da contagem de células
somaticas (CCS) (células/mL) no leite de buifalas Murrah primiparas (G1),
com duas a trés lactagdes (G2) e com mais de trés lactacdes (G3) ao longo

das fases da lactacio

Grupos

Fases da lactagdo

Inicial (I)

Intermediaria (T)

Final (F)

G1 23.600+25.200%(n=109)
G2 38.200+34.00%(n=100)
G3 55.500+48.100%"(n=78)

31.20022.900*(n=116)
49.800+39.700%(n=111)
46.400£40.300%%(n=130) 61.50052.200*(n=108)

34.400£35.200%(n=79)
70.700£55.800%°(n=92)

Médias seguidas de letras maidsculas iguais na mesma coluna e letras minutsculas iguais na
mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

(Quadro 2). Estudos mostram que a GGT, além de estar en-
volvida com o transporte de aminoacidos do sangue para
a glandula mamaria, também participa da biossintese das
proteinas do leite (Baumrucker & Pocius 1978), sugerindo
que o aumento da atividade da referida enzima pode estar
relacionado ao aumento da sintese dos constituintes do lei-
te pelo do tecido mamario ao longo da lactagdo.

Fosfatase alcalina (ALP). Notou-se atividade significati-
vamente maior da fosfatase alcalina no soro lacteo das féme-
as primiparas (G1) em relacdo as fémeas pluriparas do G2 e
do G3 nas diferentes fases da lactagdo. Também verificou-se
aumento significativo da atividade desta enzima ao longo da
lactagdo no soro lacteo dos animais de todos os grupos, com
maiores valores no final da lactagao (Quadro 2). Como a ALP
esta presente nas células mioepiteliais da glandula mamaria
(Fox & Kelly 2006), acredita-se que sua atividade esteja as-
sociada ao mecanismo de produgdo de leite.

Proteina total (PT). Nao se constatou diferenca signi-
ficativa entre as concentracdes de proteina total do soro
lacteo das bufalas primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3)
ao longo da lactagdo. Verificou-se reducdo da concentragio
de proteina total no soro lacteo das fémeas bubalinas dos
trés grupos experimentais entre a fase inicial e a fase inter-
medidria da lactagdo, seguida de aumento na fase final da
lactacdo (Quadro 2). De maneira semelhante, Hejtmankova
et al. (2012) observaram maior concentragdo de proteina
total no leite de cabras nas fases inicial e final da lactagdo e
relacionaram este achado ao aumento da concentragio de
componentes do sistema imune (imunoglobulinas e prote-
inas de fase aguda). Lemos et al. (2013) também verifica-
ram maiores concentragdes de proteina total no soro lacteo
de ovelhas aos 15 e 90 dias de lactagdo (1,91+0,20g/dL e
1,91+0,17g/dL, respectivamente) e menores concentragdes
aos 30 dias de lactagdo (1,64+0,16g/dL). Por outro lado,
Raimondo et al. (2013) constataram maiores teores de pro-
tefna total no tergo inicial (810+150mg/dL) e no terco mé-
dio dalactacdo (730+220mg/dL) de vacas daraga Jersey em
comparacdo com o terco final da lactagdo (380+160mg/dL).

Albumina. Nao se verificou diferenga significativa nas
concentracdes de albumina no soro lacteo das fémeas pri-
miparas (G1) e pluriparas (G2 e G3). Entretanto, ocorreu
variacao significativa da concentracdo da albumina entre
a fase intermediaria e final da lactagio no soro lacteo das
bufalas primiparas (G1) e com mais de trés lactacdes (G3)
(Quadro 2). Freitas Filho et al. (2009) constataram redugio
da sintese de caseina no leite de vacas ao longo da lactagio
e aumento de soroproteinas, dentre elas a albumina.
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Calcio total (Ca). Os teores de calcio total foram maio-
res no soro lacteo das bufalas com mais de trés lactagdes
(G3). Estes valores diferiram significativamente daqueles
obtidos no soro lacteo das fémeas primiparas (G1) e com
duas a trés lactacdes (G2) na fase inicial, intermediaria e
final da lactacdo. Houve reducdo significativa da concentra-
¢do de calcio total no soro lacteo das fémeas dos trés gru-
pos experimentais ao longo da lactacdo (Quadro 2). Estes
resultados sdo semelhantes aos relatados por Gaucheron
(2005), que também observou queda na concentragio de
calcio total ao longo da lactacdo no leite de vacas.

