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RESUMO

HAUSER, ADRIANA. Efeito do Estresse Térmico Caldrico e da Insolagdo em Vacas
Leiteiras Sobre o Consumo, Indicadores Bioquimicos, Proteinas de Choque Térmico
e Qualidade do Leite 2021. 125p. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal — Area: Producio
Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-graduacdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2021.

A producdo de leite tradicionalmente desenvolveu-se em regides de clima
temperado, e vem, nas Ultimas décadas migrando para regides de clima subtropical e
tropical, mais propensas a ocorréncia de temperatura e umidade elevadas, fatores de
estresse para vacas de racas leiteiras especializadas. O objetivo desse trabalho foi avaliar
o efeito do estresse caldrico e da insolacdo em vacas das racas Holandesas e Jersey
confinadas e o papel das proteinas de choque térmico na adaptacdo dos animais ao
estresse por calor. O trabalho foi desenvolvido em uma propriedade comercial com vacas
alojadas em confinamento Compost Bedded Pack Barn com ventilacdo e sistema de
aspersdo na linha do cocho para resfriamento de vacas. Foram realizados dois
experimentos, um com inicio em fevereiro de 2018 e o segundo, em fevereiro de 2020.
No primeiro experimento, 16 vacas foram divididas em dois tratamentos, com 4 vacas
Holandesas e 4 Jersey em cada tratamento: VA (ventilacdo e asperséo) e SVA (sem
ventilacdo e aspersdo). O alimento foi fornecido na forma de dieta total. O experimento
compreendeu 14 dias de adaptacdo ao ambiente e manejo similares para os dois
tratamentos e 5 dias experimentais, em que as vacas do tratamento VA continuaram com
acesso a ventilacdo e aspersdo e as vacas do tratamento SVA ficaram sem acesso a
ventilagdo e aspersdo. O consumo individual, indicadores bioquimicos e fisiologicos,
producdo de leite, composicao e propriedades fisico-quimicas do leite foram avaliadas no
ultimo dia do periodo pré-experimental, considerado o dia 0 (DO) e nos dias 1 (D1), 3
(D3) e 5 (D5) do periodo experimental. Além disso, amostras de leite foram coletadas no
DO e D5, para a determinacdo de proteinas de choque térmico. No segundo experimento,
20 vacas foram divididas em dois tratamentos, com 5 vacas Holandés e 5 Jersey em cada:
tratamento VA (ventilacdo e asperséo) e tratamento SVA+I (com 1 h de insolacdo diaria
e sem acesso a ventilacdo e aspersdo). O experimento compreendeu 15 dias de adaptacédo
ao ambiente e manejo similares para os dois tratamentos e 7 dias experimentais, em que

o0 tratamento VA continuou com acesso a ventilagéo e asperséo e o tratamento SVA+I,



foi exposto a uma hora de insolacdo diariamente e ficou sem acesso a ventilacdo e
aspersdo. As avaliacbes de consumo, fisiologicas, produtivas e bioquimicas foram as
mesmas do primeiro experimento. Os experimentos foram conduzidos em arranjo fatorial
(Experimento 1: ambiente x dia; Experimento 2: raca X ambiente x dia), sendo os dados

submetidos a andlise de variancia.

Palavras-chaves: Calor, metabolismo, composicdo do leite, estabilidade térmica do leite,
racas, chaperonas.






ABSTRACT

HAUSER, ADRIANA. Effect of heat stress and heat stroke in dairy cows on
consumption, biochemical indicators, heat shock proteins and milk quality. 2021. p.
Thesis (Doctoral Thesis in Animal Science - Area: Animal Production) - State University
of Santa Catarina. Postgraduate Study in Animal Science, Lages, 2021.

Milk production has traditionally developed in temperate climate regions, and in recent
decades has been migrating to subtropical and tropical regions, more prone to the
occurrence of high temperature and humidity, stress factors for cows of specialized dairy
breeds. The objective of this work was to evaluate the effect of heat stress and insolation
in confined Holstein and Jersey cows and the role of heat shock proteins in the adaptation
of animals to heat stress. The work was carried out on a commercial farm with cows
housed in a Compost Bedded Pack Barn feedlot with ventilation and a sprinkler system
for cow cooling. Two experiments were carried out, one starting in February 2018 and
the second in February 2020. In the first experiment, 16 cows were divided into two
treatments, with 4 Holstein and 4 Jersey cows in each treatment: cooled (VA) and
noncooled treatment (SVA). The experiment comprised 14 days of adaptation to the
environment and similar management for the two treatments and 5 experimental days, in
which the VA treatment cows continued to have access to cooling and the SVA treatment
cows remained without access to cooling. Individual consumption, biochemical and
physiological indicators, milk production, composition, and physicochemical
characteristics of the milk were evaluated on the last day of the pre-trial period,
considering day 0 (D0) and on days 1 (D1), 3 (D3), and 5 (D5) from the experimental
period. In addition, milk samples were collected on DO and D5, for the determination of
heat shock proteins. In the second experiment, 20 cows were divided into two treatments,
with 5 Holstein and 5 Jersey cows each: cooled (VA) and noncooled treatment (SVA+I,
with 1h of daily insolation and no access to cooling). The experiment comprised 14 days
of adaptation to the environment and similar management for the two treatments and 7
experimental days, in which the VA treatment continued with access to cooling and the
SVA+I treatment, was exposed to one hour of insolation daily and remained without
cooling. The consumption, physiological, productive, and biochemical evaluations were

the same as in the first experiment. The experiments were carried out in a factorial



arrangement (Trial 1: environment x day; Trial 2: race X environment x day), and the data

were subjected to analysis of variance.

Keywords: heat, metabolism, milk composition, thermal milk stability, breed,
chapoerones.
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INTRODUCAO

O Estado de Santa Catarina ocupa a quarta posi¢éo na producéo de leite no Brasil
e € uma atividade de grande relevancia econémica e social , sendo predominantemente
desenvolvida por pequenos produtores rurais (DEBONA, 2017). Os problemas gerados
pelo calor intenso atingem anualmente o estado, bem como, outras regides do pais e do
mundo, causando enormes prejuizos. S&0 muito comuns no verdo, alterac@es no leite que
levam a sua condenacdo, alteracGes essas comumente confundidas com fraudes, as quais
impactam no mercado e podem gerar perda de confianca na cadeia produtiva do leite
(SRIKANDAKUMAR; JOHNSON, 2004a; FAGNANI, 2016).

O melhoramento genético para desempenho produtivo aumentou as exigéncias
nutricionais de vacas leiteiras e a susceptibilidade destas a fatores estressantes, com
destaque para o estresse térmico, em fungdo do incremento calorico a partir da maior
ingestdo de alimentos (DIKMEN et al., 2012; WILLIAMSON, 2014). Deste modo, as
deficiéncias ou desequilibrios nutricionais e o estresse térmico calérico, de modo isolado
ou em conjunto, exercem papel preponderante no desencadeamento de casos de ndo
conformidades do leite em condic¢es de campo (THALER NETO et al., 2017a).

Uma das ndo conformidades mais citadas tem sido a ocorréncia de leite que
precipita ao teste do alcool, teste utilizado para mimetizar o efeito do calor sobre as
proteinas do leite. Este teste, quando positivo, resulta coagulacdo/precipitacdo da fracao
proteica do leite. No passado, a ocorréncia de leite reativo ao teste do alcool era associada
a ocorréncia de leite com elevada acidez, fruto de praticas de ordenha inadequadas e/ou
resfriamento deficiente. No entanto, hd casos em que ocorre a precipitacdo sem a
existéncia de acidez, sendo esse leite denominado, Leite Instavel Ndo Acido (LINA). S&o
frequentes os relatos de LINA no verdo e diversos trabalhos tém demonstrado o aumento
do aparecimento de quadros de LINA em épocas de menor oferta de alimentos, em
especial, no outono, assim como em propriedades menos estruturadas (WERNCKE et al.,
2016), sob condicdes de restricdo alimentar (GABBI et al., 2016) e no verdo, em vacas
sob estresse calorico (ABREU, 2015; WERNCKE et al., 2016).

O estresse caldrico afeta consideravelmente o teor de lactose no leite. Wheelock
et al. (2010) observaram reducéo de 200 a 400 g diarias na producéo de lactose em vacas
leiteiras sob estresse caldrico. Em situacOes de estresse calorico, hd um aumento da

glicolise e da respiracdo anaerdbia para manter o equilibrio energético (TIAN et al.,
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2015), sendo que a diminuicao da glicemia pode parcialmente explicar a reducao do teor
de lactose secretado no leite (SCHWARTZ et al., 2009).

A proteina do leite sofre influéncia racial e do nivel de producéo de leite, porém
menos marcante que a gordura (CSIRO, 2007), sendo o melhoramento genético
fundamental para manutencdo de bons teores de proteina no leite a longo prazo. Além
disso, o tipo de dieta é tambem um fator determinante no teor de proteina do leite. Vacas
alimentadas com dietas ricas em carboidratos ndo fibrosos produzem leite com mais
proteina (ISHLER et al., 1996). O estresse calorico também pode determinar redugéo no
teor de proteina do leite, visto que o catabolismo muscular aumenta durante o estresse
caldrico, ocorrendo maior concentracdo no nitrogénio ureico plasmatico, favorecendo
uma maior redistribuicdo do nitrogénio proteico para ureia (WHEELOCK et al., 2010) e
diminuindo a capacidade da sintese proteica das células mamarias, reduzindo-se o teor de
caseina (BERNABUCCI et al., 2002). Essas alteracdes, distintas de animal para animal,
mostram que h& diferencas no efeito de uma mesma condicdo climética para diferentes
animais. Além disso, cada animal tem uma maior ou menor capacidade de adaptar-se
frente a um desafio estressor. Essas diferencas permitem que ao longo do tempo, ndo so6
0s animais mais produtivos sejam selecionados, mas também, animais mais adaptados ao
calor, como a selegéo para animais com menor temperatura retal (TR) (DIKMEN et al.,
2012).

A selecdo genética de animais com base na sua tolerancia térmica, € uma
possibilidade no intuito de reduzir o impacto do estresse calorico na producéo de leite.
Diferencas de termotolerancia, a nivel celular, sdo mediadas por uma familia de proteinas
de choque térmico (HSP). A proteina de choque térmico 70 kDa (HSP70) é uma familia
de chaperonas moleculares que protegem as células contra danos térmicos e apoptose.
Estas proteinas, estdo envolvidas na manutencdo da homeostase celular, controlando o
processo de dobramento de proteinas (DEB; SAJJANAR; PAVANI, 2015). Essa resposta
celular ao estresse calorico, interfere no metabolismo geral de vacas leiteiras, por ser um
mecanismo de adaptacdo a uma situacdo extrema. Também interfere na homeostase do
organismo e consome precursores para a sintese de proteinas, interferindo no perfil
proteico sintetizado pela glandula mamaria. Assim, perdas de qualidade do leite e
estabilidade térmica podem ocorrer.

Poucos séo os trabalhos envolvendo HSP e estresse caldrico em vacas leiteiras.
Em geral, sdo trabalhos in vitro, em que diferentes tipos celulares sdo incubados em altas
temperaturas (COLLIER et al., 2008; HU et al., 2016), o que muitas vezes, ndo reflete o
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que acontece no cotidiano com vacas leiteiras. Poucos sdo os trabalhos in vivo
(CORAZZIN et al., 2020), em condicdes reais, em que diversos elementos climéaticos
podem variar, dia a dia. Entender quais mecanismos atuam na adaptacdo ao estresse
caldrico, permite que medidas possam ser tomadas a curto prazo e que a longo prazo
possa ser explorado na selecdo genética. Os efeitos na producdo, composicdo e
parametros fisico-quimicos do leite merecem atencéo pelo viés econdmico que causam,
com a perda de volume de leite e solidos produzidos, bem como os desafios ao
processamento que este leite apresenta. Aliado a isso, existem intervalos de cada
parametro que sdo admitidos como legais e fora destes, o leite passa a ser condenado,
gerando um prejuizo ndo s6 pela menor producdo das vacas, mas também aquilo que foi
produzido, ndo € aproveitado. Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o efeito do
estresse calorico sobre o consumo, a producéo e qualidade do leite, caracteristicas fisico-
quimicas do leite, proteinas de choque térmico e indicadores bioquimicos de vacas

Holandés e Jersey.
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CAPITULO |
1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 ESTRESSE CALORICO EM VACAS LEITEIRAS

A producao sustentavel de leite continua a ser um grande desafio em condicdes
climaticas de calor intenso considerando as mudancas globais no clima em curso
(BERTOCCHI etal., 2014). O Brasil possui cerca de dois tergos do seu territorio situados
na faixa tropical do planeta, onde predominam altas temperaturas do ar, em virtude da
elevada radiacdo solar incidente. A temperatura média do ar situa-se acima dos 20°C e a
temperatura maxima se encontra acima dos 30°C em grande parte do ano, atingindo,
muitas vezes, valores entre 35°C e 38°C (AZEVEDO; ALVES, 2009). Essas condicdes
climéticas representam um grande desafio para a produgdo animal, causando alteracdes
fisiolégicas e comportamentais em decorréncia do calor. Além disso, a queda na
produtividade e os danos causados sobre a salde animal, causam elevados prejuizos
econdmicos anualmente.

A zona termoneutra de vacas leiteiras de origem europeia varia de 16°C a 25°C
(DAS etal., 2016). Klein (2014), considera que vacas leiteiras de alta produgdo produzem
tanto calor metabdlico que sua zona de termoneutralidade é surpreendentemente mais
baixa: 4°C a 15°C. Para Das et al. (2016), nessa faixa de temperatura, vacas leiteiras
mantém uma temperatura corporal fisiologica de 38,4 - 39,1°C. Temperaturas ambientais
acima de 20-25°C em clima temperado e 25-37°C em clima tropical, aumentam o ganho
de calor além do que é perdido pelo corpo e induzem o estresse calérico, com elevagédo
da temperatura superficial (TS), frequéncia respiratoria (FR), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura retal (TR).

O estresse € uma reacdo reflexa dos animais a ambientes hostis e causa
consequéncias desfavoraveis que vao desde desconforto até a morte (DAS et al., 2016).
Em animais homeotérmicos, o estresse térmico pode ser definido como uma condicao na
qual atemperatura corporal central excede a apropriada para esta espécie para a realizagdo
das atividades fisioldgicas e isto resulta numa carga térmica total superior a capacidade
de dissipacdo de calor, levando a respostas fisioldgicas e comportamentais para dissipar
calor (BERNABUCCI et al., 2010).

Um animal homeotérmico ao ser exposto a quantidades exacerbadas de calor,

reage inicialmente, promovendo uma vasodilatacdo periférica, aumentando o fluxo
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sanguineo para a pele e os membros. Esta elevacdo no fluxo sanguineo eleva a
temperatura superficial, aumentando o gradiente térmico entre pele, membros e ambiente,
resultando em maior perda de calor (ROBINSON; JUAREZ, 2001).

Animais podem dissipar calor para o ambiente por irradiacdo da superficie do
corpo para um objeto mais frio; por conveccdo, a medida que 0 corpo agquece 0 ar ou a
agua ao seu redor; por evaporacdo de secrecdes respiratorias, suor ou saliva; e por
conducdo para superficies mais frias com as quais o animal esteja em contato. Uma
pequena parte de calor também € perdida pela urina e as fezes (KLEIN, 2014)

Dependendo da duracdo e intensidade do estresse calorico, a ingestao de alimentos
também pode ser afetada, além de ocorrer reducdo na taxa de crescimento e desempenho,
reducdo na producdo e na qualidade do leite, reducédo do desempenho reprodutivo e
aumento de distarbios metabdlicos (DAS et al., 2016; WHEELOCK et al., 2010).

1.1.1 Alteracdo em parametros fisiol6gicos e comportamentais no estresse calorico

A temperatura retal é um indicador do balango térmico em vacas leiteiras e pode
ser usado como indicador da severidade do efeito do estresse caldrico sobre o
crescimento, a producdo de leite, e a reproducdo (KADZERE et al.; 2002).
Srikandakumar e Johnson, (2004), comparando vacas Holandés e Jersey, verificaram que
0 estresse caldrico afetou a temperatura retal, sendo maior nas vacas Holandés que nas
vacas Jersey (H=39,65°C versus J=39,43°C; P < 0,01).

Em vacas leiteiras sob estresse calorico, ocorre um aumento na frequéncia
respiratdria que apesar de aumentar a dissipacdo de calor por evaporacgdo, também pode
causar um aumento na perda de CO2 e consequentemente, diminuir a capacidade de
tamponamento sanguineo, podendo causar alcalose respiratéria (KADZERE et al., 2002;
TAO; BERNARD; MONTEIRO, 2011; TARABA, 2016). A frequéncia respiratoria
aumentada também aumenta a producdo metabdlica de calor muscular e a salivagdo. As
perdas de saliva refletem em menores concentracdes de bicarbonato no rimen e afetam o
tamponamento ruminal, tornando vacas sob estresse calérico, mais vulneraveis a acidose
ruminal (BAUMGARD et al., 2006). Kadzere et al. (2002), em uma revisao sobre estresse
caldrico, cita os trabalhos de Kibler e Brody de 1954, que verificaram diferencas entre
vacas Jersey e Holandés quanto a frequéncia respiratdria. VVacas Jersey apresentam
frequéncias respiratérias mais altas que vacas Holandés e atribuiram isso a melhor

capacidade das vacas Jersey em dissipar calor. J& Srikandakumar e Johnson, (2004),
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encontraram frequéncias respiratorias menores para vacas Jersey (H=85,3 mov./min
versus J=75,7 mov./min; P <0,01).

Em vacas sob estresse calorico, também pode ocorrer uma reducédo das contragdes
ruminais, levando a uma reducdo da ruminacao e reducao da producdo total de saliva. A
taxa de passagem de acidos no rimen também é reduzida devido a contracdo mais lenta,
0 que resulta no acumulo de &cidos no rimen. Isso torna vacas leiteiras mais propensas
ao desenvolvimento de acidose ruminal. Embora o consumo de matéria seca (CMS) seja
menor e as refeicbes maiores e menos frequentes, a preferéncia por alimento concentrado
em detrimento de forragem, afeta negativamente o ambiente ruminal (DAS et al., 2016).

Ocorrem mudancgas comportamentais em vacas sob estresse calérico. Em geral,
vacas buscam por sombra, locais mais frios, &reas com maior movimento de ar, além de
evitar a radiacdo solar direta. Numa tentativa de dissipar o calor, vacas sob estresse

calérico aumentam o tempo em que permanecem de pé (TARABA; BEWLEY, 2016).

1.1.2 Consumo de alimentos e producao de leite no estresse caldrico

Temperaturas ambientais elevadas exercem um efeito negativo sobre o centro do
apetite do hipotalamo (DAS et al., 2016). Numa estratégia de sobrevivéncia, animais sob
estresse calorico reduzem o consumo de alimento, pois os processos de digestdo e o
metabolismo de nutrientes, geram grandes quantidades de calor (BAUMGARD;
RHOADS, 2013). Vacas leiteiras podem perder peso, escore de condi¢do corporal (ECC)
e consequentemente, podem entrar em balanco energético negativo (BEN) (DAS et al.,
2016).

Tradicionalmente, presume-se que a ingestdo reduzida de alimento causada pelo
estresse caldrico seja o principal fator responsavel pela diminuigdo da producéo de leite.
No entanto, a reducdo do consumo de matéria seca (CMS) é responsavel por 35 a 50% da
diminuicdo da producdo de leite em vacas sob estresse calérico (BAUMGARD;
RHOADS, 2013). Para Bauman et al. (2004), alteracdes enddcrinas, reducao na absorgao
de nutrientes, reducdo da ruminag&o, além do aumento das exigéncias nutricionais para
mantenca, contribuem significativamente para a baixa eficiéncia de rebanhos leiteiros no
verdo (BAUMAN et al., 2004).