Fosforo (P). Observou-se aumento da concentragdo de
fésforo no soro lacteo das fémeas primiparas (G1) e com
duas a trés lactacdes (G2) ao longo da lactagdo e das fémeas
com mais de trés lactagdes (G3) entre a fase inicial e inte-
medidria da lactacdo. Resultados semelhantes foram verifi-
cados por Rocha (2010) no soro lacteo de vacas primiparas
e pluriparas.

Magnésio (Mg). As menores concentracoes de magné-
sio foram observadas no soro lacteo das fémeas primiparas
(G1) na fase inicial da lactagdo e as maiores concentragoes
foram verificadas no soro lacteo das fémeas com duas a trés
lactagdes (G2) na fase final da lactagdo. Houve aumento da
concentracdo de magnésio no soro lacteo das bufalas pri-
miparas (G1) e do G2 ao longo da lactagdo, e entre a fase
inicial e intermediaria da lactagdo nas fémeas com mais de
trés lactacoes (G3) (Quadro 2). Segundo Gaucheron (2005),
a concentragao de magnésio no leite bovino varia muito
pouco ao longo da lactacgao.

Cloretos (Cl). As fémeas primiparas (G1) apresentaram
menores concentragdes de cloretos no soro lacteo na fase
inicial da lactagdo, enquanto que as fémeas com duas a trés
lactagdes (G2) apresentaram a maior concentracdo de clo-
retos na fase final da lactagdo. Durante a lactagido nao fo-
ram constatadas variagoes significativas das concentragoes
de cloretos no soro lacteo dos animais avaliados (Quadro
2). Por outro lado, Bastos & Birgel (2011) observaram au-
mento significativo da concentragdo de cloretos no leite de
fémeas bubalinas mais velhas e na fase final da lactagdo e
relacionaram este achado ao maior nimero de isolamentos
bacterianos no decorrer das lactagées. Zafalon et al. (2005)
relataram aumento progressivo da concentracao de clore-
tos no leite de vacas e atribuiram este aumento a possiveis
descamacoes das células secretoras da glandula mamaria.

Ferro (Fe). Constatou-se diminuicdo da concentragio
de ferro no soro lacteo dos animais de todos os grupos ao
longo da lactacdo, sendo esta significativa nas bufalas pri-
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Quadro 2. Resultados (médiatdesvio padrio) dos parametros bioquimicos do
soro lacteo de bufalas Murrah primiparas (G1), com duas a trés lactagdes (G2)
e com mais de trés lactacoes (G3) ao longo das fases da lactacao

Fases da lactagdo

Intermediaria (T)

Final (F)

Parametros/Grupos
Inicial (I)
Gamaglutamiltransferase
(GGT; U/L)
G1 1.662+532%3(n=109)
G2 1.837+£616"(n=100)
G3 1.669+581%%(n=78)
Fosfatase alcalina
(ALP; U/L)
G1 43,1+24,2"3(n=109)
G2 33,9+16,4A%(n=100)
G3 29,5+24,1%(n=78)
Proteina total (g/dL)
G1 1,45+0,21%*(n=109)
G2 1,49+0,214%(n=100)
G3 1,46+0,234%(n=78)
Albumina (mg/dL)
G1 80,0+40,0%(n=109)
G2 80,0+40,0%(n=100)
G3 90,0+140%*(n=78)
Célcio total (mg/dL)
G1 38,9+6,84"(n=109)
G2 38,2+7,13(n=100)
G3 41,848,145 (n=78)
Fésforo (mg/dL)
G1 39,3+6,04A%(n=109)
G2 42,8+8,48%(n=100)
G3 38,3+11,1%(n=78)
Magnésio (mg/dL)
G1 7,34+1,20(n=109)
G2 7,59+1,44"3(n=100)
G3 7,65+1,594(n=78)
Cloretos (mEq/L)
G1 159+24,1%(n=109)
G2 171+25,74(n=100)
G3 165+21,3%(n=78)
Ferro (ug/dL)
G1 6,96+18,43(n=109)
G2 10,7+24,0(n=100)
G3 9,44+22,13(n=78)
Calcio Ionizado
(mMol/L)
G1 2,57+0,413(n=109)
G2 2,62+0,48(n=100)
G3 2,76+0,37%(n=78)
Sédio (mMol/L)
G1 156+24,243(n=109)
G2 162+23,5(n=100)
G3 161+21,0%(n=78)
Potéssio (mMol/L)
G1 32,0+5,56(n=109)
G2 31,6+5,20(n=100)
G3 31,9+5,4143(n=78)

1.866+449"(n=116)
1.873£516M(n=111)
1.832+383%(n=130)

95,1+41,2%(n=116)
80,1+46,9%(n=111)
75,4+46,3%(n=130)

1,38+0,16™(n=116)
1,44+0,13%(n=111)
1,40£0,11%(n=130)

80,0+40,0%(n=116)
100+110%(n=111)
80,0+90,0%(n=130)

32,3+4,80"(n=116)
31,5+3,86"(n=111)
35,2+5,458(n=130)

50,4+7,21%(n=116)
51,2+8,96"(n=111)
44,2+11,3%(n=130)

7,50+1,09%(n=116)
7,91+1,27*(n=111)
8,04+1,26%(n=130)

170+17,5(n=116)
173+21,1%(n=111)
166+15,6(n=130)

6,67+10,5%(n=116)
7,61+17,3%(n=111)
6,24+17,3%(n=130)

2,58+0,34%(n=116)
2,55+0,34%(n=111)
2,92+0,50%(n=130)

167+16,4*(n=116)
172+18,2*(n=111)
166+15,9%(n=130)

28,4+4,95%(n=116)
28,6+2,78"(n=111)
27,1+2,66"(n=130)

2.346+413"(n=79)
2.125+423%(n=92)
2.174+534"(n=108)

18181,0(n=79)
166+110%%(n=92)
138£95,7%¢(n=108)

1,54+0,12%(n=79)
1,55£0,17"(n=92)
1,52+0,15"(n=108)

90,0420,0%°(n=79)
90,0+20,0%(n=92)
90,0£20,0°(n=108)

29,5+4,12%(n=79)
28,8+4,70*(n=92)
32,4+6,77%(n=108)

56,6+10,1%(n=79)
51,4+10,2°(n=92)
40,8+11,6°(n=108)

8,19+1,37%(n=79)
8,80+1,28"(n=92)
7,95+3,304(n=108)

168+22,24%(n=79)
176+25,7%(n=92)
163+26,3%(n=108)

5,35£6,25%(n=79)
6,29+8,824(n=92)
5,35+7,774(n=108)

2,300,38%(n=79)
2,38+0,39%(n=92)
2,72+0,54%°(n=108)

174+16,2/(n=79)
178+11,8"(n=92)
169+15,3%(n=108)

28,0+2,64"(n=79)
27,2+2,81%(n=92)
27,3+2,27"(n=108)

Médias seguidas de letras maidsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas iguais na mes-
ma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

miparas (G1) (Quadro 2). Resultados semelhantes foram
observados por Gérska & Oprzadek (2011), que constata-
ram menores concentracdes de ferro no leite de novilhas e
maiores concentracgdes no leite de vacas pluriparas, porém
sem diferenca significativa. Segundo Dorea (2000), algu-
mas das propriedades bacteriostaticas do leite estdo estrei-
tamente associadas a concentracdo e a biodisponibilidade
do ferro.