A elevada producéo torna vacas leiteiras mais suscetiveis ao estresse caldrico pela
maior geragdo de calor metabolico (BERNABUCCI et al., 2010; DAS et al., 2016) e a

magnitude da reducdo na producéo de leite é determinada pelo estagio de lactacdo. Para
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Tao et al. (2018), a condicdo metabdlica e nutricional das vacas nos diferentes estagios
da lactacdo explicam as diferencas de sensibilidade ao calor.

Tao et al. (2018), comparando vacas com e sem acesso a resfriamento por
ventilacdo, observaram que a producéo de leite de vacas no inicio da lactacdo, com 15—
45 dias em lactacdo (DEL), foi semelhante até uma semana apos o inicio do tratamento,
no entanto, reduzindo posteriormente, em vacas sem acesso a resfriamento. Alem disso,
verificaram que vacas no meio da lactagéo, reduzem imediatamente a producdo de leite
e, portanto, sdo mais suscetiveis ao estresse calérico que vacas no inicio e final da
lactacdo. A producdo de leite de vacas no inicio da lactacdo é suportada principalmente,
pela mobilizacdo de reservas de gordura e menos pela ingestao de alimento, ao contrario
de vacas no meio da lactacdo em que a producdo de leite é suportada pela ingestao de

alimento que atinge nesta fase o seu pico.

1.1.3 Metabolismo afetado pelo estresse calérico

O calor do corpo provém do metabolismo e de fontes externas. Quando ingerida,
a energia alimentar produz calor em todos os estagios do processo metaboélico e no final,
a energia do alimento é convertida em calor, que se dissipa no ambiente e se irradia no
espaco. A producdo de calor pelo corpo esta relacionada a taxa metabolica. A fungédo
celular exige manutencdo de uma taxa metabolica basal, um indice do metabolismo
energético medido sob estresse minimo, enquanto o animal esta em jejum (KLEIN, 2014).

Em animais sob estresse calorico, pode ocorrer um aumento da temperatura
corporal, 0 que implica num aumento da taxa metabdlica e por consequéncia, maior
producdo de calor. A taxa metabdlica basal por quilograma de peso € maior nos
mamiferos menores do que nos maiores. Tal necessidade deve-se, em parte, a maior
proporcdo superficie/volume dos animais menores. A area de superficie relativamente
maior por quilograma de peso dos animais pequenos fornece uma area bem maior para a
perda de calor (KLEIN, 2014).

O metabolismo lipidico é afetado pelo estresse calorico crénico. O estresse
caldrico reduz a oxidacgdo de gordura em vacas leiteiras (SHWARTZ et al., 2009). Essa
reducdo é independente do reduzido CMS. Além disso, o estresse calorico reduz as
atividades das enzimas lipoliticas. A atividade lipolitica atenuada parece ser uma forma

de adaptacéo para limitar a geracao de calor (SLIMEN et al., 2016).
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Para Wheelock et al. (2010) e Slimen et al. (2016), o estresse caldrico cronico
aumenta as concentracdes de insulina em vacas em lactagdo (WHEELOCK et al., 2010;
SLIMEN et al., 2016). Além disso, ocorre um aumento do ndmero de receptores de
insulina e o uso de glicose pelos tecidos periféricos (SLIMEN et al., 2016). O aumento
da concentracdo de insulina no sangue durante o estresse calorico crénico explica a
diminuicdo da concentracdo de glicose circulante, a reducdo da atividade lipolitica e o
aumento da lipogénese (SLIMEN et al., 2016; DAS et al., 2016). Além disso, 0 aumento
na sensibilidade a insulina é sugerido como um mecanismo adaptativo para a diminuicao
da producéo de calor (SLIMEN et al., 2016).

Tian et al. (2016), verificaram maiores concentragdes de beta-hidroxibutirato
(BHB) e acetona em vacas sob estresse calorico em comparagao com vacas em condigdes
termoneutras. As concentracGes BHB e acetona no leite e no sangue estao correlacionadas
e ambos passam inalterados para o leite pelas células epiteliais células mamarias. Assim,
concentracOes elevadas de BHB e acetona no leite podem indicar niveis aumentados de
BHB e acetona no sangue, que séo indicadores do estado de energia em vacas leiteiras e
refletem a mobilizacdo excessiva de lipideos e proteinas e o fornecimento insuficiente de
glicose.

A duracdo do estresse caldrico parece influenciar de forma diferente o
metabolismo proteico de animais sob estresse caldrico. Periodos curtos de estresse
calérico aumentam o catabolismo de proteinas para a producdo de glicose pela via da
gliconeogénese. Além disso, periodos curtos de calor reduzem a sintese de proteinas e a
retencdo de nitrogénio e diminuem as concentracdes plasmaticas de aminoacidos como o
acido aspartico, serina, tirosina e cisteina. J& a exposicdo cronica ao calor, diminui a
sintese de proteina muscular, diminui a degradacdo de proteinas e diminui as
concentragfes de aminoacidos plasmaticos com enxofre e de cadeia ramificada. As
concentragdes séricas de aspartato, acido glutamico e fenilalanina aumentam no estresse
cronico (SLIMEN et al., 2016).

O estresse calorico altera 0o metabolismo dos carboidratos, aumentando a produgao
de glicose hepatica por glicogendlise e gliconeogénese (HAO et al., 2016). Wheelock et
al. (2010), encontraram uma reducdo de 200 a 400 g de lactose por dia no leite de vacas
sob estresse caldrico quando comparadas com vacas em condi¢cdes termoneutras e vacas

recebendo alimentacédo pareada.
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1.1.4 Equilibrio &cido-basico no estresse calorico

O equilibrio acido-base dos animais depende da relagdo entre anions e cations no
sangue. A concentracdo de H* extracelular € muito regulada. Os limites vitais de variacdo
do pH para mamiferos situam-se entre valores de pH de 7,35 e 7,45. Em condicdes
normais, acidos e bases sdo adicionados continuamente aos fluidos corporais, seja como
resultado da ingestdo ou como resultado de sua produgéo durante o metabolismo celular.
Para combater quaisquer alteracdes no equilibrio acido-basico normal, o corpo utiliza trés
mecanismos basicos: tampéo quimico, ajuste respiratdrio do acido carbdnico sanguineo e
excrecdo renal de H* ou reabsorcdo de HCOs™ (SRIKANDAKUMAR; JOHNSON, 2004).

Um dos efeitos do estresse calorico é o aumento da frequéncia respiratoria.
Embora a maior frequéncia respiratoria melhore a dissipacao de calor por evaporacao,
também eleva a perda de CO2, 0 que consequentemente, diminui a quantidade de
bicarbonato no sangue para a manutencao do equilibrio acido-basico sanguineo, gerando
uma alcalose respiratéria (KADZERE et al., 2002; TAO; BERNARD; MONTEIRO,
2011; TARABA, 2016). Num mecanismo compensatorio, a reabsor¢do renal de
bicarbonato aumenta (TAO; BERNARD; MONTEIRO, 2011).

1.1.4 Termotolerancia

As respostas ao estresse calorico em vacas leiteiras parecem ser especificas da
raca, sendo que B. indicus e outras racas tropicais sd0 menos suscetiveis ao estresse
calérico do que B. taurus. Essas diferencas sdo atribuidas aos diferentes graus de
adaptabilidade a ambientes quentes (KADZERE et al., 2002). Sharma et al. (1983),
encontraram que a producdo de leite de vacas Jersey foi menos sensivel ao clima em
comparagdo com vacas Holandés. Por outro lado, a composi¢éo do leite de vacas Jersey
foi mais afetada pelo calor.

Caracteristicas fenotipicas tornam vacas leiteiras mais suscetiveis aos efeitos do
calor. Hillman et al. (2001), em um estudo sobre o efeito da coloracdo do pelo na
termorregulacdo, encontraram que vacas Holandés expostas a luz solar direta, com
coloragéo de pelo predominante negra, apresentaram um aumento de 4,8°C em sua
temperatura superficial e vacas predominantemente brancas, apresentaram um aumento
de 0,7°C.
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A producdo de suor é responsavel por cerca de 70-85% da perda de calor por
resfriamento evaporativo em vacas leiteiras. A relacdo area de superficie: massa corporal
de um animal, pode limitar a quantidade total de calor perdido. Quanto menor a
proporcéo, mais dificil & perder calor pela superficie da pele. J4, as taxas de sudacao entre
as racas de vacas leiteiras diferem. Vacas Jersey, uma raca de pequeno porte, tem uma
taxa de suor de 340 g/m?/h e gera 1.400 W de resfriamento para uma vaca de 450 kg
(Jersey = 3,1 W/kg de peso corporal), enquanto as vacas Holandés, uma raga de grande
porte, produzem suor a uma taxa de 310 g/m?/h, equivalente a 1.460 W de resfriamento
para uma vaca de 550 kg (Holandés = 2,65 W/kg de peso corporal) (TARABA;
BEWLEY, 2016)

1.2 ESTRESSE CALORICO E QUALIDADE DO LEITE

1.2.1 COMPOSICAO DO LEITE

O leite € um fluido secretado pela fémea de todas as espécies de mamiferos, com
a funcéo priméria de atender as necessidades nutricionais completas do neonato. Além
disso, o leite desempenha varias funcGes fisioldgicas para o recém-nascido. Em sua
maioria, as fungdes ndo nutricionais do leite sdo desempenhadas por proteinas e
peptideos, incluindo as imunoglobulinas, enzimas e inibidores enzimaticos, proteinas de
ligacdo ou transportadoras, fatores de crescimento e agentes antibacterianos (FOX et al.,
2015).

O leite bovino contém cerca de 3,7% de gordura, 3,4% de proteina, 4,8% de
lactose e 0,7% de minerais. Em condicGes brasileiras, de acordo com Bondan et al. (2018),
considerando a composi¢do média de 148604 vacas Holandesas, o leite apresenta um
teor de gordura de 3,45% de gordura, 3,23% de proteina, 4,45% de lactose. Além disso,
o leite, contém diversos outros componentes, presentes em menor quantidade, como
vitaminas, ions metalicos e flavorizantes, mas que tem um grande impacto nas
propriedades nutricionais, tecnolégicas e sensoriais do leite e produtos lacteos (FOX et
al., 2015).

Do ponto de vista fisico-quimico, o leite é um fluido complexo e seus constituintes
ocorrem em trés fases: (1) Quantitativamente, a maior parte da massa do leite é uma
solucéo verdadeira de lactose, sais organicos e inorganicos, vitaminas e outras pequenas
moléculas na agua. (2) As proteinas do soro estdo dispersas na solucdo aquosa, enquanto

as caseinas formam grandes agregados coloidais, variando em diametro de 50 a 600 nm.
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(3) Os lipideos existem em um estado emulsificado (suspenséo), como glébulos variando
em diametro de 0,1 a 20 um (FOX; MCSWEENEY, 1998).

O leite € um sistema dindmico devido a instabilidade de muitas de suas estruturas,
como a membrana do globulo de gordura do leite; mudancas na conformacédo e
solubilidade de muitos constituintes com a temperatura e o pH, especialmente dos sais
inorgénicos e proteinas; a presenca de véarias enzimas que podem modificar 0s
constituintes por meio de lipolise, protedlise, oxidagdo ou redugdo; o crescimento
microbiano pode causar mudancas de pH, potencial redox ou por meio das enzimas que

excretam; e a troca de gases com a atmosfera, por exemplo, CO, (FOX et al., 2015).

1.2.1.1 Gordura

A gordura é formada por lipideos presentes no leite na forma de glébulos
microscopicos, formando uma emulsdo e constitui uma importante fonte de energia para
0 neonato. O teor e a composi¢do da gordura do leite podem variar consideravelmente em
funcdo da raca, dieta e estagio de lactagio (MCSWEENEY; FOX; O'MAHONY, 2020).

O estresse caldrico afeta consideravelmente a composicao do leite. Bernabucci e
Calamari (1998), observaram que vacas no inicio da lactacdo reduzem o teor de gordura.
Ja Shwartz et al. (2009), encontraram teores similares de gordura em vacas em condicdes

termoneutras e em condicGes de estresse calérico.

1.2.1.2 Proteina

O leite bovino contém 3-4% de proteina e quase 80% da fragcdo de proteina do
leite é constituida por quatro caseinas: asl-caseina (as1-CN), as2-caseina (as2-CN), B-
caseina (B-CN) e k-caseina (k-CN) e ocorrem na proporcdo 4:1:3,5:1,5, respectivamente.
A maioria das caseinas no leite estd sob a forma de micelas de caseina, coloides altamente
hidratados que consistem em milhares de moléculas e sais de caseina individuais. Sao
estaveis ao calor e contém aproximadamente 3,5 g de &gua por g de proteina (BIJL, 2014).
As caseinas apresentam diferente composicdo de aminodcidos e uma grande
heterogeneidade em suas caracteristicas, principalmente pelas modificacbes pos-
traducéo, a fosforilacéo e glicosilacdo (SILVA et al., 2019). A estrutura micelar permite
o fornecimento de grandes quantidades de calcio e fosfato ao recém-nascido, sem risco

de calcificacdo patologica da glandula mamaria materna (HOLT; CARVER, 2012) As
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micelas de caseina também determinam a funcionalidade do leite durante seu
processamento, a exemplo da coagulacdo do leite para a produgdo de queijo e a
coagulacgdo &cida do leite na obtengdo de iogurte (BIJL, 2014). Em produtos, como leite
fluido (pasteurizado ou esterilizado), creme de leite, leite condensado e doce de leite,
busca-se a estabilidade das micelas de caseina. Em outros derivados lacteos, como leites
fermentados e queijos, é a desestabilizacdo controlada das micelas de caseina que permite
a fabricacéo de tais produtos (SILVA et al., 2019).

Bernabucci e Calamari (1998) verificaram que vacas sob estresse caldrico
produzem leite com menores teores de proteina. No verdo, o leite de vacas sob estresse
caldrico pode apresentar menor quantidade de as-caseina e f-caseina, que em conjunto,
representam aproximadamente 90% das caseinas totais. Essas caseinas contém um
elevado nimero de grupos fosfato e a sua fosforilacdo necessita da presenca do fosfato
de ATP. A fosforilacdo é significativamente prejudicada em condi¢cbes de déficit de
energia, de modo que se supde que o menor teor de as-caseina e B-caseina no leite de
verdo pode ser pelo menos parcialmente devido a redugdo da ingestdo de energia e
proteina provocada pelo estresse calérico (BERNABUCCI; BASIRICO; MORERA,
2013).

1.2.1.3 Lactose

Acredita-se que a producdo de leite é determinada pelo nimero e atividade de
células secretoras mamaérias. A atividade secretora, avaliada pelo volume do leite,
depende da secrecdo do principal osmorregulador no leite, a lactose (BLECK et al., 2009).
A lactose é responsavel por cerca de 50% da pressdo osmotica do leite. Sua producao
provoca 0 movimento da agua do citoplasma das celulas epiteliais mamarias para as
vesiculas secretoras e, subsequentemente, para o leite. Esse influxo de agua no leite regula
o volume de leite produzido e a concentragdo de caseina no leite. Um baixo teor de lactose
resulta na producéo de leite que é extremamente viscoso e contém pouca agua (FOX;
MCSWEENEY, 1998).

O estresse calorico pode afetar consideravelmente o teor de lactose do leite.
Bernabucci e Calamari (1998), determinaram que vacas sob estresse calérico produzem
leite com menor teor de lactose. Wheelock et al. (2010), observaram uma reducdo entre
200 a 400 g diarias na producéo de lactose em vacas leiteiras sob estresse caldrico. Para

Tian et al. (2016) e Shwartz et al. (2009), em condi¢des de estresse caldrico, ha um
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aumento da glicolise e da respiracdo anaerobia para manter o equilibrio energético sendo

que a diminuicdo da glicemia pode explicar a reducéo do teor de lactose.

1.2.1.4 Minerais

A composicdo de minerais do leite € complexa e depende de fatores genéticos,
estagio de lactacdo, alimentacdo e salde dos animais (GAUCHERON, 2005). Entre os
principais minerais do leite estdo calcio, magnésio, potassio, sddio, cloretos, citratos e
fosforo. Podem ser agrupados em duas fracOes, a fracdo solUvel, representada pelos sais
e fons presentes na fase continua ou sollveis no leite e a fragdo coloidal, que inclui os
minerais associados as micelas de caseina. A fracdo coloidal compreende dois principais
tipos de sais: cations e anions ligados diretamente aos residuos de aminoacidos das
caseinas, na forma de fosfato de calcio coloidal (SILVA et al., 2019).

A composicdo mineral pode ser afetada pelo estresse calorico. Para Bernabucci e
Calamari (1998), o leite produzido por vacas sob estresse caldrico tem menor teor de

calcio, fésforo, magnésio e cloro.

1.2.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO LEITE
1.2.2.1 Acidez titulavel e pH

A acidez titulavel (AT) e o pH s8o comumente usados para medir a acidez do leite
e de seus derivados. A atividade dos ions hidronio (HsO") é expressa como um valor de
pH, enquanto AT é uma medida da capacidade tampéao total entre o pH do leite e o ponto
final da fenolftaleina (~ 8,3). As caseinas e o fosfato sdo os principais componentes do
leite que determinam a capacidade tampé&o. A caseina reage ao NaOH semelhante a uma
substancia acida, por meio de seus grupos ionizaveis (por exemplo, residuos de
aminoéacidos e CCP) (SADAT; EZZATPANAH; BAKHODA, 2017).

A determinacéo da acidez titulavel deve ser realizada em menos de 90 segundos
e pode servir como um indicador da qualidade do leite cru e como uma medida indireta
do contetdo &cido no leite. Todo o leite tem um contetdo acido atribuido a proteinas,
minerais e gases dissolvidos. No entanto, o teor de &cido lactico pode ser aumentado por
bactérias que convertem a lactose em acido lactico. Quando isso ocorre, um aumento

drastico na acidez titulavel é observado. Ao mesmo tempo, o leite tem uma forte
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capacidade tamponante, resistindo a mudancgas de acidez devido ao seu contetdo proteico.
(SCHMIDT; STUPAR; SHIRLEY, 1996).

A acidez titulavel tem sido utilizada h& muitos anos para indicar se o leite sofreu
degradacdo bacteriana (producdo de acido lactico), armazenamento em temperatura
inadequada ou se esta envelhecido. Como o leite € refrigerado apos a ordenha e por lei, é
exigido o seu resfriamento, a degradacdo bacteriana e 0 abuso de temperatura ndo sdo
mais tdo prevalentes como eram no passado. Assim, recentemente o valor da acidez
titulavel como um indicador da qualidade do leite cru comecou a ser questionado. Além
disso, um alto teor proteico do leite pode interferir no teste e conferir valores de acidez
titulavel falsamente altos (SCHMIDT; STUPAR; SHIRLEY, 1996).

O leite produzido no verdo tem maior pH do leite e menor acidez titulavel. Essas
propriedades fisico-quimicas podem ser explicadas em funcdo da diminuicéo do teor de
as-caseina e B-caseina no leite produzido no verdo, fracGes ricas em grupos fosfato e
componentes acidos da micela de caseina (BERNABUCCI; BASIRICO; MORERA,
2013).