Calcio ionizado (Cai). As maiores concentracoes de
calcio ionizado foram verificadas no soro lacteo das bufalas
com mais de trés lactacdes (G3). Constatou-se diminuicdo
significativa da concentragdo de calcio ionizado no soro lac-
teo das bufalas dos trés grupos experimentais entre a fase
inicial e a fase final da lactacdo (Quadro 2). De acordo com
Gorska & Oprzadek (2011) a concentragdo dos minerais no
leite pode variar significativamente, ja que depende de va-
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rios fatores, dentre eles a nutricdo e o estado fisioldgico do
animal.

Sédio (Na). Notou-se aumento da concentragio de s6-
dio no soro lacteo de fémeas primiparas (G1) e pluriparas
(G2 e G3) ao longo da lactagdo (Quadro 2). Segundo Zafalon
et al. (2005), o aumento da concentragido de sodio ao lon-
go da lactacdo pode estar relacionado ao aumento da des-
camacdo do tecido mamario, que altera a permeabilidade
das jungdes paracelulares do tecido mamario acarretando
maior extravasamento deste ion para o leite.

Potassio (K). Constatou-se redugdo significativa das
concentracdes de potassio no soro lacteo das bufalas de to-
dos os grupos entre a fase inicial e final da lactagao (Quadro
2). De acordo com Arney & Philips (2005), a reducdo dos
teores de potassio pode estar relacionada a manutengao do
equilibrio osmético, uma vez que o aumento da concentra-
¢do de sdédio ocasiona diminuicdo da concentracdo de po-
tassio no leite.

Fracionamento eletroforético (SDS-PAGE): O fraciona-
mento eletroforético das proteinas do soro lacteo das bufalas
primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) possibilitou a detec-
¢do de até 24 proteinas, cujos pesos moleculares variaram
de 12.000 a 235.000 daltons (Da). Destas, foram analisadas
imunoglobulina A - IgA (160.000 Da), lactoferrina (79.500
Da), albumina sérica (64.000 Da), imunoglobulina G - IgG
(83.000 Da), B-lactoglobulina (18.500 Da) e a-lactoalbumina
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(15.000 Da) em razdo da sua importancia para avaliagcdo do
estado de saide da glandula mamaria (Fig.1).
Imunoglobulina A (IgA). Ndo se constatou diferenca
significativa na concentragao de IgA entre os grupos ao lon-
go da lactacdo (Quadro 3). Constatou-se queda desta imu-
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Fig.1. Tracado densitométrico do proteinograma do soro lacteo de

bufala Murrah sadia.

Quadro 3. Resultados (média+desvio padrao) das proteinas
obtidas pelo fracionamento eletroforético em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) do soro lacteo de
bufalas primiparas (G1), com duas a trés lactacées (G2) e com mais
de trés lactacdes (G3) ao longo das fases da lacta¢ido

Proteinas/Grupos

Fases da lactagdo

Intermediaria (T) Final (F)

Inicial (I)
IgA (mg/dL)
G1 0,57+1,5944(n=109)
G2 0,52+1,00(n=100)
G3 0,59+1,2443(n=78)
Lactoferrina
(mg/dL)
G1 26,7+10,142(n=109)
G2 26,4+9,434(n=100)
G3 31,7+21,43(n=78)
Albumina sérica
(mg/dL)
G1 65,4+21,14(n=109)
G2 67,6+23,64(n=100)
G3 66,7+26,04(n=78)
IgG (mg/dL)
G1 24,4+69,84(n=109)
G2 17,0£12,243(n=100)
G3 25,4+33,74(n=78)
-lactoglobulina
(mg/dL)
G1 97142244 (n=109)
G2 998+2804(n=100)
G3 1.068+340%"(n=78)
a-lactoalbumina
(mg/dL)
G1 312+1984(n=109)
G2 337+185%(n=100)
G3 326+2024(n=78)

0,1620,56(n=116) 0,190,59*(n=79)
0,09£0,29%(n=111) 0,51+1,44*(n=92)
0,23+0,574(n=130) 1,32+3,474°(n=108)