1.2.2.2 Crioscopia do leite

Os constituintes solGveis em agua presentes no leite como lactose, cloretos,
citratos e acido lactico, determinam 79 a 86% do valor da crioscopia. A variacdo de outros
constituintes soltveis como o sddio, calcio, potassio, magnésio, fosfatos, caseina e a
ureia, também podem afetar a crioscopia (BJERG et al., 2005).

VariacGes na crioscopia do leite tém sido atribuidas a sazonalidade, alimentacéo,
estagio de lactacdo, consumo de &gua, raca, estresse calorico e horario do dia. Esses
fatores sdo frequentemente inter-relacionados, mas tém relativamente pouca influéncia
no ponto de congelamento do leite (FOX; MCSWEENEY, 1998). Bjerg et al. (2005), na
Dinamarca, verificaram que a crioscopia do leite coletado de tanques varia ao longo do
ano e o valor é mais alto no verdo e menor no inicio do inverno. Para esses autores, 0
aumento da temperatura ambiente e o nimero de horas de sol pode causar um aumento

da ingestdo de agua pelas vacas, podendo assim, causar um aumento na crioscopia.
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1.2.2.2 Estabilidade do leite ao teste do alcool

Diversos testes séo realizados para avaliar a qualidade do leite produzido e um
dos mais utilizados é o teste do alcool, realizado na propriedade antes do carregamento
do leite, o qual avalia a estabilidade das proteinas lacteas ao serem misturadas com etanol.
E um teste usado pela industria para estimar a estabilidade do leite quando submetido ao
tratamento térmico (MARQUES et al., 2007; HORNE, 2016). Constitui um teste de
rejeicdo ou aceitacdo do leite, sendo, porém, pouco seletivo e especifico e por este motivo,
seu uso tem sido eliminado na Europa e nos Estados Unidos (HORNE, 2016).

No Brasil, 0 uso do teste do alcool prevalece e o leite que precipita ao teste do
alcool e ndo apresenta acidez titulavel acima de 18°Dornic, € denominado de Leite
Instavel Ndo Acido (LINA) (MARQUES et al., 2007). Uma das principais alteracdes
decorridas deste quadro é a perda da estabilidade da caseina frente a prova do alcool,
resultando em sua precipitacdo sem, entretanto, o leite estar cido. Esses resultados levam
a confusdes, pois o leite é erroneamente interpretado como &cido, penalizando o produtor
sem que este possa identificar o que acontece no rebanho. Por outro lado, acredita-se que
caso esse leite chegue a industria, ndo resistiria ao processamento térmico, especialmente
ao Ultra High Temperature (UHT) (MARQUES et al., 2007).

Muitos processos, incluindo o tratamento UHT, esterilizacdo e producéo de leite
em pd, em que a geleificacdo ou sedimentagdo devem ser evitados, sdo favorecidos
quando o leite tem alta estabilidade. Em outros processos, como producdo de queijos e
iogurte, em que a coagulacado e a geleificacdo sdo necessarios, menor estabilidade leite
seria benéfico dado que ele pode suportar calor suave (TSIOULPAS; LEWIS;
GRANDISON, 2007).

A estabilidade coloidal das micelas de caseina, depende de varios fatores como a
composic¢do das micelas e sua estrutura, pH do meio, temperatura, forga idnica ou balanco
de sais, especialmente a concentracdo de calcio idnico e fosfatos (MARQUES et al.,
2007). Mudangas na forma e tamanho das moléculas de proteina e micelas de caseina,
diminuicdo da solubilidade coloidal, inativacdo da fungdo bioquimica, aumento de funcéo
reativa de alguns grupos funcionais, sdo algumas modifica¢gbes que ocorrem com as
proteinas do leite quando sdo desnaturadas (TOPEL, 2016). As variacdes que ocorrem
com alguns componentes do leite como o balanco mineral, lactose, ureia e célcio i6nico

podem estar relacionados com a estabilidade do leite no teste do alcool, além de outras
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variaveis, como a acidez microbioldgica. Isto pode levar a rejeicdo desnecessaria de leite
e ocasionar elevadas perdas (FAGNANI et al., 2014).

Abreu et al. (2020), comparando vacas Holandés com (ITU = 75,4 = 3,7) e sem
(ITU = 77,4 £ 3,5) acesso a sombra, verificaram que as vacas sem acesso a sombra
produziram leite com menor estabilidade ao etanol (sem sombra = 71,9%; com sombra =
76,5%; P <0,05). Relacionaram esses resultados a maior acidez titulavel encontrada no
leite de vacas sem acesso a sombra, que pode aumentar a concentracdo de célcio idnico

no leite.

1.2.3 CARACTERISTICAS HIGIENICO-SANITARIAS

1.2.3.1 Contagem de células somaticas

A mastite é uma infamacao da glandula mamaria que pode ter origem infecciosa
ou ndo infecciosa, sendo caracterizada por alteraces fisicas, quimicas e microbioldgicas
do leite. As principais causas infecciosas da mastite sdo bactérias, fungos, leveduras e
algas. Infec¢des intramamarias resultam em perdas econdmicas significativas associadas
a reducdo de producéo de leite, custo com tratamento e encargos veterinarios, descarte de
leite durante o periodo de tratamento, aumento da médo-de-obra e descarte prematuro de
animais (TOMAZI; GONCALVES; DOS SANTOS, 2014).

A contagem de células somaticas (CCS) € um preditor util de infeccBes da
glandula mamaria. As células somaticas protegem o corpo do animal de agentes
infeciosos. Os leucdcitos (neutréfilos, macrdfagos, linfocitos) representam cerca de 75%
das células somaticas no leite enquanto que as celulas epiteliais da glandula mamaria
representam 25% (SHARMA,; SINGH; BHADWAL, 2011).

O principal fator que afeta a CCS do leite é a infeccdo da glandula maméaria
(BERTOCCHI et al.; 2014) em que os leuctcitos aumentam em resposta a infeccao
bacteriana, lesdo tecidual e estresse. Além disso, uma elevada CCS influencia
negativamente a qualidade do leite cru (SHARMA,; SINGH; BHADWAL, 2011).

Bertocchi et al. (2014), em um estudo retrospectivo avaliando leite de tanque,
verificaram uma correlacao positiva entre o escore de células somaticas (ECS) e o indice
de temperatura e umidade (ITU). Esses autores verificaram maior ECS no verdo quando
comparado com as demais estacOes e relacionaram esses achados ao aumento da

prevaléncia de mastite no verdo e consideram que o estresse calorico deprime a fungéo
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imunoldgica em vacas leiteiras e pode aumentar o numero de patégenos no ambiente,

tornando vacas leiteiras mais suscetiveis a mastite.

1.2.3.2 Contagem bacteriana total

A contagem total de bactérias (CBT) tem sido o método de referéncia adotado por
orgdos reguladores para garantir a seguranga e a qualidade do leite (PANTOJA et al.,
2012) e a sua determinacdo no leite, auxilia principalmente, na avaliacdo dos
procedimentos de limpeza e desinfec¢do dos equipamentos de ordenha e tanques de
refrigeracdo, higiene de ordenha, ambiente onde o animal esta alojado, a temperatura e o
tempo de armazenagem do leite. Altas contagens bacterianas podem impactar
negativamente o rendimento industrial, a seguranca de alimentos e a qualidade do leite e
de produtos lacteos (THALER NETO et al., 2017).

Bertocchi et al. (2014), encontraram valores mais elevados de CBT no verdo em
comparagéo a outras estagdes do ano e determinaram uma correlagao positiva entre CBT
e ITU. Para explicar esses dados, consideraram que as elevadas temperaturas ambientais,
podem estimular o crescimento e a proliferacdo de patdgenos ambientais e seus vetores e

com isso, elevar a contaminacdo do Ubere e por consequéncia, elevar a CBT no verao.
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CAPITULO 11

2 ESTRESSE CALORICO E PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO EM VACAS
LEITEIRAS: uma revisao

Heat stress and heat shock proteins in dairy cows: a review

2.1 RESUMO

O estresse caldrico induzido por elevadas temperaturas ambientais, diminui a
produtividade animal, levando a elevadas perdas econémicas na agropecudria. Estratégias
voltadas para a criacdo de animais, com melhor termotoleréncia e resiliéncia climatica
sdo intensamente buscadas. Neste contexto, destaca-se 0 atual interesse na pesquisa de
proteinas de choque térmico (HSP) e seus genes codificantes, pela sua importancia na
citoprotecdo, imunomodulagdo, adaptacdo e como bioindicadores de estresse calérico. As
HSP sdo consideradas com funcdo anti-inflamatoria quando presentes no meio
intracelular. No meio extracelular, atuam, desencadeando uma resposta imune. Protegem
outras proteinas pela ligacdo a sequéncias hidrofébicas liberadas por desnaturacao,
impedindo a interagdo com proteinas vizinhas e evitam da perda da funcéo proteica.

Palavra-Chave: chaperonas, citoprotecdo, termotolerancia

2.2 ABSTRACT

Heat stress-induced by long periods of high environmental temperatures,
contributing to reduced animal productivity. Strategies aimed at the production of animals
with better thermotolerance and climate resilience are intensely sought. In this context,
the current interest in the research of heat shock proteins (HSP) and their coding genes
stands out, due to their importance in cytoprotection, immunomodulation, adaptation, and
as bioindicators of thermal stress. HSP are considered to have an anti-inflammatory
function when present in the intracellular environment. In the extracellular environment,
they act, triggering an immune response. They protect other proteins by binding to
hydrophobic sequences released by denaturation, preventing interaction with neighboring

proteins and preventing loss of protein function.
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2.3 INTRODUCAO

A zona de termoneutralidade para bovinos de origem europeia é uma faixa de
temperatura ambiental de 5 a 20°C (NRC, 2001) e pequenos aumentos em sua
temperatura corporal desencadeiam a resposta ao estresse calorico (RICHTER et al.,
2010). A resposta ao estresse calorico é uma resposta sistémica. Um conjunto de genes
responde a cargas de calor ambientais acima da zona termoneutra com sinais intra e
extracelulares que coordenam o metabolismo celular. A ativagdo destes mecanismos
parece ser iniciada com temperaturas da superficie da pele superiores a 35°C, quando 0s
animais comecam a acumular calor e aumentam rapidamente os mecanismos de perda de
calor evaporativa (COLLIER et al., 2008). Richter et al. (2010), no entanto, sugerem que
o acumulo deletério de proteinas desdobradas e agregadas seja o sinal para o inicio da
resposta ao choque térmico, que pode ser o resultado de uma variedade de estresses,
incluindo o estresse oxidativo, a isquemia, metais pesados, etanol e outras substancias
toxicas. O objetivo desta revisdo € descrever 0s mecanismos envolvidos no
desencadeamento da resposta ao choque térmico e a expressao e sintese de proteinas de
choque térmico durante o estresse caldrico em vacas leiteiras. Esses mecanismos sdo
criticos para a produtividade da atividade leiteira e determinam inclusive, a sobrevivéncia

animal.

2.3.1 Resposta ao choque térmico

Em nivel celular, as alteracdes de expressdo de genes que se iniciam em resposta
ao choque térmico incluem a ativacao do fator de transcrigdo de choque térmico 1 (HSF1),
aumento da expressdo de HSP, diminuicdo da expressao e sintese de outras proteinas,
aumento da oxidacdo de glicose e aminoacidos, metabolismo reduzido de &cidos graxos,
ativacdo do sistema enddcrino de resposta ao estresse e ativacdo e modulacéo do sistema
imunoldgico atraves da secrecdo extracelular de HSP (eHSP) (COLLIER, 2008;
BALDISSERA et al., 2018). Se o estresse persiste, essas mudancas levam a um estado
fisioldgico alterado, conhecido como aclimatagéo, em que o metabolismo é ajustado para
minimizar os efeitos prejudiciais do aumento da carga de calor (COLLIER, 2008).
Dependendo da duracdo e da intensidade do estresse caldrico, o acimulo de proteinas
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desdobradas e agregadas pode resultar na morte celular. Se o estresse calérico nédo € letal,
pode ocorrer o desenvolvimento de toleréncia e as concentragdes aumentadas de HSP
sintetizadas, sdo a base para essa resisténcia (COLLIER et al., 2008).

Em vacas sob estresse calorico, ocorre uma diminuicdo do fluxo sanguineo
esplancnico, resultado da ativacdo do sistema nervoso simpatico. Com isso o fluxo
sanguineo aumentado na pele, auxilia nas trocas de calor com o ambiente. A
disponibilidade de oxigénio no intestino é afetada (RENQUIST, 2019) e a hipdxia nestes
tecidos pode ser a origem do aumento da concentracdo de proteinas de choque térmico
extracelulares (eHSP) (GAUGHAN et al., 2013). Os danos intestinais podem levar a um
aumento da permeabilidade intestinal, permitindo a entrada de substancias estranhas no
organismo e estimulando uma resposta imune (GAUGHAN et al., 2013; RENQUIST,
2019).

2.3.2 Proteinas de choque térmico

Embora a sintese proteica seja perturbada sob o estresse calorico, isso ndo se
aplicar as HSP. As proteinas de choque térmico sdo chaperonas moleculares e diferem de
peso molecular e funcdo biolégica. Podem ser classificadas familias em HSP110
(110kDa), HSP100 (100kDa), HSP90 (90kDa), HSP70 (70kDa), HSP60 (60kDa), HSP40
(40kDa), HSP10 (10kDa) e pequenas familias HSP. A fun¢do das chaperonas estéa
relacionada ao dobramento e desdobramento de proteinas nascentes ou desnaturadas por
estresse. Se ligam a sequéncias de proteinas hidrofébicas liberadas por desnaturacéo e
assim, impedem a interacdo com proteinas vizinhas e consequentemente, evitam a perda
da funcéo proteica (SLIMEN et al., 2016).

2.3.3 HSP e termotolerancia

A tolerancia ao calor pode ser definida como a capacidade dos animais de manter
a expressdo de seu potencial genético mesmo quando criados em condicdes de calor. Uma
grande &rea de pele em relacdo ao peso vivo, pele e palpebras pigmentadas, olhos
protegidos e uma cobertura corporal de cor clara ou branca contribuem fisiologicamente
para o aumento da tolerancia ao calor (SLIMEN et al., 2016)

A expressdo e sintese da HSP70 induzida pelo calor é rapida e massiva
(KRISTENSEN et al., 2004). As HSP70 e HSP90 tem sido correlacionadas com o
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desenvolvimento de termotolerancia e 0 aumento de suas concentra¢des durante o estresse
caldrico, possivelmente esta relacionado ao aumento de proteinas danificadas ja que as
HSP séo induzidas como um mecanismo de defesa e reparacdo celular (SLIMEN et al.,
2016). No entanto, Kristensen et al. (2004), verificaram a presenca de HSP72 no plasma
de vacas e novilhas Holandés sadias, sem fator estressor aparente e relacionaram esses
achados a extrema selecdo para alta producdo de leite, endogamia, correlages genéticas
negativas entre producdo e suscetibilidade a doengas. Para estes mesmos autores, 0
ambiente ou a constituicdo genética de um organismo muitas vezes podem ser sub 6timos
gerando um certo grau de estresse intrinseco. Min et al. (2015) encontraram
concentrages séricas do Fator de Transcri¢do de Choque Térmico (HSF), HSP27, HSP70
e HSP90, maiores em vacas sob estresse calérico quando comparadas com vacas sob
condicdes termoneutras. Gaughan et al. (2013) encontraram elevada relacdo entre a
concentragio de HSP70 sérica e temperatura ambiental (r> = 0,86; P < 0,0001),
fotoperiodo (r> = 0,94; P < 0,0001), moderada relacido com variagio da temperatura
corporal acima de 38,6°C (r? = 0,54; P < 0,0001) e nenhuma relagdo com temperatura
corporal (r> = 0,06; P < 0,0001) em touros de corte da raga Angus.

A expressdo e sintese de HSP, um mecanismo celular de citoprotecdo, pode
explicar parcialmente a maior tolerancia ao calor de ragas tropicais de bovinos em
comparagdo com ragas europeias (DEB et al., 2014; COLLIER et al., 2008), abrindo
possibilidade para selecdo de animais termorresistentes, de forma a melhorar a
produtividade de bovinos criados em regifes com altas temperaturas ambientais
(ARCHANA et al., 2017). Além disso, Min et al. (2015) e Gaughan et al. (2013), sugerem
que a concentracdo sérica de HSP70 pode servir como biomarcador para identificar o

estresse calérico em vacas leiteiras.

2.3.4 Alfa-caseinas como chaperonas moleculares

A caseina representa cerca de 70-80% do total de proteina do leite bovino e
compreende quatro fragdes: asi-caseina, osz-caseina, B-caseina e k-caseina (MORGAN
et al., 2005). A osi-caseina e a asy-caseina sdo descritas como tendo atividade de
chaperonas moleculares. Atuam estabilizando uma grande variedade de proteinas contra
a agregacao e precipitacdo em condigdes de calor (MORGAN et al., 2005; TREWEEK,

2012), estabilizando proteinas alvo, parcialmente desdobradas. Cada fragdo de caseina
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tem um alto grau de hidrofobicidade por conter aproximadamente 35-45% de
aminoacidos apolares (valina, leucina, fenilalanina, tirosina e prolina) e sdo essas regides
de elevada hidrofobicidade que conferem a atividade de chaperona molecular a as:-
caseina e a asy-caseina (TREWEEK, 2012).

O mecanismo pelo qual as as-caseinas estabilizam e evitam a precipitacdo de
outras proteinas do leite é de interesse para as industrias lacteas, pois pode fornecer um
método alternativo para o tratamento de leite longa vida (TREWEEK, 2012)
representando novas possibilidades de emprego de caseinas e caseinatos (MORGAN et
al., 2005).

2.4 Conclusao

Elevadas temperaturas ambientais desencadeiam em vacas leiteiras a resposta ao
choque térmico, induzindo a expressdo e sintese de proteinas de choque térmico. As
proteinas de choque térmico, tem funcdo citoprotetora, imunomoduladora e conferem

termotolerancia a vacas leiteiras.
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CAPITULO 111

3 EFEITO DO ESTRESSE CALORICO SOBRE O CONSUMO, INDICADORES
BIOQUIMICOS, PRODUCAO E QUALIDADE DO LEITE DE VACAS DA RACA
HOLANDESA E JERSEY

3.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar e comparar o consumo de matéria seca, a
producdo e composicdo do leite, e pardmetros fisiologicos e bioquimicos em vacas
Holandés e Jersey em condicdes de estresse caldrico. Vacas Holandés (n = 8) e Jersey (n
= 8) foram divididas em dois grupos homogéneos e alojadas em um confinamento em
sistema Compost Bedded Pack: tratamento com ventilacao por toda a area de alojamento
e aspersao na linha do cocho (VA) e tratamento sem ventilacdo e aspersdo (SVA). Os
tratamentos foram constituidos por 4 vacas Holandés e 4 vacas Jersey cada e agrupadas
de acordo com o peso vivo, numero de lactagdes, dias em lactacdo, escore de condi¢do
corporal e producdo de leite. O experimento teve 14 dias de periodo pré-experimental
(PP) ao local e as condicbes do experimento e 5 dias de periodo experimental (PE). No
periodo PP, todas as vacas foram resfriadas com auxilio de ventiladores em toda a area
de alojamento e aspersores na linha do cocho e o Gltimo dia foi considerado dia 0 (DO0).
A avaliacdo do consumo de matéria seca e producédo de leite foi realizada diariamente.
No dia 0 do periodo PP e nos dias 1, 3 e 5 do periodo PE, coletou-se amostras de leite
para analise de composicdo, analises fisico-quimicas do leite e células somaticas. Nestes
mesmos dias, coletou-se amostras de sangue para analise de proteinas totais, albumina,
ureia, creatinina, glicose, beta-hidroxibutirato e avaliou-se, a frequéncia respiratoria, a
temperatura superficial, a temperatura retal e os movimentos ruminais. O delineamento
experimental foi um fatorial 2 x 3, com dois tratamentos (VA, com ventilagéo e asperséo;
SVA, sem ventilacdo e aspersao) e trés dias (dia 1, dia 3 e dia 5). Os dados do DO foram
considerados covariaveis no modelo estatistico. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e testados para normalidade de residuos pelo Teste Shapiro-Wilk. Para o CMS,
houve interacdo entre tratamento e dia (P = 0.0001). A producéo de leite foi similar entre
tratamentos (P = 0,873). A composicdo do leite entre os tratamentos VA e SVA foi
similar, diferindo apenas no teor de proteina, maior no tratamento VA (P = 0,001). A
média dos resultados do teste do alcool do leite foi maior no tratamento SVA (P = 0,005).
Houve interacdo entre tratamento e dia para acidez tituladvel (P = 0,003). A crioscopia foi
mais elevada no tratamento VA (P = 0,006). As vacas do tratamento SVA apresentaram
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maiores valores de MR manha (P = 0,032). Houve interacdo entre tratamento e dia para
TR manha (P=0,0002), FR tarde (P<0,0001), TS tarde (P<0,0001) e TR tarde (P<0,0001).
A concentracdo de beta-hidroxibutirato foi maior no tratamento VA (P < 0,0001). Um
curto periodo de estresse calorico nao afeta imediatamente a producéo de leite, mas afeta
a composicdo e as propriedades fisico-quimicas do leite. O resfriamento ativo de vacas
com ventilacdo e asperséo, influencia na quantidade de calor produzido e retido, afetando
parametros fisiologicos, metabolitos sanguineos, componentes e propriedades fisico-

quimicas do leite.

Palavras-chave - calor, termotolerancia, propriedades fisico-quimicas do leite

3.2 ABSTRACT

The objective of this work was to determine and compare dry matter intake, milk
production, and composition, and physiological and biochemical parameters in Holstein
and Jersey cows under heat stress conditions. Holstein (n = 8) and Jersey (n = 8) cows
were divided into two homogeneous groups and housed in a confinement in a Compost
Bedded Pack system: treatment with cooling (VA) and treatment without cooling (SVA).
The treatments consisted of 4 Holstein cows and 4 Jersey cows each and grouped
according to live weight, number of lactations, days in lactation, body condition score,
and milk production. The experiment had 14 days of pre-trial period (PP) to the place and
conditions of the experiment and 5 days of the experimental period (PE). In the PP period,
all cows were cooled with the fans and sprinklers and the last day was considered day 0
(D0). In the PE period, only VA cows were cooled. The evaluation of dry matter intake
and milk production was performed daily. On day 0 of the PP period and days 1, 3, and 5
of the PE period, milk samples were collected for composition analysis, physicochemical
analysis of milk and somatic cells. On these same days, blood samples were collected for
analysis of total protein, albumin, urea, creatinine, glucose, beta-hydroxybutyrate, and
respiratory rate, surface temperature, rectal temperature, and ruminal movements were
evaluated. The experimental design was a 2 x 3 factorial, with two treatments (VA, cooled
cows; SVA, not cooled cows), and three days (day 1, day 3, and day 5). Data from DO
were considered covariates in the statistical model. Data were subjected to analysis of
variance and tested for normality of residuals by the Shapiro-Wilk Test. For dry matter
intake, there was an interaction between treatment and day (P = 0.0001). Milk production
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was similar between treatments (P = 0.873). Milk composition between VA and SVA
treatments was similar, differing only in protein content, which was higher in VA
treatment (P = 0.001). Mean milk alcohol test results were higher in the SVA treatment
(P = 0.005). There was an interaction between treatment and day for titratable acidity (P
= 0.003). Cryoscopy was higher in the VA treatment (P = 0.006). The SVA treatment
cows had higher morning ruminal movements values (P = 0.032). There was an
interaction between treatment and day for morning rectal temperature (P=0.0002),
afternoon respiratory frequency (P<0.0001), afternoon superficial temperature
(P<0.0001) and afternoon rectal temperature (P<0.0001). The beta-hydroxybutyrate
concentration was higher in the VA treatment (P < 0.0001). A short period of heat stress
does not immediately affect milk production but does affect the composition and
physicochemical properties of milk. Active cooling of cows with ventilation and sprinkler
influences the amount of heat produced and retained, affecting physiological parameters,

blood metabolites, components, and physicochemical properties of milk.

Keywords — heat, thermotolerance, physicochemical properties of milk

3.3 INTRODUCAO

As elevadas temperaturas ambientais afetam a produtividade e o bem-estar
animal, causando consideraveis prejuizos econdmicos na pecuaria global. O estresse
caldrico pode ser definido como uma condicao fisioldgica em que a temperatura corporal
central de uma determinada espécie excede sua faixa termoneutra, ocasionando um
acumulo de calor, que pode ser proveniente do proprio organismo ou oriundo do ambiente
(BERNABUCCI et al., 2010). O equilibrio térmico pode ser afetado por diferentes
elementos climaticos (temperatura ambiente, umidade relativa, radiacdo solar,
movimento do ar e precipitacdes), fatores animais (taxa metabdlica, taxa de sudorese) e
mecanismos termorregulatorios dos animais (COLLIER et al., 2008).

Em vacas leiteiras sob estresse calorico, pode ocorrer uma redu¢do no consumo
de matéria seca (CMS), mudancas fisioldgicas e comportamentais para dissipar o calor
(COLLIER et al., 1982). Além disso, a selecdo genética, com énfase para caracteristicas
produtivas, aliada a depressao endogamica, resultado do pequeno tamanho populacional

observado nas racas leiteiras, trouxe consequéncias negativas e efeitos deletérios sobre a
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reproducdo, imunidade e o balan¢co homeostatico e consequentemente, tornou vacas
leiteiras de alta producdo, mais susceptiveis ao estresse calérico (HU et al., 2016;
KRISTENSEN et al., 2004).

Para Collier et al. (2008), a resposta ao choque térmico se inicia quando a
temperatura superficial dos animais for maior que 35°C, ativando um conjunto de genes,
com sinais intra e extracelulares que coordenam o metabolismo celular. Richter et al.
(2010), sugerem que o acumulo deletério de proteinas desdobradas e agregadas, devido a
pequenos aumentos na temperatura corporal, seja o sinal para o inicio da resposta ao
choque térmico. Em nivel celular, a resposta ao choque térmico inicia com a ativacdo do
fator de transcri¢do de choque térmico 1 (HSF1), aumento da expressao de proteinas de
choque térmico (HSP), diminuicdo da expressdo e sintese de outras proteinas, aumento
da oxidacdo de glicose e aminoacidos, metabolismo reduzido de acidos graxos e ativacédo
do sistema imunoldgico através da secre¢do extracelular de HSP (COLLIER, 2008). Deb
et al. (2014), sugerem que a diferenca na expressao de HSP sob estresse cal6rico pode
parcialmente explicar a maior tolerancia ao estresse calorico de racas tropicais de bovinos
em comparagdo com racas europeias (DEB et al., 2014).

Apesar dos grandes avangos em ambiéncia e sistemas de resfriamento, o clima
quente ainda representa um grande desafio para a producdo leiteira. Considerando que
existem diferencas de termotolerancia entre racas e individuos, identificar animais e
formas mais eficazes de mitigacdo de calor e selecionar individuos produtivos e mais
resistes a condi¢cdes adversas, melhora a renda da atividade leiteira. Assim, o0 objetivo
deste trabalho foi determinar o efeito do estresse caldrico sobre o consumo, a producéo e
qualidade do leite e indicadores bioquimicos e fisioldgicos de vacas Holandés e Jersey.

3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em uma propriedade rural no municipio de Itapiranga,
SC, Brasil (latitude 27° 7'2.12"S, longitude 53°47'42.57"0) e de acordo com Dubreuil et
al. (2018), a regido apresenta um clima do tipo Cfa (subtropical umido), de acordo com a
classificacdo de Koppen-Geiger. Todos os procedimentos envolvendo as vacas do
experimento foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal da

Universidade do Estado de Santa Catarina com nimero de protocolo 6172220518.
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3.4.1 Animais e alojamento

Dezesseis vacas, (n = 8) Holandés e (n = 8) Jersey foram alojadas e divididas em
dois grupos em um galpéo de confinamento, com sistema Compost Bedded Pack Barn:
grupo com ventilacdo por toda a area de alojamento e aspersdo na linha do cocho (VA) e
grupo sem ventilagéo e aspersdo (SVA). O galpéo de confinamento de dimensdes 40 m x
9 m, proporcionava uma area de 11,62 m? de area por animal. As vacas foram divididas
em grupos homogéneos quanto ao peso vivo, paridade, dias em lactacdo (DEL), escore
de condicéo corporal (ECC) e producéo de leite. Cada grupo foi constituido por 4 vacas
Holandés e 4 vacas Jersey: grupo VA (PV=473,8 £+ 86,4 kg; paridade = 2,43 £ 1,3; DEL
=130,9 £ 94; ECC = 3,02 £ 0,2 e leite = 22 + 6 kg/dia); grupo SVA (PV=477,7 + 65,7
kg; paridade = 2,37 =+ 1,3; DEL = 123,8 £ 83,4; ECC = 3,00 £ 0,3 e leite = 21,7 £ 45
kg/dia).

O experimento teve a duracdo de 19 dias: periodo pré-experimental (PP) de 14
dias e periodo experimental de 5 dias (PE) para avaliar os efeitos do estresse calorico. No
periodo PP, as vacas foram adaptadas ao manejo e aos lotes e todos os animais foram
resfriados com auxilio de ventiladores em toda a area de alojamento e aspersores na linha
do cocho. O sistema de resfriamento das vacas incluia ventiladores (diametro = 2 m) que
proporcionaram uma velocidade média de vento de 3,72 m/s no local de alojamento das
vacas. A aspersdo, instalada acima da linha do cocho, com bicos de aspersdo a cada 0,9
m, proporcionava o resfriamento com &gua para cada vaca durante os horarios de
alimentacdo. A ventilacdo e aspersdo eram controladas automaticamente, com
acionamento quando a temperatura ambiental era igual ou superior a 24°C. A ventilagdo
era continua e a aspersao funcionava em ciclos intermitentes de 2 minutos de aspersao e
15 minutos com o sistema desligado. O Gltimo dia do periodo PP foi considerado como
dia 0 (DO) e todas as vacas tinham acesso a ventilacdo e aspersdo. Do dia 1 ao dia 5,
apenas as vacas do grupo VA continuaram com acesso a ventilagéo e a aspersao. A coleta
de dados, amostras sanguineas e de leite foram realizadas no DO, D1, D3 e D5. Os dois
grupos de vacas do experimento foram separados entre si e do restante dos animais no

galpdo de confinamento através de cercas elétricas.

3.4.2 Condic¢des ambientais do confinamento
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As condicdes de temperatura e umidade dentro do galpdo de alojamento foram
determinadas com auxilio de um datalogger e mensuradas em intervalos de 15 minutos.
A partir dos dados de temperatura e umidade foi calculado o indice de temperatura e
umidade (ITU) de acordo com a formula: ITU = (1,8 x T + 32) — [(0,55 — 0,0055 x UR)
x (1,8 x T — 26)], onde: T = temperatura do ar (°C) e UR = umidade relativa do ar (%)
(MADER; DAVIS; BROWN-BRANDL, 2006).

3.4.3 Peso vivo, escore de condicéo corporal

O peso vivo foi determinado no inicio do periodo de adaptacdo com auxilio de
uma balanca digital Filizola (Filizola Balangas Industriais, S&o Paulo, Brasil). O ECC foi
determinado no inicio do periodo de adapta¢édo de acordo com a metodologia de Ferguson
etal. (1994).

3.4.4 Frequéncia respiratoria, temperatura superficial, temperatura retal e
movimentos ruminais

A FR foi aferida pela contagem dos movimentos do flanco, durante 15 segundos,
sendo este valor, multiplicado por quatro para se obter a frequéncia por minuto (PILATTI,
2017). A temperatura superficial das vacas foi determinada com um termdémetro de
infravermelho a 1 m de distancia do animal. A mensuracdo foi realizada em 5 pontos do
corpo do animal e posteriormente foi calculado a média aritmética dos 5 pontos, conforme
a metodologia descrita por Pilatti (2017) e mostrado na Figura 1.

Figura 1. Pontos de medida da temperatura superficial

AFR,aTS, aTR e 0os MR das vacas foram determinados duas vezes ao dia no
PE, as 10 he as 19 h, nos DO, D1, D3 e D5.
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3.4.5 Consumo de matéria seca e coleta de amostras de alimentos

A dieta das vacas foi formulada para atender 100% das exigéncias nutricionais. de
acordo com o NRC (2001) (Tabela 1), sendo fornecida na forma de dieta total (TMR). O
alimento foi fornecido em cochos individuais para cada vaca em quatro horarios: 08:00,
12:00, 16:00 e 19:00. A duracdo de acesso das vacas ao alimento em cada horario foi de
1 h e 30 min. Comida fresca foi ofertada em dois horarios: as 08:00 e as 16:00. A
quantidade de alimento ofertada para cada animal era ajustada diariamente a fim de
proporcionar sobras entre cinco e dez por cento. As sobras eram recolhidas para pesagem
diariamente ap6s o ultimo periodo de fornecimento de alimento. Amostras das sobras e
dos alimentos foram coletadas no DO, D1 e D5. Para a realizacdo das analises
bromatoldgicas, foram coletadas amostras individuais das sobras de cada vaca, de silagem
de milho, feno de tifton, concentrado comercial e farelo de soja. As amostras foram
submetidas a secagem em estufa com ventilacao forcada (Solab SL-31, Piracicaba, Brasil)
a 60°C durante 72 horas e posteriormente moidas em peneira de 1 mm. Para determinar o
teor de matéria seca (MS), as amostras moidas foram submetidas a secagem em estufa a
105°C por 24 horas. As amostras de cada alimento e sobras coletadas, foram agrupadas
para posterior analise quimica. A matéria mineral foi determinada por queima em forno
mufla a 550°C durante 4 horas. O teor de fibra em detergente neutro (FDN) foi
determinado conforme proposto por (MERTENS et al., 2002). O teor de nitrogénio total
foi determinado em um equipamento Leco (Saint Joseph, MI, USA) e teor de extrato
etéreo (EE) foi determinado em um extrator Soxhlet, com éter etilico por 4 horas. Os
carboidratos nao fibrosos (CNF) foram obtidos pelo calculo por diferenca através da
formula: CNF = 100 — (%FDN + %PB + %EE + %MM), onde, FDN: fibra em detergente

neutro, PB: proteina bruta, EE: extrato etéreo e MM: matéria mineral (NRC, 2001).
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Tabela 1. Composicéo e constituicdo bromatologica da dieta com base na matéria seca
(MS) fornecida as vacas

Itens (% da MS) Dieta Total
Silagem de milho 48,63
Feno de Tifton-85 11,89
Concentrado comercial® 30,25
Farelo de soja 7,78
Suplemento mineral? 1,45
PB 18,21
FDN 31,13
FDA 21,84
EE 3,79
MM 8,28
CNF 39,73
Energia quuida de lactacdo (Mcall kg de MS) 1,55

Puro Milk Bypass 26 PB (Puro Trato). Niveis de garantia, FDN=18%, FDA=9%, cinzas 9%, extrato
etéreo= 5%, umidade= 13% Ca=12,5%, P=0,6%, S=0,13%, Mg=0,3%, K=0,002%, C0=0,92 mg/kg,
Cu=27,37 mg/kg, Zn= 146 mg/kg, Fe= 40 mg/kg, Mn = 96 mg/kg, | = 2,12 mg/kg, Se = 1 mg/kg,vitamina
A= 11.800 Ul/kg, vitamina D= 2.800 Ul/kg, vitamina E 50 Ul/kg, biotina 6 mg/kg e monensina sddica 40
mg/kg.

2 Mistura mineral contendo 45% de bicarbonato de sodio e 55% de niicleo mineral (Miner Al Pro Biotina),
Ca=23%, P=6%, S=2%, Mg=1,2%, K=0,35%, Na=4,7%, Cl= 7%, Co=95 mg/kg, Cu=950 mg/kg, Zn=6.000
mg/kg, Fe= 700 mg/kg, Mn = 3.000 mg/kg, | = 80 mg/kg, Se = 30 mg/kg,vitamina A= 600.000 Ul/kg,
vitamina D= 12.0000 Ul/kg, vitamina E 2.500 Ul/kg, niacina 2.500 mg/kg, biotina 150 mg/kg.

3.4.6 Coleta e analise de amostras de leite

As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 07:00 e as 17:30. A producdo de
leite foi medida diariamente durante o periodo de adaptacdo e do periodo de coletas,
utilizando-se medidores de leite WAIKATO Multi Meter. Nos dias DO, D1, D3 e D5,
coletou-se amostras de leite de cada vaca, compostas por uma aliquota da producédo de
leite da tarde e da manhd. As amostras foram acondicionadas em recipientes com
bronopol como conservante e enviadas ao Laboratorio da Associacdo Paranaense de
Criadores de Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH) em Curitiba, PR, para realizagdo
das analises dos teores de gordura, proteina, lactose, sélidos totais e nitrogénio ureico do
leite (NUL), pelo método de infravermelho (Bentley Combisystem, Bentley Instruments
Inc., USA). A contagem de células somaticas foi determinada por citometria de fluxo
(Delta Combiscope, Advanced Instruments Inc., USA). O escore de células somaticas
(ECS) foi calculado pela formula: ECS = log2(CCS/100) + 3.

Nos dias DO, D1, D3 e D5, coletou-se outra amostra de leite de cada vaca,

compostas por uma aliquota da producéo de leite da tarde e da manhd, as quais foram



60

acondicionadas em recipientes sem conservante e mantidas refrigeradas por 12 h entre 3
e 8°C, para a realizacdo do teste do alcool, acidez Dornic e crioscopia. O pH do leite foi
mensurado utilizando-se um pHmetro Kasvi K39 (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR). Foi
realizado o teste do alcool, misturando-se 2 mL de leite e 2 mL de etanol em uma placa
de Petri sob um fundo preto. As solucGes de etanol utilizadas variavam entre 56 e 80%
(v/v) e foram preparadas com concentragdes de etanol variando em intervalos de 2%. A
amostras de leite analisadas pelo teste do alcool eram consideradas instaveis quando
ocorria a formacdo de grumos e a concentracdo da solucéo de etanol registrada. A acidez
titulavel foi determinada em graus Dornic (°D) conforme a metodologia descrita na IN 68
(BRASIL, 2006) em que, a uma amostra de 10 mL de leite, adicionava-se 4 a 5 gotas da
solucdo de fenoftaleina a 1%. A solucéo resultante era titulada com uma solugdo de NaOH
0,1 mol/L até aparecimento de coloracdo rosea persistente por aproximadamente 30

segundos.

3.4.7 Coleta e analise de amostras de sangue

Nos dias DO, D1, D3 e D5, apés o fornecimento de alimento, coletou-se amostras
de sangue da veia coccigea com auxilio de agulha 21 G. Coletou-se uma quantidade de
sangue para preencher dois tubos vacutainer de 10 mL com heparina litica (BD, New
Jersey, USA), dois tubos vacutainer de 4 mL, com K:EDTA (tetra-acetato de
etilenodiamino de potéassio) (BD, New Jersey, USA) e dois tubos de 10 mL com ativador
de coagulo para coleta de soro (BD, New Jersey, USA). Apds a coleta, o sangue foi
centrifugado a 1.328 g durante 10 minutos. As amostras de plasma e soro resultantes
foram acondicionadas em tubos de plastico de 2 mL e congeladas até a realizagdo das
andlises.