26,6+7,85%(n=116) 38,0+13,8*(n=79)
26,4+11,3%(n=111) 59,5£45,5/(n=92)
24,9+7,80%(n=130) 55,4+28,3%(n=108)

68,1+21,84(n=116) 73,5+22,8*(n=79)
73,1£26,4%(n=111) 95,8+55,3%%(n=92)
65,1+25,94(n=130) 99,1+36,2"(n=108)

15,4£8,55*(n=116) 19,9+10,24°(n=79)
15,448,57%(n=111) 37,1+39,24(n=92)
20,6£14,0"(n=130) 49,7+54,74(n=108)

850+147%4(n=116) 925+111%(n=79)
915+1864(n=111) 889+2164(n=92)
838+2074(n=130) 895%176"(n=108)

387+169%(n=116) 458+74*(n=79)
373+167%(n=111) 357£162%(n=92)
427+132%(n=130) 436+140%(n=108)

Médias seguidas de letras maidsculas iguais na mesma coluna e letras minusculas
iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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noglobulina entre a fase inicial e a fase intermediaria da
lactacdo, seguida de aumento na fase final da lactagdo em
todos os grupos avaliados. Esses resultados sdo semelhan-
tes aos obtidos por Lemos et al. (2013), que também verifi-
caram diminui¢do da concentracdo de IgA no soro lacteo de
ovelhas ao longo da lactacdo. Segundo Kocina et al. (2012),
a IgA é importante na protecdo do tecido mamario e sua
concentracdo varia consideravelmente entre os individuos.

Lactoferrina. Constatou-se diminuicdo da concentra-
¢do de lactoferrina no soro lacteo das bufalas primiparas
(G1) e pluriparas (G2 e G3) entre a fase inicial e a fase inter-
mediaria dalactacdo, com aumento na fase final da lactacio.
As bufalas com duas a trés lactagdes (G2) apresentaram os
maiores valores de lactoferrina na fase final da lactacdo
(Quadro 3). Newman et al. (2009) também relataram au-
mento da concentragdo de lactoferrina no periodo que an-
tecede a secagem das vacas. Por outro lado, Raimondo et al.
(2013) verificaram redu¢do da concentracdo de lactoferri-
na no soro lacteo de vacas durante a lactacdo, com maiores
valores no terco inicial (60,0+20,0mg/dL) e no ter¢o médio
da lactacdo (50,0+20,0mg/dL) e menores no terco final da
lactagdo (30,0+20,0mg/dL). A lactoferrina exerce um im-
portante papel na protecdo da glandula mamaria, uma vez
que esta proteina sequestra o ferro tornando-o indisponi-
vel para os micro-organismos e dificultando o crescimento
destes (Newman et al. 2009).

Albumina sérica. Constatou-se aumento da concentra-
¢do de albumina sérica no soro lacteo das fémeas primipa-
ras (G1) e pluriparas (G2 e G3) da fase inicial para a fase
final da lactacdo. As fémeas com mais de trés lactacdes (G3)
apresentaram a maior concentrac¢ao de albumina sérica no
soro lacteo na fase final da lactacdo (Quadro 3). Por outro
lado, Sant’Ana (2004) notou maior teor de albumina sérica
no soro lacteo de vacas primiparas (75,7mg/dL). Raimondo
et al. (2013) constataram influéncia da fase da lactagdo na
concentracdo de albumina sérica no soro lacteo de vacas,
com maiores valores no terco inicial (30,0+10,0mg/dL) e
no terco médio da lactagdo (40,0+20,0mg/dL) em relagdo
ao tergo final da lactagdo (10,0+10,0mg/dL). A avaliagdo do
teor desta proteina no soro lacteo pode ser um importante
indicador de inflamagdo mamaria, pois sua concentragdo
se eleva durante a inflamacgdo devido ao aumento da per-
meabilidade vascular (Sant’/Ana et al. 2006).