As concentracdes de proteina total e albumina foram determinadas em soro e as
concentragfes de ureia e creatinina foram determinadas em plasma, usando um
espectrofotdbmetro semi-automatico (Bio2000 da Bioplus, Baueri, SP, Brasil), por
espectroscopia UV-visivel, usando-se Kits comerciais (Analisa Gold, Belo Horizonte,
MG, Brasil), de acordo com as respectivas instru¢cbes de uso. A concentragdo de
globulinas foi obtida pelo calculo entre a diferenca de concentragdo das proteinas totais e
da albumina. As concentragdes de beta-hidroxibutirato (BHB) e glicose foram
determinadas imediatamente ap0s a coleta, no sangue acondicionado em tubos vacutainer

contendo EDTA sddico. As analises foram realizadas utilizando-se um analisador portétil
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Optium Xceed (Abbott, Chicago, Illinois, USA). Foram utilizadas tiras para determinagéo
de glicose e beta-hidroxibutirato (Abbott, Chicago, Illinois, USA).

3.4.8 Analise de dados

Os dados foram submetidos & analise de variancia e previamente testados para
normalidade de residuos pelo teste de Shapiro-Wilk, utilizando o pacote estatistico SAS
(SAS, 2017). O ultimo dia do periodo pré-experimental foi considerado como dia 0 (DO0)
e os dados coletados foram utilizados como covariaveis no modelo estatistico. Foram
incluidos no modelo estatistico os efeitos do tratamento, dos dias de tratamento, da
interacdo tratamento e dia e do valor observado para cada varidvel dependente no DO,

como covariavel. As médias foram consideradas diferentes se P < 0,05.


https://www.google.com/search?rlz=1C1EJFC_enBR811BR811&q=abbott+laboratories+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MErPTjdR4gAxDeNTTLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYRRKTkvJLShRyEpPyixJL8osyU4sVAKGgFrZaAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjqwYmlsqDhAhWOILkGHZGPDgQQmxMoATAWegQICRAH
https://www.google.com/search?rlz=1C1EJFC_enBR811BR811&q=abbott+laboratories+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MErPTjdR4gAxDeNTTLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYRRKTkvJLShRyEpPyixJL8osyU4sVAKGgFrZaAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjqwYmlsqDhAhWOILkGHZGPDgQQmxMoATAWegQICRAH
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3.5 RESULTADOS

Os valores relativos ao indice de temperatura e umidade (ITU) sdo mostrados na
Figura 2.
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Figura 2. indice de Temperatura e Umidade (ITU) determinado durante o periodo
experimental (PE) nos ambientes dos tratamentos VA (ventilacéo e asperséo) e SVA (sem

ventilacao e aspersao)

Para o CMS, houve interacgdo entre tratamento e dia (P = 0.0001). A producdo de
leite foi similar entre tratamentos (P = 0,873), havendo, efeito de dia (P = 0,017). A
composicdo do leite entre os tratamentos VA e SVA foi similar, diferindo apenas no teor
de proteina, maior no tratamento VA (P = 0,001). Houve efeito de dia para ECS (P =
0,015). Os resultados completos sdo mostrados na Tabela 2, Figura 3 (A, B, Ce D) e
Figura4 (A, B,CeD).
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Tabela 2. Média dos quadrados minimos, erro padrédo da média (SEM) e valor de P para
consumo de matéria seca (CMS), producdo, composi¢do do leite, escore de células
somaticas (ECS) e nitrogénio ureico do leite (NUL) avaliado nas vacas dos tratamentos
VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA (sem ventilacdo e aspersao)

Varidveis Tratamento SEM P-value

VA SVA Trat. Dia Trat. x Dia Cov.

CMS (kg/dia) 16,70 16,32 0,820 0,742 <0,0001 0,0001 0,264
Leite (kg/dia) 21,01 21,05 0,159 0,873 0,017 0,899 <0,0001
Gordura (%) 3,92 3,76 0,113 0,314 0,108 0,234 <0,0001
Proteina (%) 3,42 3,38 0,014 0,046 0,001 0,415 <0,0001
Lactose (%) 4,39 4,45 0,026 0,092 0,947 0,302 <0,0001
Sélidos totais (%) 12,75 12,63 0,127 0,509 0,513 0,458 <0,0001

NUL (mg/dL) 14,81 13,02 0,952 0,236 0,056 0,406 0,005

ECS 4,41 4,29 0,144 0,540 0,015 0,537 <0,0001
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Figura 3. (A) Consumo de matéria seca (CMS), (B) producéo de leite, (C) teor de gordura e (D) teor de proteina das vacas dos tratamentos VA

(ventilacdo e aspersdo) e SVA (sem ventilacdo e aspersdo) em funcdo dos dias de tratamento
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A média dos resultados do teste do alcool do leite foi maior no tratamento SVA
(P = 0,005). Houve interacdo entre tratamento e dia para acidez titulavel (P = 0,003).
Houve apenas efeito de dia para pH (P <0,0001). A crioscopia foi mais elevada no
tratamento VA (P = 0,006), além do efeito de dia (<0,0001). Os resultados detalhados sao
mostrados na Tabela 3 e Figura 5 (A, B, C e D).

Tabela 3. Média dos quadrados minimos, erro padrdo da média (SEM) e valor de P para
as propriedades fisico-quimicas do leite avaliado nas vacas dos tratamentos VA

(ventilacdo e aspersdo) e SVA (sem ventilacao e aspersao)

Varidveis Tratamento SEM P-value
VA SVA Trat. Dia Trat. x Dia  Cov.
Teste do Etanol (%) 77,14 79,01 0,431 0,005 0,560 0,134  <0,0001
Acidez Dornic (°D) 15,90 15,46 0,205 0,148 <0,0001 0,003 <0,0001
pH 6,83 6,81 0,025 0,579 <0,0001 0,516 0,003

Crioscopia (°H) -0,5455 -0,5493 0,001 0,006 <0,0001 0,189 0,007
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Figura 5. Propriedades fisico-quimicas do leite avaliado nas vacas dos tratamentos VA (ventilacéo e aspersdo) e SVA (sem ventilacéo e
aspersdo) em funcgéo dos dias de tratamento: A) teste do alcool, B) acidez titulavel, C) pH, D) crioscopia
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Houve efeito de dia para FR manha (P<0,0001), TS manha tarde(P<0,0001) e MR

tarde (P = 0,042). O tratamento SVA apresentou valores maiores de MR manh& (P =

0,032). Houve interagdo entre tratamento e dia para TR manha (P=0,0002), FR tarde
(P<0,0001), TS tarde (P<0,0001) e TR tarde (P<0,0001). Os resultados detalhados sao
mostrados na Tabela 4, Figura 6 (A, B, Ce D) e Figura7 (A, B, Ce D).

Tabela 4. Média dos quadrados minimos, erro padrdo da média (SEM) e valor de P para
os parametros fisioldgicos avaliado nas vacas dos tratamentos VA (ventilacéo e

aspersdo) e SVA (sem ventilacéo e aspersédo)

Variaveis Tratamento SEM : P-value :

VA SVA Trat. Dia Trat. X Dia Cov.

FR (resp./min) manha 71,29 66,44 2,817 0,254 <0,0001 0,142 0,003

TS (°C) manha 37,05 37,17 0,117 0,515 <0,0001 0,080 0,906

TR (°C) manha 38,98 39,07 0,060 0,288 <0,0001 0,0002 0,006

MR (mov./2 min) manha 3,17 3,85 0,213 0,032 0,110 0,364 0,060

FR (resp./min) tarde 64,94 65,06 2,530 0,975 <0,0001 0,0001 0,563
TS (°C) tarde 36,40 36,72 0,069 0,005 0,139 <0,0001 0,0002
TR (°C) tarde 38,92 39,06 0,085 0,255 <0,0001 <0,0001 <0,0001

MR (mov./2 min) tarde 3,95 4,34 0,260 0,345 0,042 0,221 0,691

FR: frequéncia respiratéria; TS: temperatura superficial; TR: temperatura retal; MR: movimentos

ruminais
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Figura 6. Parametros fisiologicos avaliado nas vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA (sem ventilacdo e aspersao) em funcao
dos dias de tratamento: a) Frequéncia respiratoria da manha (FR manha), B) Temperatura superficial da manh& (TS manh@), C) Temperatura retal
da manh& (TR manha), d) Movimentos ruminais da manha (MR manha)
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Figura 7. Parametros fisiologicos avaliados nas vacas dos tratamentos VA (ventilagdo e aspersdo) e SVA (sem ventilacdo e aspersdo) em funcao
dos dias de tratamento: A) Frequéncia respiratoria da tarde (FR tarde), B) Temperatura superficial da tarde (TS tarde), C) Temperatura retal da

tarde (TR tarde), D) Movimentos ruminais da tarde (MR tarde)
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Nos parametros bioquimicos avaliados, os tratamentos diferiram na concentracao

de beta-hidroxibutirato, maior no grupo VA (P < 0,0001). Houve efeito de dia para
proteina total (P= 0,0004), globulinas (P = 0,028), ureia (P < 0,0001), creatinina (P <
0,0001) e BHB (P < 0,0001). Os resultados detalhados sdo mostrados na Tabela 5 e na
Figura8 (A, B,CeD)e Figura9 (A,BeC).

Tabela 5. Média dos quadrados minimos, erro padrdo da média (SEM) e valor de P para
0s parametros biogquimicos avaliados nas vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e
aspersdo) e SVA (sem ventilacdo e aspersdo)

Variavel Tratamento SEM P-value
VA SVA Trat. Dia Trat. x Dia Cov.
Proteina total (g/L) 0,05 0,05 0,003 0952  0,0004 0,923 0,693
Albumina (g/L) 0,03 0,03 0002 0682 0763 0,365 0,172
Globulinas (g/L) 0,03 0,03 0,005 0669 0,028 0,549 0,773
Ureia (mg/dL) 33,82 28,82 3410 0358 <0,0001 0,313 0,821
Creatinina (mg/dL) 0,94 0,99 0057 0515 <0,0001 0,175 0,615
Glicose (mg/dL) 53,02 51,11 2,607 0610 0,169 0,459 0,431
Beta-hidroxibutirato (mmol/L) 1,77 1,20 0,087 <0,0001 <0,0001 0,070 0,001
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Figura 8. Pardmetros bioquimicos avaliados nas vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA (sem ventilagdo e aspersdo) em funcéo
dos dias de tratamento: A) Proteina total, B) Albumina, C) Globulina, D) Creatinina
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Figura 9. Pardmetros bioquimicos avaliados nas vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA (sem ventilagdo e aspersdo) em funcéao

dos dias de tratamento: A) Ureia, B) Glicose, C) Beta-hidroxibutirato
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36 DISCUSSAO

O ITU é usado para estimar as necessidades de resfriamento em vacas leiteiras.
Zimbelman et al. (2009), com base em dados fisioldgicos e produtivos, determinaram que
o limiar para condicOes termoneutras e de estresse calorico em vacas leiteiras de alta
producdo € um ITU de 68. O ITU, determinado nos dias do experimento, mostra
condicdes fora da zona termoneutra para vacas leiteiras (Figura 2).

O efeito mais reconhecido da elevacdo da temperatura corporal é a depressao
adaptativa da taxa metabodlica associada a redugdo do apetite (SILANIKOVE, 2000;
RENQUIST, 2019). O estresse caldrico causa uma diminuicdo do CMS, da producéo de
leite e de componentes do leite (WHEELOCK et al., 2010; RHOADS et al., 2009). Tao
et al. (2018), observaram que vacas resfriadas em comparagdo com vacas nao resfriadas
no estagio inicial da lactagdo tiveram uma producdo similar de leite durante a primeira
semana de avaliacdo e reducdo nas semanas posteriores. Diferente das vacas no inicio da
lactacdo, a producdo de leite diminuiu na primeira semana de avaliacdo em vacas no meio
e no estagio final da lactacdo em condigdes de estresse calérico. Com isto mostraram que,
os efeitos do estresse cal6rico em vacas leiteiras dependem do estagio da lactacdo. Em
nosso trabalho verificamos uma interacao entre tratamento e dia para CMS e producéo de
leite similar entre tratamentos. Estes resultados podem estar relacionados ao periodo curto
do experimento e ao estagio da lactacdo das vacas.

Os efeitos do estresse caldrico sobre a composicdo do leite sdo diversos.
Normalmente, junto com a reducdo da producdo, ocorre uma reducdo dos componentes
do leite. Porém, varios trabalhos mostram resultados distintos para os teores de gordura e
proteina do leite, que podem ser maiores, menores ou permanecem inalterados no verao.
Heck et al. (2009), encontrou menores teores de gordura no leite produzido no verao
quando comparado com leite produzido no inverno, enquanto que, Smith et al. (2013),
observaram uma diminuicdo do teor de gordura do leite em vacas Holandés e Jersey em
condigdes de ITU maior ou igual a 72. Bernabucci et al. (2015) encontrou teores de
proteina mais baixos no verdo em relacéo ao inverno (Verao = 3,29% e Inverno = 3,5%;
P < 0,05). Para Tao et al. (2018), resultados divergentes entre estudos relacionados ao
estresse caldrico e acomposicao do leite podem estar ligados a diferenca de dietas, estagio
da lactacdo das vacas, grau de estresse, duracdo dos ensaios e modelos experimentais de
avaliacdo animal. Os resultados de composicao do leite, encontrados em nosso trabalho,

mostram que os estresse caldrico afetou principalmente o teor de proteina do leite.
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O estresse calorico afetou as propriedades fisico-quimicas do leite. As vacas do
tratamento SVA apresentaram maior valor na media de resultados no teste do &lcool e
menor crioscopia que as vacas do tratamento VA, além de haver interacdo entre
tratamento e dia para acidez titulavel. Fagnani et al. (2018), determinaram que o leite
instavel ao teste do etanol 72% quando comparado com o leite estavel, continha menor
concentracdo de alfa-lactoalbumina (a-LA). Determinaram também, uma relacéo entre a
baixa concentragdo de o-LA e 0 baixo teor de lactose no leite instavel. J& a acidez titulavel
é determinada por componentes do leite com capacidade tamponante como as proteinas,
citratos e CO2 (TSIOULPAS et al., 2007). Tsioulpas et al. (2007), observaram um elevado
teor de proteina nos dias iniciais de lactacdo e uma elevada correlagdo logaritmica com
acidez titulavel (r = 0,95). A variagdo da acidez titulavel também pode estar relacionada
com a variagdo das fragdes proteicas do leite (TOPEL, 2016). Bernabucci et al. (2015),
atribuiram a menor acidez titulavel observada no verdo, a diminuicdo da concentragéo de
as-caseina (0s-CN) e B-caseina (B-CN), duas caseinas do leite, ricas em grupos fosfato.
A fosforilagdo das caseinas necessita de y-fosfato de ATP e como durante o estresse
caldrico, ocorre uma diminuicdo do CMS e as exigéncias de manutencdo aumentam, as
vacas podem entrar em balanco energético negativo. Com isso, estes autores supdem que
a menor concentragao de aS-CN ¢ -CN no leite do verdo, pode ser parcialmente devido
a reducdo na disponibilidade de energia e proteina, afetando dessa forma, a sintese e a
proporcdo destas caseinas no leite, afetando assim, a acidez titulavel. Tépel (2016),
considera a técnica de determinacdo da acidez titulavel factivel a erros e com isso, ja em
desuso em varios paises. Considera ainda, mais apropriado, a avaliacdo do leite por
potenciometria para a determinacdo do pH. A crioscopia do leite é relativamente
constante e é uma consequéncia do equilibrio osmotico entre o sangue e o leite (HENNO
et al., 2008). Com isso, é um teste utilizado para avaliar a adicdo proposital de agua no
leite. A lactose e ions dissolvidos respondem por cerca de 80% da diminuigéo do indice
crioscopico, enquanto outras substancias como ureia, acidos graxos de cadeia curta e CO»,
sdo responsaveis por cerca de 20% (TOPEL, 2016). Schukken et al. (1992), observaram
um aumento da crioscopia do leite nos meses de verdo e atribuiram isto, a variacdo do
teor de lactose e proteina no leite. Os resultados de nosso experimento podem ter sido
devido a variagdes de componentes do leite (nem todos analisados) e pelo grau de

hidratacdo das vacas.
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O estresse calorico € acompanhado por mudancas na concentracao de metabolitos
sanguineos e respostas metabdlicas sistémicas (TAO et al., 2018; MARINS et al., 2019).
Marins et al. (2019), encontraram que vacas ndo resfriadas em estresse calérico, quando
comparadas com vacas resfriadas, apresentaram uma reducdo nas concentracfes de
glicose, beta-hidroxibutirato (BHB), acidos graxos néo-esterificados (NEFA) e
triglicerideos. Estes autores atribuem isto a diminui¢cdo do CMS e menores exigéncias de
nutrientes para a sintese de leite associados a reducdo na producéo de leite. Heck et al.
(2009), observaram um menor teor de acidos graxos provenientes da sintese de novo e
maior teor de &cidos graxos pré-formados no leite no verdo quando comparado com leite
produzido no inverno. O acetato e o beta-hidroxibutirato sdo precursores na sintese de
Novo de &cidos graxos e sdo produzidos no ramen a partir de polissacarideos da dieta
(SAMKOVA et al., 2012). Em nosso trabalho, as vacas resfriadas (tratamento SVA),
guando comparadas as vacas ndo resfriadas (grupo SVA), apresentaram maiores
concentracdo de BHB. A maior concentracdo de beta-hidroxibutirato pode estar
relacionada ao estagio da lactacéo, ja que vacas no inicio da lactagdo foram inclusas nesse

experimento.

3.7 Conclusédo

O resfriamento ativo de vacas influencia na quantidade de calor produzido e
retido, que a curto prazo, ndo afeta a producéo de leite, mas afeta parametros fisiologicos,

metabolitos sanguineos, componentes e propriedades fisico-quimicas do leite.
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CAPITULO IV

4 LEITE DE VACAS SOB ESTRESSE CALORICO CONTEM PROTEINA DE
CHOQUE TERMICO 70

4.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar e comparar a presenca da proteina de
choque térmico 70 (HSP70) em amostras de leite de vacas Holandés e Jersey em
condicGes de estresse caldrico. Vacas Holandés (n = 8) e Jersey (n = 8) foram divididas
em dois grupos homogéneos e alojadas em um confinamento em sistema Compost Bedded
Pack Barn: tratamento com ventilacdo por toda a area de alojamento e aspersao na linha
do cocho (VA) e tratamento sem ventilacdo e aspersdo (SVA). Os tratamentos foram
constituidos por 4 vacas Holandés e 4 vacas Jersey cada e agrupadas de acordo com 0
peso vivo, nimero de lactacdes, dias em lactacdo, escore de condi¢do corporal e producéo
de leite. O experimento teve 14 dias de periodo de pré-experimental (PP) ao local e as
condicBes do experimento e 5 dias de periodo experimental (PE). No periodo PP, todas
as vacas foram resfriadas com auxilio de ventiladores em toda a area de alojamento e
aspersores na linha do cocho e o dltimo dia foi considerado dia 0 (D0O). A avaliacdo do
consumo de matéria seca e producdo de leite foi realizada diariamente. A coleta de dados
e amostras de leite para analise de HSP70 foram realizadas no DO e D5. O delineamento
experimental foi um fatorial 2x 2, com dois tratamentos (VA, com ventilacao e asperséo;
SVA, sem ventilacdo e aspersdo) e 2 dias (DO e D5). Determinou-se a presenca de HSP70
em amostras de leite dos tratamentos VA e SVA, no dia 0 e dia 5. A HSP70 esta presente
no leite de vacas sob resfriamento ativo e sem acesso a resfriamento por ventilacdo e

asperséo.

Palavras-chave: chaperonas, calor, termotolerancia

4.2 ABSTRACT

The objective of this work was to determine and compare the presence of heat shock
protein 70 (HSP70) in milk samples from Holstein and Jersey cows under heat stress
conditions. Holstein (n = 8) and Jersey (n = 8) cows were divided into two homogeneous
groups and housed in a confinement in a Compost Bedded Pack system: treatment with

cooling (VA) and treatment without cooling (SVA). The treatments consisted of 4
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Holstein cows and 4 Jersey cows each and grouped according to live weight, number of
lactations, days in lactation, body condition score, and milk production. The experiment
had 14 days of pre-trial period (PP) to the place and conditions of the experiment and 5
days of the experimental period (PE). In the PP period, all cows were cooled with the fans
and sprinklers and the last day was considered day 0 (D0). In the PE period, only VA
cows were cooled. The evaluation of dry matter intake and milk production was
performed daily. Data collection and milk samples for HSP70 analysis were performed
on DO and D5. The experimental design was a 2x2 factorial, with two treatments (VA,
cooled cows; SVA, not cooled cows) and two days (DO, D5). The presence of HSP70 was
determined in milk samples from the VA and SVA treatment, on day 0 and day 5. The
HSP70 is present in milk from cows under active cooling and without access to cooling.

Keywords: chaperones, heat, thermotolerance

4.3 INTRODUCAO

Apesar dos grandes avangos em ambiéncia e sistemas de resfriamento, o clima
quente ainda representa um grande desafio para a producdo leiteira, causando elevados
prejuizos econémicos. O estresse caldrico causa diversos efeitos adversos e pode afetar a
ingestdo de alimentos, a producéo e a saude de vacas leiteiras. A selecdo genética baseada
principalmente em caracteristicas produtivas, tem contribuido significativamente para
uma diminuicdo da tolerancia ao estresse caldrico ja que a producdo basal de calor
metabdlico aumenta com o aumento da producdo (BAUMGARD; RHOADS, 2013;
RENQUIST, 2019).

Para bovinos de origem europeia, a zona de termoneutralidade é uma faixa de
temperatura ambiente entre 5 a 20°C (NRC, 2001) e a resposta ao estresse caldrico é
desencadeada por um aumento da temperatura ambiental de apenas alguns graus
(RICHTER et al., 2010). Para Collier et al. (2008), a resposta ao estresse calorico se
inicia quando a temperatura superficial dos animais for maior que 35°C. No entanto,
Richter et al. (2010) sugerem que o acumulo deletério de proteinas desdobradas e
agregadas seja o sinal para o inicio da resposta ao choque térmico. A resposta ao estresse
caldrico inicia a ativacdo de um conjunto de genes, com sinais intra e extracelulares que
coordenam o metabolismo celular. Ocorre a ativacdo do Fator de Transcrigdo de Choque
Térmico 1 (HSF1), aumento da expressdo de proteinas de choque térmico (HSP),
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diminuicdo da expressdo e sintese de outras proteinas do organismo, aumento da oxidacéo
de glicose e aminoéacidos, metabolismo reduzido de acidos graxos e ativagao do sistema
imunoldgico. Se o estresse persiste, essas mudangas levam a um estado fisiologico
alterado, conhecido como aclimatacéo, em que 0 metabolismo € ajustado para minimizar
os efeitos prejudiciais do aumento da carga de calor (COLLIER, 2008).

As proteinas de choque térmico, também conhecidas como chaperonas
moleculares, diferem de peso molecular e fungéo bioldgica. Podem ser classificadas em
familias de acordo com sua massa molecular em HSP110 (110 kDa), HSP100 (100 kDa),
HSP90 (90 kDa), HSP70 (70 kDa), HSP60 (60 kDa), HSP40 (40 kDa), HSP10 (kDa) e
pequenas familias de HSP. A func¢do das chaperonas esta relacionada ao dobramento,
desdobramento de proteinas nascentes ou desnaturadas por estresse. Se ligam a
sequéncias de proteinas hidrofobicas liberadas por desnaturacdo e assim, impedem a
interacdo com proteinas vizinhas e consequentemente, evitam a perda da funcéo proteica
(SLIMEN et al., 2016).

Em vacas sob estresse cal6rico, a diminuicdo do fluxo sanguineo esplancnico,
resulta na ativacdo do sistema nervoso simpatico. Com isso, o fluxo sanguineo aumenta
na pele, auxiliando nas trocas de calor com o ambiente. Com isso, a disponibilidade de
oxigénio no intestino é afetada (RENQUIST, 2019). Os danos intestinais gerados pela
isquemia podem levar a um aumento da permeabilidade intestinal, permitindo a entrada
de substancias estranhas no organismo e estimulando uma resposta imune (GAUGHAN
et al., 2013; RENQUIST, 2019). Gaughan et al. (2013), sugerem que a hipdxia nestes
tecidos pode ser a origem do aumento da concentracdo de proteinas de choque térmico
extracelulares (eHSP) (GAUGHAN et al., 2013).

O desencadeamento das respostas ao choque térmico e um sistema imune ativado,
aumentam as exigéncias de energia, caracteristico de vacas sob estresse calérico. A
sintese de HSP e a manutencdo de sua funcdo como chaperonas, requer quantidades
consideraveis de ATP (BAUMGARD; RHOADS, 2013), assim como um sistema imune
ativado, dependente estrito de energia via glicdlise. Estas mudancas acontecem em
detrimento da sintese de leite pela glandula mamaria, podendo haver uma diminuicéo da
producdo de leite, alteragcbes de composicdo (BAUMGARD; RHOADS, 2013),
propriedades fisico-quimicas (BERNABUCCI; CALAMARI, 1998) e maior risco de
desenvolvimento de infec¢des da glandula maméria (BERTOCCHI et al., 2014).

Para Richter et al. (2010), condi¢des de estresse caldrico ndo letais podem levar
ao desenvolvimento de termotolerancia e concentragdes aumentadas de HSPs sintetizados
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em resposta ao choque térmico sdo a base para essa resisténcia (RICHTER et al., 2010).
As diferencas de termotolerancia observadas entre ragas tropicais de bovinos e racas
européias também reside na expressdo de HSP (DEB et al., 2014). As diferengas genéticas
para termotolerancia em nivel celular sdo mediadas por uma familia de proteinas de
choque térmico 70 (HSP70), chaperonas intracelulares que protegem células de danos
térmicos e apoptose. Estdo envolvidas na manutengdo da homeostase intracelular
principalmente pelo controle do processo de dobramento de proteinas (DEB;
SAJJANAR; PAVANI, 2015).

A sintese de proteinas de choque térmico 70 (HSP70) é rapida e massiva e também
tem sido associada ao desenvolvimento de resisténcia a doencas (KRISTENSEN et al.,
2004; AGGARWAL et al., 2012). Em sua maioria, a expressdo e sintese de HSP
envolvem estudos in vitro. Collier et al. (2006), verificaram que quando células epiteliais
da glandula mamaria foram incubadas a 42°C, a expressdo génica de HSP70 aumentou
drasticamente, 1 a 2 h apds o inicio do estimulo estressor, atingindo seu pico em 4 h.
Resultados similares foram encontrados por Hu et al. (2016).

Poucos sdo os estudos in vivo, relacionando o estresse calérico com proteinas de
choque térmico e qualidade do leite em vacas leiteiras. Corazzin et al. (2020), em um
estudo in vivo, avaliaram a expressao génica em células somaticas de vacas Holandés sob
estresse calorico por calor. Determinaram maior expressdo génica de HSPA1A, gene que
codifica a HSP70 induzida por calor.

Considerar condi¢bes ambientais reais, envolvendo diferentes racas leiteiras e
estratégias de resfriamento, sdo fundamentais para identificar animais mais tolerantes ao
calor e representa um importante avanco na bovinocultura leiteira. A hipotese deste
trabalho foi que o estresse calorico pode afetar a funcdo maméria, induzindo a producao
de proteinas de choque térmico. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi identificar e
comparar a concentracao de HSP70 no leite de vacas Holandés e Jersey com e sem acesso

a resfriamento por ventilagéo e asperséo.

4.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em uma propriedade rural no municipio de Itapiranga,
SC, Brasil (Latitude 27° 7'2.12"S, longitude 53°47'42.57"0) e de acordo com Dubreuil et

al. (2018), a regido apresenta um clima do tipo Cfa, de acordo com a classificacdo de
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Koppen. Todos os procedimentos envolvendo as vacas do experimento foram aprovados
pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade do Estado de Santa
Catarina com nimero de protocolo 6172220518.

4.4.1 Animais e alojamento

Dezesseis vacas, Holandés (n = 8) e Jersey (n = 8) foram alojadas e divididas em
dois grupos em um galpéo de confinamento, com sistema Compost Bedded Pack Barn:
grupo com ventilacdo por toda a area de alojamento e aspersdo na linha do cocho (VA) e
grupo sem ventilagdo e aspersao (SVA). O galpdo de confinamento média, medindo 40m
x 9m e 4m de altura, proporcionou uma area de 11,62m? de cama por animal.

O experimento teve a duracdo de 19 dias: periodo pré-experimental de 14 dias
(PP) e periodo experimental (PE) de 5 dias para avaliar os efeitos do estresse caldrico. No
periodo de adaptacao, as vacas foram adaptadas ao manejo e aos lotes e todos os animais
foram resfriados com auxilio de ventiladores em toda a area de alojamento e aspersores
na linha do cocho. O sistema de resfriamento das vacas incluia ventiladores (didmetro =
2 m) que proporcionaram uma velocidade média de vento de 3,72 m/s no local de
alojamento das vacas. A aspersdo, instalada acima da linha do cocho, com bicos de
aspersao a cada 0,9m, proporcionava o resfriamento com agua para cada vaca durante os
horarios de alimentacdo. A ventilacdo e aspersdo eram controladas automaticamente, com
acionamento quando a temperatura ambiental era igual ou superior a 24°C. A ventilacédo
era continua e a aspersao funcionava em ciclos intermitentes de 2 minutos de asperséo e
15 minutos com o sistema desligado. O Gltimo dia do periodo de adaptacdo foi
considerado como dia 0 (DO) e todas as vacas tinham acesso a ventilagdo e asperséo. Do
dia 1 (D1) ao dia 5 (D5), apenas as vacas do grupo VA continuaram com acesso a
ventilagdo e & aspersdo. A coleta de dados e amostras de leite foram realizadas no DO e
D5.

4.4.2 Condic¢des ambientais do confinamento

As condigdes de temperatura e umidade dentro do galpdo de alojamento foram
determinadas com auxilio de um dataloger e mensuradas em intervalos de 15 minutos. A
partir dos dados de temperatura e umidade foi calculado o indice de temperatura e
umidade (ITU) de acordo com a férmula: ITU = (1,8 x T + 32) — [(0,55 — 0,0055 x UR)
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x (1,8 x T — 26)], onde: T = temperatura do ar (°C) e UR = umidade relativa do ar (%)
(MADER; DAVIS; BROWN-BRANDL, 2006).

4.4.3 Consumo de matéria seca e coleta de amostras de alimentos

A dieta das vacas foi formulada para atender 100% das exigéncias nutricionais. de
acordo com o NRC (2001) (Tabela 1), sendo fornecida na forma de dieta total (TMR). O
alimento foi fornecido em cochos individuais para cada vaca em quatro horario: 8:00h,
12:00h, 16:00h e 19:00h. A duracdo de acesso das vacas ao alimento em cada horério foi
de 1h e 30 min. Comida fresca foi ofertada em dois horarios: as 8:00h e as 16:00h. A
quantidade de alimento ofertada para cada animal era ajustada diariamente a fim de
proporcionar sobras entre cinco e dez por cento. As sobras eram recolhidas para pesagem
diariamente ap6s o ultimo periodo de fornecimento de alimento. Amostras das sobras e
dos alimentos foram coletadas no DO, D1 e D5. Para a realizacdo das analises
bromatoldgicas, foram coletadas amostras individuais das sobras de cada vaca, de silagem
de milho, feno de tifton, concentrado comercial e farelo de soja. As amostras foram
submetidas a secagem em estufa com ventilacao forcada (Solab SL-31, Piracicaba, Brasil)
a 60°C durante 72 horas e posteriormente moidas em peneira de 1 mm. Para determinar o
teor de matéria seca (MS), as amostras moidas foram submetidas a secagem em estufa a
105°C por 24 horas. As amostras de cada alimento e sobras coletadas, foram agrupadas
para posterior analise quimica. A matéria mineral foi determinada por queima em forno
mufla a 550°C durante 4 horas. O teor de fibra em detergente neutro (FDN) foi
determinado conforme proposto por (MERTENS et al., 2002). O teor de nitrogénio total
foi determinado em um equipamento Leco (Saint Joseph, MI, USA) e teor de extrato
etéreo (EE) foi determinado em um extrator Soxhlet, com éter etilico por 4 horas. Os
carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram obtidos pelo célculo por diferenca através da
formula: CNF =100 — (%FDN + %PB + %EE + %MM), onde, FDN: fibra em detergente
neutro, PB: proteina bruta, EE: extrato etéreo e MM: matéria mineral (NRC, 2001).
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Tabela 1. Composicéo e constituicdo bromatoldgica da dieta com base na matéria seca
(MS) fornecida as vacas

Itens (% da MS) Dieta Total
Silagem de milho 48,63
Feno de Tifton-85 11,89
Concentrado comercial® 30,25
Farelo de soja 7,78
Suplemento mineral? 1,45
PB 18,21
FDN 31,13
FDA 21,84
EE 3,79
MM 8,28
CNF 39,73
Energia quuida de lactacdo (Mcall kg de MS) 1,55

Puro Milk Bypass 26 PB (Puro Trato). Niveis de garantia, FDN=18%, FDA=9%, cinzas 9%, extrato
etéreo= 5%, umidade= 13% Ca=12,5%, P=0,6%, S=0,13%, Mg=0,3%, K=0,002%, C0=0,92 mg/kg,
Cu=27,37 mg/kg, Zn= 146 mg/kg, Fe= 40 mg/kg, Mn = 96 mg/kg, | = 2,12 mg/kg, Se = 1 mg/kg,vitamina
A= 11.800 Ul/kg, vitamina D= 2.800 Ul/kg, vitamina E 50 Ul/kg, biotina 6 mg/kg e monensina sédica 40
mg/kg.

2 Mistura mineral contendo 45% de bicarbonato de sodio e 55% de nicleo mineral (Miner Al Pro Biotina),
Ca=23%, P=6%, S=2%, Mg=1,2%, K=0,35%, Na=4,7%, Cl= 7%, Co=95 mg/kg, Cu=950 mg/kg, Zn=6.000
mg/kg, Fe= 700 mg/kg, Mn = 3.000 mg/kg, | = 80 mg/kg, Se = 30 mg/kg,vitamina A= 600.000 Ul/kg,
vitamina D= 12.0000 Ul/kg, vitamina E 2.500 Ul/kg, niacina 2.500 mg/kg, biotina 150 mg/kg.

4.4.4 Coleta e analise de amostras de leite

As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 7h e as 17:30h. Nos DO e D5,
coletou-se amostras de leite de cada vaca, compostas por uma aliquota da producao de
leite da tarde e da manh& As amostras foram acondicionadas em recipientes sem
conservante e mantidas sob refrigeracdo até seu processamento. Centrifugou-se as
amostras de leite em uma centrifuga Janetsky T150 (Alemanha) a 4000g por 10 minutos.
Removeu-se, com auxilio de uma espatula, a fracdo de gordura de cada amostra. O leite
desengordurado foi acondicionado em tubos de plastico e congelado a -20 °C até a

realizacéo de analises subsequentes.

4.4.5 Determinacdo da proteina e eletroforese

Determinou-se o teor de proteina do leite pelo método de Bradford utilizando 5
uL de leite diluido em &gua ultrapura (1:20) e 250 pL do reagente Bradford (Scienco,
Lages, SC, Brasil). A albumina sérica bovina (BSA) (Sigma, EUA), foi utilizada como
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padrdo para a construcdo da curva de calibracdo utilizando-se solu¢des com as seguintes
concentragdes: 0; 250; 500; 750 e 1500 pg/mL de BSA. A absorbéncia das solugdes
padrdo e teste, foi medida em um espectrofotdmetro NanoDrop 200 a 595 nm.

A analise e a visualizacdo do perfil de proteinas totais das amostras de leite, foi
realizada pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulphate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis) adaptado de Laemmli (1970).
Previamente o gel de SDS-PAGE foi preparado, com gel de concentragéo a 4% e gel de
separacdo a 12%. O gel de separacdo a 12% foi preparado utilizando acrilamida/bis-
acrilamida 30%, Tris-HCI (1,5 mol/L; pH 8,8), SDS 10%; persulfato de aménio 10% e
TEMED 0,2%. Ap6s a polimerizacdo do gel de separacdo, foi preparado o gel de
concentracdo a 4%, utilizando-se o tampao Tris-HCI (0,5 mol/L; pH 6,8). Os géis foram
montados entre placas de vidro (100 x 100 mm), separadas por espacador (GE
HEALTHCARE) de 0,75 mm de espessura.

Amostras de leite desengorduradas contendo 40 pg de proteina foram
homogeneizadas em tampédo de amostra 2X (SDS 10%, 2-mercaptoetanol, glicerol; azul
de bromofenol 2%; Tris-HCI 0,5 mol/L e pH 6,8). As proteinas foram desnaturadas em
um banho seco 95°C (DryBlock, AC-2516, Acblabor) por 10 minutos.

A corrida foi realizada em uma cuba de vertical Hoefer miniVE (Hoefer,
Holliston, MA, USA). As amostras foram aplicadas no gel, juntamente com tampé&o de
corrida 10X (Tris-base, glicina, SDS). Usou-se um marcador de massa molecular
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (26634, Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA). A eletroforese foi realizada em voltagem constante (60 V) até que as amostras
saissem completamente do gel de concentracdo e em seguida, em uma corrente constante
de 70 mA e 120 V, até atingirem o final do gel. Apds a eletroforese, os géis foram lavados

por 15 minutos com agua milli-Q e corados com Fastblue (Scienco, Lages, SC, Brasil).

4.4.6 Western Blot

Apbs a eletroforese, realizou-se a transferéncia das proteinas que consistiu na
incubacdo do gel de separacdo (acrilamida/bisacrilamida, 12%), juntamente com
membrana de nitrocelulose (Biorad) e dois filtros (Paper Bridge, Biorad) por 15 minutos
em tampéo de transferéncia (25 mmol/L Tris, 192 mmol/L glicina, 20% de metanol). A
transferéncia foi realizada num equipamento miniVE System Blot Module (Amersham

Biosciences), dentro do qual montou-se um sanduiche, colocando-se primeiramente duas
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folhas de papel filtro, o gel SDS-PAGE, a membrana de nitrocelulose e duas folhas de
papel filtro. A transferéncia foi realizada a corrente constante de 400 mA por 12 h. Apos
a transferéncia a membrana foi corada com Ponceau S 0,1% para verificar a qualidade da
transferéncia e descorada com agua ultrapura. A membrana foi incubada por 2 h sob
agitacdo em solucdo de TBS (NaCl 150 mol/L, Tris-base 50 mol/L, Tween 0,1%) com
leite em p6 desnatado a 5%. Posteriormente, realizou-se 2 lavagens rapidas e 3 lavagens
de 5 minutos cada, com TBS.