Imunoglobulina G (IgG). Notou-se diminui¢do da con-
centracdo de IgG no soro lacteo das fémeas primiparas (G1)
e pluriparas (G2 e G3) entre a fase inicial e a fase intermedi-
aria da lactacdo, seguida por aumento na fase final da lacta-
¢do (Quadro 3). Sant’Ana (2004) verificou teores de IgG de
134mg/dL, 117mg/dL e 143mg/dL no soro lacteo de bovi-
nos de primeira lactacdo, de segunda ou terceira lactacoes
e de quarta ou mais lactagdes, respectivamente, porém, ndo
relatou variagdo significativa da concentracdo de IgG ao
longo das fases da lactagdo. Por outro lado, Raimondo et
al. (2013) relataram influéncia da fase da lactagao nos teo-
res de imunoglobulinas no soro lacteo de vacas, verificando
maiores valores no tergo inicial e no ter¢o médio da lacta-
¢do, em relacao aos observados no terco final da lactacdo. A
IgG tem grande importancia no processo de transferéncia
de imunidade passiva, sendo verificado valores elevados

desta imunoglobulina na fase colostral (Rocha 2010), os
quais diminuem rapidamente, atingindo valores minimos
no leite (Georgiev 2008).

B-lactoglobulina. Constatou-se redu¢do da concen-
tracdo de B-lactoglobulina no soro lacteo das bufalas de
todos os grupos entre a fase inicial e a fase intermediaria
da lactagao, seguida de aumento no soro lacteo das bufalas
primiparas (G1) e com mais de trés lactacdes (G3) na fase
final da lactacdo e diminui¢do da concentracdo desta pro-
tefna no soro lacteo das bufalas com duas a trés lactagdes
(G2) (Quadro 3). Raimondo et al. (2013) também consta-
taram diminui¢do da concentracdo desta proteina no soro
lacteo de fémeas bovinas ao longo da lactagdo (tergo inicial:
280+60,0mg/dL, terco médio: 260+60,0mg/dL e terco fi-
nal da lactagdo: 150+70,0mg/dL). Segundo Sawyer (2003),
a (-lactoglobulina pode desempenhar um papel impor-
tante no metabolismo de fosfato na glandula mamaria, no
transporte de vitamina A e de outras moléculas no trato
gastrointestinal de neonatos.

a-lactoalbumina. Constatou-se aumento da concentra-
¢do de a-lactoalbumina no soro lacteo das fémeas bubali-
nas primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) da fase inicial
para a fase intermediaria da lactagdo, seguido de aumento
no soro lacteo das bufalas primiparas (G1) e com mais de
trés lactacdes (G3) na fase final da lactagdo e diminui¢cdo da
concentracgdo desta proteina no soro lacteo das bufalas com
duas a trés lactagdes (G2) (Quadro 3). Por outro lado, Rai-
mondo et al. (2013) observaram reducdo na concentracdo
de a-lactoalbumina no soro lacteo de vacas Jersey ao lon-
go da lactacao (terco inicial: 190+40,0mg/dL, terco médio:
150+40,0mg/dL e terco final da lactagcdo: 70,0+50,0mg/
dL). Segundo Farrell et al. (2004), a reducdo do teor de
a-lactoalbumina esta correlacionada com a queda da con-
centracdo de lactose que ocorre no final da lactagao.

CONCLUSOES

Notou-se influéncia da ordem de parto e da fase da lac-
tacdo no perfil bioquimico e no proteinograma do soro lac-
teo de bufalas da raca Murrah sadias.

Os resultados obtidos podem ser utilizados como refe-
réncias para a espécie bubalina e auxiliar no diagnéstico e
no progndstico de doengas de ocorréncia comum na fase
de lactacao.

Além disso, de especial interesse é a determinagdo das
concentragdes de proteinas de fase aguda, como possiveis
biomarcadores precoces de enfermidades infecciosas e/ou
inflamatorias, cuja literatura a respeito é escassa nesta es-
pécie animal.
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