Incubou-se a membrana de nitrocelulose com o anticorpo Anti-HSP70 produzido
em coelhos e diluido na proporc¢éo de 1:500 (SAB4200797, Sigma Life Science) em uma
solucdo de TBS (Tris-base 50 mol/L, NaCl 150 mol/L, Tween 0,1%) com leite em pd
desnatado a 0,5%. Realizou-se 2 lavagens réapidas e 3 lavagens de 5 minutos com TBS. O
anticorpo secundario anti-IgG de coelho marcado com fosfatase alcalina (A3687, Sigma
Life Science) foi diluido na proporcdo de 1:30000 em uma solucdo de TBS (NaCl 150
mol/L, Tris-base 50 mol/L, Tween 0,1%) com leite em pd desnatado a 0,5%, na qual,
incubou-se a membrana de nitrocelulose por duas horas em temperatura ambiente. Foram
realizadas 2 lavagens rapidas e 3 lavagens de 5 minutos com TBS. A revelagdo foi
realizada uma solucdo de NBT/BCIP (NBT/BCIP Stock solution, Sigma) até o
aparecimento das bandas. As imagens capturadas da membrana de nitrocelulose foram
processadas usando-se o software ImageJ.

4.4.7 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em um arranjo fatorial 2 x 2 com dois tratamentos

(VA: ventilagéo e aspersdo; SVA: sem ventilacdo e asperséo) e dois dias (DO e D5).

4.5 RESULTADOS

Os dados de ITU sédo mostrados na Figura 1.
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Figura 1. indice de Temperatura e Umidade (ITU) determinado durante o periodo
experimental (PE) nos ambientes dos tratamentos VA (ventilacéo e asperséo) e SVA (sem
ventilagdo e asperséo)

A Figura 2, mostra uma representacao esquematica do Western blot de amostras
de leite do DO.

M 2 8

70 kDa

50 kDa

Figura 2. Representacdo esquematica do Western blot de amostras de leite do DO: M
(marcador molecular, marcador Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder ); 2
(vaca J do tratamento VA); 8 (vaca J do tratamento SVA).

Das amostras de leite analisadas, detectou-se a presenca de HSP70 no leite de

vacas do tratamento VA e SVA, nos dias DO e D5, conforme mostrado na Tabela 2.



87

Tabela 2. Amostras de leite com presenca da proteina de choque térmico 70 (HSP70)

n com HSP70/ n total (% de amostras com HSP 70)

Tratamento

Dia 0 Dia 5
VA (n=8) 5 (62,5) 4 (50)
SVA (n=8) 3(37,5) 3(37,5)

4.6 DISCUSSAO

O ITU é usado para estimar as necessidades de resfriamento em vacas leiteiras.
Zimbelman et al. (2009), com base em dados fisioldgicos e produtivos, determinaram que
o limiar para condicOes termoneutras e de estresse caldrico em vacas leiteiras de alta
producdo é um ITU = 68. Klein (2014), considera que a zona de termoneutralidade 4°C a
15 °C para vacas leiteiras de alta producdo. As caracteristicas relacionadas aos animais
como a producdo de calor metabdlico, tipo de pelagem, pele, perdas de calor por
respiracdo e sudacdo e padrfes de comportamento variam entre os animais e entre 0s
grupos de animais em um rebanho e podem tornar vacas leiteiras mais suscetiveis ao
estresse caldrico. As variaveis relacionadas ao manejo como densidade animal, exposicéo
a radiacdo solar, sistema de alimentacdo e métodos de alivio do estresse por calor podem
exacerbar os efeitos do calor. Os valores de ITU, determinados no PE em nosso
experimento, mostram condi¢cfes acima da zona termoneutra para vacas leiteiras (Figura
1) e possiveis condicdes de estresse para vacas leiteiras.

A inducdo da expressdo e sintese de HSP € o primeiro mecanismo de defesa
celular para atenuar os efeitos do estresse calérico e em vacas leiteiras expostas a
temperaturas acima de sua zona termoneutra, a expressdo de HSP aumenta apds a ativacao
do Fator de Transcricdo de Choque Térmico 1 (HSF1). A HSP70 auxilia as células na
manutencdo da integridade de proteinas, contribui na resposta imune, modula as vias
inflamatorias e previne a apoptose celular. Em nivel celular o aumento da expresséo dos
genes HSP70 e HSP90 sdo considerados marcadores de estresse ambiental e anélises
genéticas mostraram que a expressdao do mRNA de HSP é maior em individuos tolerantes
ao calor do que em individuos sensiveis ao calor (NANAS et al., 2020). Para Gaughan et
al. (2013), a HSP70 tem um papel fundamental na termotolerancia celular e sobrevivéncia
animal. A fonte de HSP70 extracelular (eHSP70) determinada no plasma durante o
estresse por calor ndo foi totalmente elucidada, no entanto, acredita-se que pode ser

oriunda de células intestinais danificadas e o redirecionamento do sangue para a periferia
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para maior dissipacdo de calor. A diminuicéo do fluxo intestinal reduz o fornecimento de
O2 e nutrientes, que pode resultar em isquemia e dano celular, levando a uma perda da
integridade da barreira intestinal e aumento da permeabilidade intestinal.

A producao de leite depende da estrutura e funcdo normal das células epiteliais da
glandula mamaria (MA et al., 2019). Collier et al. (2006), em um estudo in vitro,
demonstraram que a expressao do gene HSP70 em células epiteliais da glandula mamaria
permaneceu elevada por 4 horas a 42°C, retornando aos niveis basais 8 horas apds o inicio
do estimulo por calor, sugerindo o fim do termotolerancia e ativacao de genes associados
com apoptose. Orellana et al. (2017), determinaram elevada expressdo génica de proteinas
de choque térmico em bidpsias mamaérias coletadas de vacas em lactagdo aos 7 e 56 dias
apos a privacdo de resfriamento evaporativo durante o verdo. Além disso, a expressao de
genes relacionados a apoptose também estavam regulados positivamente 7 dias apds a
privacao do resfriamento evaporativo, sugerindo que a morte celular programada estava
aumentada. Em nosso experimento, determinamos a presenca de HSP70 no leite de vacas
do tratamento VA e SVA, enquanto ambos os tratamentos tinham acesso ao resfriamento
por ventilacdo e aspersdo (DO0). I1sso pode sugerir certo grau de estresse caldrico das vacas
do experimento, possivelmente pela mitigacao inadequada que o sistema de resfriamento
evaporativo proporcionou, considerando o elevado ITU durante todo o experimento.
Além disso, como a HSP70 é uma proteina intracelular e em nosso experimento, detectada
no leite de vacas do tratamento VA e SVA, pode ter ocorrido perda de citoprotecdo na
glandula mamaria ou um aumento da permeabilidade vascular, acompanhado de lesdes

teciduais e morte celular programada em curso.

4.7 CONCLUSAO

Leite de vacas Holandés e Jersey com e sem acesso a ventilagdo e aspersao,
contém proteinas de choque térmico 70.
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CAPITULO V

5 EFEITO DO ESTRESSE CALORICO E DA INSOLACAO SOBRE O
CONSUMO, INDICADORES BIOQUIMICOS, PRODUCAO E QUALIDADE DO
LEITE DE VACAS HOLANDES E JERSEY

5.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar e comparar o consumo de matéria seca, a
producdo e composicdo do leite, propriedades fisico-quimicas do leite, parametros
fisioldgicos e bioquimicos em vacas Holandés e Jersey em condicGes de estresse calorico
agudo e de insolacéo por um curto periodo. Vacas Holandés (n = 10) e Jersey (n = 10)
foram divididas em dois tratamentos homogéneos quanto a raca, peso vivo, himero de
lactacOes, dias em lactacdo, escore de condicdo corporal e producdo de leite, sendo
alojadas em um sistema Compost Bedded Pack. As vacas dos tratamentos ficaram em
dois ambientes distintos: (i) ventilacdo por toda a area de alojamento e asperséo na linha
do cocho (VA); (ii) uma hora de insolagdo diaria e sem acesso a ventilagdo e aspersao
(SVA+I). O experimento teve 15 dias de periodo pré-experimental (PP) ao local e as
condicdes do experimento e 7 dias de periodo experimental (PE). No periodo PP, todas
as vacas foram resfriadas com auxilio de ventiladores em toda a area de alojamento e
aspersores na linha do cocho e o Gltimo dia foi considerado dia 0 (D0). A avaliacdo do
consumo de matéria seca (CMS) e producdo de leite foi realizada diariamente. No dia 0
do periodo PP e nos dias 3, 5 e 7 do periodo PE, coletou-se amostras de leite para analises
de composicdo, propriedades fisico-quimicas do leite e de células somaticas (CCS).
Nestes mesmos dias, coletou-se amostras de sangue para analise de glicose e beta-
hidroxibutirato e avaliou-se os parametros fisiolégicos das vacas apds a ordenha da
manhd e da tarde. O experimento teve dois tratamentos (VA e SVA+I), duas ragas
(Holandés e Jersey) e trés dias (dias 3, 5 e 7). Os dados foram submetidos a analise de
variancia, sendo os dados do dia 0 considerados como covariaveis. Houve interacéo entre
tratamento e raca (P = 0.014) e efeito de dia para CMS (P<0.0001). Quando o CMS foi
calculado como % de peso vivo (CMS como % de PV), as vacas VA (P=0,011) e da raca
Jersey(P=0,041) consumiram mais. Os tratamentos afetaram a producdo de leite (P =
0,002) e de leite corrigido a 3,5% de gordura (P=0,0002), as quais foram maiores nas
vacas do tratamento VA. Houve interacdo entre dia e raca (P=0,023) para leite corrigido
a 3,5% de gordura. A eficiéncia alimentar (EA) e a eficiéncia alimentar corrigida a 3,5%
de gordura (EA corrigida a 3,5% de gordura) foi similar entre tratamentos e racas. Para o



90

teor de proteina, houve interacdo entre tratamento e dia (P = 0,017). O teor de gordura,
lactose, sélidos totais e os valores de ECS ndo diferiram entre tratamentos. A
concentracdo de NUL (P=0,002) foi mais elevada no leite das vacas VA. Nao houve
diferenca entre os tratamentos quanto aos valores médios de teste do alcool e acidez
titulavel mas as vacas Holandés apresentaram maior estabilidade ao etanol (P=0,029).
Houve interacdo entre tratamento e dia para os valores de pH (P = 0,0001). A crioscopia
foi mais elevada nas vacas SVA + | (P = 0,007). Foram encontradas diferencas de
tratamento nos parametros FR manh& (maior no tratamento SVA + |; P=0,047), TS tarde
(maior no tratamento SVA + I; P=0,015). Houve interacdo entre tratamento e dia para TR
tarde (P = 0,0001) e MR tarde (P = 0,002). Nao houve diferenca de tratamento para a
concentracdo de beta-hidroxibutirato e glicose. Conclui-se que o estresse calérico e a
insolacdo reduzem o consumo de vacas leiteiras. Vacas Holandesas submetidas ao
estresse caldrico com insolacdo, tem um consumo total mais reduzido que vacas da raca
Jersey. Vacas Holandesas e Jersey, sob estresse caldrico, sem acesso a ventilacdo e
aspersao e sob um curto periodo de insolagdo nas horas mais quentes do dia, reduzem a
producdo de leite e a concentracdo de nitrogénio ureico do leite, mas a crioscopia
aumenta. O estresse caldrico afeta os parametros fisiologicos e aumentaa FR ea TS. O

estresse caldrico ndo afeta a concentracdo de BHB e glicose.

Palavras-chave - calor, termotolerancia, teor de proteina do leite.

5.2 ABSTRACT

The objective of this work was to determine and compare dry matter intake, milk
production, and composition, physiological and biochemical parameters in Holstein and
Jersey cows under short-term heat stress conditions with insolation. Holstein cows (n =
10) and Jersey (n = 10) were divided into two groups and housed in a Compost Bedded
Pack: (i) cooled (VA) and (ii) noncooled group with insolation (SVA+I). Each treatment
was composed of 5 Holstein cows and 5 Jersey cows and grouped according to body
weight, parity, days in milk, body condition score, and milk production. The experiment
had 15 days pre-trial period (PP) at the place and conditions of the trial and 7 days of
experimental period (PE). In the PA period, all cows were cooled with fans and sprinklers.
The last day of the PP period was considered as day 0. In the PE period, only the VA
treatment cows were cooled during all days. The evaluation of dry matter intake and milk
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production was performed daily. On day 0 of the PP period and on days 3, 5, and 7 of the
PE period, milk samples were collected for composition analysis, physical analysis, the
somatic cells count. On the same days, blood samples were collected for analysis of total
proteins, albumin, urea, glucose, beta-hydroxybutyrate. Also, on days 0, 3, 5, and 7,
respiratory rate, surface temperature, rectal temperature, and ruminal movements were
evaluated. The experiment had two treatments (VA and SVA+I), two breeds (Holstein
and Jersey) and three days (days 3, 5 and 7). Data were subjected to analysis of variance,
and data from day O were considered as covariates. There was interaction between
treatment and breed (P = 0.014) and day effect for dry matter intake (P <0.0001). When
dry matter intake was calculated as % of body weight, VA (P=0.011) and Jersey
(P=0.041) cows consumed more. The treatments affected milk production (P = 0.002)
and milk production corrected to 3.5% fat (P = 0.0002), which were higher in the VA
treatment cows. There was an interaction between day and breed (P=0.023) for milk
corrected to 3.5% fat. Feed efficiency and feed efficiency corrected at 3.5% fat were
similar between treatments and breeds. For protein content, there was an interaction
between treatment and day (P = 0.017). Fat content, lactose, total solids and somatic cell
score values did not differ between treatments. The concentration of milk urea nitrogen
(P=0.002) was higher in milk from VA cows. There was no difference between treatments
regarding the mean values of alcohol test and titratable acidity, but Holstein cows showed
greater means values of alcohol test (P=0.029). There was an interaction between
treatment and day for pH values (P = 0.0001). Cryoscopy was higher in SVA + | cows (P
= 0.007). Treatment differences were found in the respiratory frequency in the morning
(greater in the SVA + | treatment; P= 0.047), superficial temperature in the afternoon
(greater in the SVA + | treatment; P=0.015). There was an interaction between treatment
and day for late rectal temperature in the afternoon (P = 0.0001) and ruminal movement
in the afternoon (P = 0.002). There was no treatment difference for the concentration of
beta-hydroxybutyrate and glucose. It is concluded that heat stress and insolation reduce
the consumption of dairy cows. Holstein cows subjected to heat stress with insolation,
have a lower total intake than Jersey cows. Holstein and Jersey cows, under heat stress,
without access to ventilation and sprinklers, and under a short period of insolation during
the hottest hours of the day, reduce milk production and the concentration of urea nitrogen
in milk, but cryoscopy increases. Heat stress affects physiological parameters and
increases respiratory frequency and superficial temperature. Heat stress does not affect
the concentration of beta-hydroxybutyrate and glucose.
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5.3 INTRODUCAO

O estresse calorico € um problema na maioria das regiées do mundo e coloca em
risco o bem-estar animal, a lucratividade e a seguranca alimentar (BAUMGARD et al.,
2015). Em vacas leiteiras, a temperatura e a umidade do ar (muitas vezes combinadas
como um indice de Temperatura e Umidade, 1TU), excedendo os limites tolerados pela
espécie, levam a quedas significativas no consumo de matéria seca (CMS), producéo de
leite e fertilidade, que estdo associadas a mudancas fisioldgicas, incluindo aumento da
temperatura corporal, frequéncia respiratdria, ofegacdo, salivacdo, sudorese (GARNER
et al., 2016), importantes na manutencdo da homeostase.

Em vacas leiteiras sob estresse caldrico ocorre uma reducdo na absorcdo de
nutrientes e as exigéncias de energia aumentam devido a ativacdo de mecanismos
termorregulatorios (HILL; WALL, 2017). Além disso, ocorrem mudangas metabolicas e
enddcrinas (GARNER et al., 2016) que causam uma diminuicdo da producéo de leite e
podem alterar a composicdo e as propriedades fisico-quimicas (BERNABUCCI;
CALAMARI, 1998; BERNABUCCI et al., 2002; (HILL; WALL, 2017).

Em altas temperaturas, o resfriamento evaporativo € o0 modo preponderante de
perda de calor em vacas leiteiras. Este mecanismo é afetado pela velocidade do vento,
temperatura do ar, umidade relativa e radiacdo solar. As propriedades fisicas e a cor do
pelo e da pele também afetam a eficacia do resfriamento evaporativo. Esses fatores podem
inclusive aumentar a absorcdo da radiacdo solar (WILLARD; ARTHINGTON;
BRANDL, 2008), elemento climatico que impacta muito na criagdo de bovinos em
regibes tropicais e subtropicais. Caracteristicas inerentes ao animal como a elevada
producdo de leite, o estado fisioldgico, o estagio da lactacéo, a raca, o peso e a idade,
tambem tornam vacas leiteiras mais suscetiveis ao estresse por calor (GARNER et al.,
2016; TARABA; BEWLEY, 2016). Entender quais estressores ambientais afetam mais
as vacas leiteiras e assim identificar animais, ragas e meios que amenizem efetivamente
os efeitos do calor, torna-se fundamental na atividade leiteira. Assim, o objetivo deste
trabalho foi determinar e comparar o consumo de matéria seca (CMS), a producao,
composicdo e propriedades fisico-quimicas do leite, a eficiéncia alimentar (EA),
pardmetros bioquimicos e fisiologicos em vacas Holandés e Jersey sob insola¢do ou ndo

e com e sem acesso a resfriamento por ventilagéo e asperséo.
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5.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em uma propriedade rural no municipio de Itapiranga,
SC, Brasil (latitude 27° 7'2.12"S, longitude 53°47'42.57"0) e de acordo com Dubreuil et
al. (2018), a regido apresenta um clima do tipo Cfa, de acordo com a classificacdo de
Koppen-Geiger. Todos os procedimentos envolvendo as vacas do experimento foram
aprovados pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade do Estado de

Santa Catarina com nimero de protocolo 6172220518.

5.4.1 Animais e alojamento

Vinte vacas, (n = 10) Holandés e (n = 10) Jersey foram alojadas e divididas em
dois tratamentos em um galpdo de confinamento, com sistema Compost Bedded Pack
Barn: (i) com ventilacdo por toda a area de alojamento e aspersao na linha do cocho (VA);
(if) com 1 h de insolacdo diaria e sem acesso a ventilacdo e aspersao (SVA+I). O galpao
de confinamento de 40 m x 9 m e 4 m de altura, proporcionou 11,62 m? de area de cama
por animal. Os grupos formados eram homogéneos quanto ao peso vivo, paridade, dias
em lactacdo (DEL), escore de condi¢do corporal (ECC) e producéo de leite, sendo cada
tratamento constituido por 5 vacas Holandés e 5 vacas Jersey: VA (PV=496,3 + 123 kg;
paridade = 3,5 + 1,58; DEL = 233,7 £ 37,5; ECC = 2,88 + 0,32 e producdo de leite =
18,84 + 3,75 kg/dia); SVA+I (PV=510,6 + 112 kg; paridade = 3,4 + 1,42; DEL = 223,1
+88; ECC = 3,02 + 0,21 e producdo de leite = 18,75 = 5,4 kg).

O experimento teve duracdo de 22 dias, sendo um periodo de adaptacédo de 15 dias
(PA) e periodo experimental de 7 dias (PE), para avaliar os efeitos de um curto periodo
de estresse calorico. No periodo de adaptacéo, as vacas foram adaptadas ao manejo e aos
lotes e todos os animais foram resfriados com auxilio de ventiladores em toda a area de
alojamento e aspersores na linha do cocho. O sistema de resfriamento das vacas incluiu
ventiladores (diametro = 2 m) no local de alojamento das vacas e sistema de aspersao
instalado acima da linha do cocho, com bicos de asperséo a cada 0,9 m, proporcionando
o resfriamento com agua para cada vaca durante os horarios de alimentacdo. A vazéo de
agua de cada aspersor foi de 1,25x10° m%s. A ventilagio e a aspersdo eram controladas
automaticamente, com acionamento quando a temperatura ambiental era igual ou superior

a 24°C. A ventilacdo foi continua e a aspersdo funcionou em ciclos intermitentes de 2
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minutos de aspersdo e 15 minutos com o sistema desligado. O ultimo dia do periodo de
adaptacéo foi considerado como dia 0, com todas as vacas tendo acesso a ventilagéo e
aspersao. No PE apenas as vacas do grupo VA continuaram com acesso a ventilagdo e a
aspersdo. Além disso, durante o periodo PE, as vacas do tratamento SVA+I foram
submetidas a 1 h de insolagdo diaria, das 11 as 12 h, periodo no qual, as vacas
permaneciam em um piquete, com acesso a agua, mas sem disponibilidade de alimento.
A coleta de dados, amostras sanguineas e de leite foram realizadas no dia 0 (DO0), dia 3
(D3), dia 5 (D5) e dia 7 (D7). As vacas dos dois tratamentos foram separadas entre si e

do restante dos animais no galpédo de alojamento com cercas elétricas.

5.4.2 Dados climéaticos

As condicdes de temperatura, umidade, radiacdo solar e velocidade do vento,
dentro e fora do galpdo de alojamento foram obtidas com auxilio de duas estacdes
meteoroldgicas, ATMOS 41 (METER Group, Court Pullman, WA, EUA), acopladas a
um dataloger Zentra ZL6 (METER Group, Court Pullman, WA, EUA) e os dados
ambientais, mensurados em intervalos de 15 minutos. A partir dos dados de temperatura
e umidade foi calculado o indice de temperatura e umidade (ITU) de acordo com a
equacdo ITU = (1,8 x T + 32) — [(0,55 — 0,0055 x UR) x (1,8 x T — 26)], onde: T =
temperatura do ar (°C) e UR = umidade relativa do ar (%) (MADER; DAVIS; BROWN-
BRANDL, 2006).

A temperatura de globo negro (Tgn) foi calculada pela equacdo Tgn = (1,33 x Ta)
— (2,65 x Ta%) + (3,21 x log (Rad + 10)) + 3,5. Onde: Ta = temperatura do ar (°C); Rad
= intensidade da radiacdo solar (W.m?) (HAHN; MADER; EIGENBERG, 2003). O
indice de carga térmica (ICT) foi calculado de acordo com as seguintes equagdes: se Tgn
>25,ICT=8,62+ (0,38 x UR + (1,55 x Tgn) — 0,5 x Vy + & @4=Y): Se Tgn < 25, ICT =
10,66 + (0,28 x UR + (1,3 x Tgn) — V. Onde: Tgn = temperatura de globo negro (°C);
UR = umidade relativa (%); Vv = velocidade do vento (m.s?) (HAHN; MADER;
EIGENBERG, 2003).

5.4.3 Peso vivo, escore de condic¢éo corporal

O peso vivo foi estimado no inicio do periodo de adaptacdo com auxilio de uma

balanca digital Filizola (Filizola Balangas Industriais, S&o Paulo, Brasil). O escore de
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condicéo corporal (ECC) foi determinado no inicio do periodo de adaptacdo de acordo
com a metodologia de FERGUSON et al. (1994).

5.4.4 Frequéncia respiratoria, temperatura superficial, temperatura retal e
movimentos ruminais

A frequéncia respiratoria (FR) (movimentos/min) foi aferida por meio de
contagem de movimentos do flanco, durante 15 segundos e posteriormente multiplicado
por quatro para a obtencdo da frequéncia respiratoria por minuto (PILATTI, 2017). A
frequéncia cardiaca (FC) (batimentos/min) foi determinada com auxilio de um
estetoscopio. A temperatura superficial (TS) das vacas foi determinada com um
termdmetro de infravermelho a 1 m de distancia do animal e mensurada em 5 pontos do
corpo do animal. O valor de TS considerado foi a média aritmética dos 5 pontos
determinados, conforme a metodologia descrita por Pilatti (2017) e mostrado na Figura

1. A temperatura retal (TR) foi determinada com auxilio de um termémetro clinico.

Figura 1. Pontos de medida da temperatura superficial

AFR, FC, TS, TR e 0os MR foram determinados duas vezes ao dia, de manhd e a
tarde,as 10 heas 19 h, nos dias 0, 3, 5e 7. A TS foi determinada apenas a tarde.

5.4.5 Consumo de matéria seca e coleta de amostras de alimentos

A dieta das vacas foi formulada para atender 100% das exigéncias nutricionais. de
acordo com 0 NRC (2001) (Tabela 1), sendo fornecida na forma de dieta total (TMR). O
alimento foi fornecido em cochos individuais para cada vaca em quatro horarios do dia:
08:00, 12:30, 16:00 e 19:00, periodo em que permaneciam presas em contengdes
cervicais. A duracdo de acesso das vacas ao alimento em cada horério foi de 1 h e 30 min.

As vacas receberam comida fresca as 08:00 e nos demais horarios, sempre que necessario,
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era reposto. A quantidade de alimento ofertada para cada animal era ajustada diariamente
a fim de proporcionar sobras entre 5 e 10 %. As sobras eram recolhidas para pesagem
diariamente apds o ultimo periodo de fornecimento de alimento. Amostras das sobras e
dos alimentos foram coletadas no dia 15 do periodo PA e no dia 3, 5 e 7 do periodo PE.
Foram coletadas amostras compostas das sobras de cada tratamento (VA e SVA+I), de
silagem de milho, feno de tifton, concentrado comercial e farelo de soja. As amostras
foram remetidas ao Laboratério 3RLab (Chapec6, SC, Brasil) para a realizacdo de
analises bromatologicas. O teor de MS das amostras de alimentos e da dieta foi medido
em equipamento de circulacdo forcada de ar, tipo Air Fryer (Agratto, 2.5L 1270W) em
temperatura de 120°C por 30 minutos (WALLAU; VENDRAMINI, 2019).

Tabela 1. Composicéo e constituicdo bromatoldgica da dieta com base na matéria seca
(MS) fornecida as vacas

Item, % da MS a menos que especificado Valor
Silagem de Milho 45.55
Feno de Tifton 5.63
Ragao? 47.31
Mineral? 1.51
FDN 31.53
FDA 18.02
PB 16.73
MM 9.38
EE 3.99
CNF® 39.15
ELI (Mcal/kg de MS) 1.64

Puro Milk Bypass 26 PB (Puro Trato®). Niveis de garantia, FDN=18%, FDA=9%, Cinzas 9%, Extrato
Etéreo= 5%, Umidade= 13% Ca=12.5%, P=0.6%, S=0.13%, Mg=0.3%, K=0.002%, Co=0.92mg/kg,
Cu=27.37 mg/kg, Zn= 146 mg/kg, Fe= 40 mg/kg, Mn = 96 mg/kg, | = 2.12 mg/kg, Se = 1
mg/kg,Vitamina A= 11800 Ul/kg, Vitamina D= 2800 Ul/kg, Vitamina E 50 Ul/kg, Biotina 6 mg/kg e
Monensina Sédica 40 mg/kg.

2 Mistura mineral contendo 40% de bicarbonato de sodio, 40% de cloreto de sodio e 20% de nlcleo mineral
(Miner Al Pro Biotina, Ca=23%, P=6%, S=2%, Mg=1.2%, K=0.35%, Na=4.7%, Cl= 7%, Co=95mg/kg,
Cu=950 mg/kg, Zn=6000 mg/kg, Fe= 700 mg/kg, Mn = 3000 mg/kg, | = 80 mg/kg, Se = 30 mg/kg,Vitamina
A= 600000 Ul/kg, Vitamina D= 120000 Ul/kg, Vitamina E 2500 Ul/kg, Niacina 2500 mg/kg, Biotina 150
mag/kg.

5.4.6 Coleta e andlise de amostras de leite

As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 07:00 e as 17:30. A producdo de
leite foi medida diariamente durante o periodo PA e PE, utilizando-se medidores de leite
WAIKATO Multi Meter. Nos dias 0, 3, 5 e 7, coletou-se amostras de leite de cada vaca,
compostas por uma aliquota da produgéo de leite da tarde e da manha. As amostras foram

acondicionadas em recipientes com bronopol como conservante e enviadas ao
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Laboratorio da Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca Holandesa
(APCBRH) em Curitiba, PR, para realizacao das anlises dos teores de gordura, proteina,
lactose, sélidos totais e nitrogénio ureico do leite (NUL), pelo método de infravermelho
(Bentley Combisystem, Bentley Instruments Inc., USA). Também foi analisada a
contagem de células somaticas por citometria de fluxo (Delta Combiscope, Advanced
Instruments Inc., USA).

Foi coletada uma segunda amostra de leite de cada vaca, composta por uma
aliquota da producao de leite da tarde e da manha, sendo acondicionadas em recipientes
sem conservante e mantidas refrigeradas por 12 h entre 3 e 8°C, para a determinacédo do
pH, teste do alcool, acidez Dornic e crioscopia. O pH do leite foi mensurado utilizando-
se um pHmetro Kasvi K39 (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR). O teste do alcool foi
realizado, misturando-se 2 mL de leite e 2 mL de etanol em uma placa de Petri sob um
fundo preto. As solugdes de etanol utilizadas variavam entre 56 e 90% (v/v) e foram
preparadas com concentragdes de etanol variando em intervalos de 2%. A amostras de
leite analisadas pelo teste do &lcool foram consideradas instaveis quando ocorria a
formacdo de grumos. A acidez titulavel foi determinada em graus Dornic (°D) conforme
a metodologia descrita na IN 68 (BRASIL, 2006) em que, a uma amostra de 10 mL de
leite, adicionava-se 4 a 5 gotas da solucdo de fenoftaleina a 1%. A solucdo resultante era
titulada com uma solucdo de NaOH 0,1 mol/L até aparecimento de coloracdo rdsea
persistente por aproximadamente 30 segundos.

A producdo de leite corrigido para 3,5% de gordura foi estimada a partir da
equacéo: Leite corrigido a 3,5% de gordura (kg) = (0,4324 x kg de leite) + (16,216 x kg
de gordura). A eficiéncia alimentar (EA) foi calculada pela formula: EA = Leite corrigido
a 3,5% de gordura (kg)/CMS (kg) (HUTJENS, 2010).

5.4.7 Coleta e analise de amostras de sangue

Nos dias 0, 3, 5 e 7, apés o fornecimento de alimento, as 08:00, coletou-se
amostras de sangue da veia coccigea com auxilio de agulha 21 G. Coletou-se uma
quantidade de sangue para preencher dois tubos vacutainer de 10 mL com heparina litica
(BD, New Jersey, USA), dois tubos vacutainer de 4 mL, com Ko EDTA (BD, New Jersey,
USA) e dois tubos de 10 mL com ativador de codgulo para coleta de soro (BD, New
Jersey, USA). Apos a coleta, o sangue foi centrifugado a 1.328 g durante 10 minutos. As
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amostras de plasma e soro resultantes foram acondicionadas em tubos de plastico de 2
mL e congeladas até as analises bioquimicas.

A concentracdo de beta-hidroxibutirato (BHB) e glicose em cada amostra de
sangue, foi determinada imediatamente apds a coleta no sangue acondicionado em tubos
vacutainer contendo EDTA sddico. As andlises foram realizadas utilizando-se um
analisador portatil Optium Xceed (Abbott, Chicago, Illinois, USA). Foram utilizadas tiras
para analise de glicose e beta-hidroxibutirato (Abbott, Chicago, lllinois, USA).

5.4.8 Analise de dados

Os dados de CCS foram transformados para escore de células somaticas (ECS),
pela equacdo ECS = log>(CCS/100) + 3. Os dados foram submetidos & andlise de
variancia e previamente testados para normalidade de residuos pelo teste de Shapiro-
Wilk, utilizando o pacote estatistico SAS (SAS, 2017). O modelo estatistico foi composto
pelos efeitos do tratamento, da raca, dos dias de experimento, das interacOes entre
tratamento e raca, tratamento e dia, dia e raca e da covariavel medida de cada variavel no
ultimo dia do periodo pré-experimental (dia 0). Os resultados foram expressos como
médias dos quadrados minimos * erro padrdo da média (SEM) e as médias comparadas
pelo teste de Diferenca minima significativa (LSD), sendo consideradas diferentes se P <
0,05.

5.5 RESULTADOS

As condicdes térmicas dos ambientes em que as vacas foram alojadas durante o
periodo experimental estdo caracterizadas através do indice de temperatura e umidade
(ITU) e do indice de carga térmica (ICT) do periodo experimental (PE) ao longo dos dias

e sdo mostrados nas Figuras 2 e 3, respectivamente.


https://www.google.com/search?rlz=1C1EJFC_enBR811BR811&q=abbott+laboratories+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MErPTjdR4gAxDeNTTLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYRRKTkvJLShRyEpPyixJL8osyU4sVAKGgFrZaAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjqwYmlsqDhAhWOILkGHZGPDgQQmxMoATAWegQICRAH
https://www.google.com/search?rlz=1C1EJFC_enBR811BR811&q=abbott+laboratories+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MErPTjdR4gAxDeNTTLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYRRKTkvJLShRyEpPyixJL8osyU4sVAKGgFrZaAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjqwYmlsqDhAhWOILkGHZGPDgQQmxMoATAWegQICRAH
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Figura 2. indice de temperatura e umidade (ITU) durante o periodo experimental (PE)
nos ambientes dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersao) e SVA+I (com insolacdo e sem
ventilacao e aspersao)
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Figura 3. indice de carga térmica (ICT) durante o periodo experimental (PE) nos
ambientes dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA+I (com insolacdo e sem
ventilacao e aspersao)

Houve interacdo entre tratamento e raca (P = 0.014) e efeito de dia para CMS
(P<0.0001). Quando o CMS foi calculado como % de peso vivo (CMS como % de PV),
as vacas VA (P=0,011) e da raca Jersey(P=0,041) consumiram mais, além de haver efeito
de dia (P = 0,0001). Os tratamentos afetaram a producéo de leite (P = 0,002) e de leite
corrigido a 3,5% de gordura (P=0,0002), as quais foram maiores nas vacas do tratamento
VA. Houve interacdo entre dia e raga (P=0,023) para leite corrigido a 3,5% de gordura.
A eficiéncia alimentar (EA) e a eficiéncia alimentar corrigida a 3,5% de gordura (EA
corrigida a 3,5% de gordura) foi similar entre tratamentos e ragas, havendo apenas efeito
de dia. Para o teor de proteina, houve interacdo entre tratamento e dia (P = 0,017). O teor
de gordura, lactose, solidos totais e os valores de ECS néo diferiram entre tratamentos.
Houve efeito de dia para lactose (P <0.0001) e interacédo entre dia e raca para gordura (P
= 0,014) e sélidos totais (P = 0,007). A concentracdo de NUL (P=0,002) foi mais elevada
no leite das vacas VA. Os resultados detalhados sdo mostrados na Tabela 2, Tabela 3 e
nas Figuras 4 (A, B, C e D), Figuras 5 (A, B, Ce D) e Figuras 6 (A, B, Ce D).
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Tabela 2. Média dos quadrados minimos, erro padrdo da média (SEM) e valor de P para consumo de matéria seca (CMS), eficiéncia alimentar
(EA), producéo de leite, composicdo do leite, nitrogénio ureico do leite (NUL) e escore de celulas somaticas (ECS) das vacas dos tratamentos VA
(ventilacdo e aspersao) e SVA+I (com insolacdo e sem ventilacao e aspersao)

. Tratamento Raca P-value
Variaveis —  SEM SEM - - -

VA SVA+I H J Trat. Raca Dia Trat. x Raca Trat. x Dia  Dia x Raca Cov.

CMS (kg) 17,05 1523 0436 1756 14,72 0,627 0,006 0,014  <0,0001 0,014 0,826 0,205 0,174

CMS como % PV (%) 3,36 3,03 0,09 3,04 3,35 0,10 0,011 0,041 0,0001 0,107 0,798 0,647 0,046
Leite (kg/dia) 21,92 19,58 0,498 20,82 20,68 0,505 0,002 0,850 0,053 0,848 0,963 0,241 <0,0001
Leite corrigido a 3,5% de gordura (kg/dia) 23,21 20,80 0,4043 22,14 21,86 0,403  0,0002 0,627 0,294 0,317 0,475 0,023 <0,0001
EA 1,30 1,29 0,04479 1,27 1,32 0,04399 0,816 0,368 0,0001 0,199 0,614 0,984 <0,0001
EA corrigido a 3,5% de gordura 1,41 1,36 0,04747 1,33 1,46 0,053 0,738 0,107 0,0003 0,190 0,991 0,389 <0,0001

Gordura (%) 399 388 0,125 3,87 4,00 0,152 0,527 0,615 0,013 0,932 0,939 0,014 0,002
Proteina (%) 351 335 0,039 3,44 3,42 0,043 0,009 0,735 0,025 0,635 0,017 0,073 <0,0001
Lactose (%) 433 430 0,040 4,35 4,28 0,039 0,559 0,267  <0,0001 0,914 0,904 0,900 <0,0001

Sélidos totais (%) 12,75 12,43 0,138 12,51 12,67 0,166 0,106 0,571 0,013 0,870 0,594 0,007 0,001
NUL (mg/dL) 21,92 19,58 0,498 20,82 20,68 0,505 0,002 0,850 0,053 0,848 0,963 0,241 <0,0001

ECS 357 385 04285 4,47 3,63 0,321 0,372 0,068 0,983 0,513 0,236 0,834 <0,0001
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Tabela 3. Efeito da ventilacdo e aspersao (VA) ou auséncia delas com insolagdo (SVA+I)
sobre o consumo de matéria seca em kg/dia e em percentagem do peso vivo de vacas
Holandesas ou Jersey

CMS (kg/DIA) CMS como % de PV
H J Média H J Média
VA 19,27 Aa 14,89 Ab 17,05A 3,30 3,41 3,36 A
SVA 15,85Bb 1459 Ab 1523 B 2,76 3,28 3,02B
Média 17,56 a 14,72 b 3,03b 3,35a

*Letras iguais mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo diferem entre si ao nivel de 5%.
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Figura 4. Consumo de matéria seca (CMS) e producéo de leite das vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA+I (com insolacédo e
sem ventilagdo e aspersdo) em fungdo dos dias de tratamento: A) CMS, B) consumo de matéria seca como % de peso vivo (CMS como % de PV),

C) producdo de leite, D) producéo de leite corrigido a 3,5% de gordura
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Figura 5. Eficiéncia e composicéo do leite das vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA+I (com insolacdo e sem ventilagao e

aspersdo) em funcdo dos dias de tratamento: A) eficiéncia alimentar, B) eficiéncia alimentar corrigida para 3,5% de gordura, C) teor de gordura,

D) teor de proteina
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Figura 6. Composicgéo do leite das vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA+I (com insolacdo e sem ventilagdo e asperséo) em

funcéo dos dias de tratamento: A) teor de lactose, B) teor de solidos totais, C) concentracdo de nitrogénio ureico do leite, D) escore de célula

somaticas
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Em relacéo as propriedades fisico-quimicas do leite, ndo houve diferenca entre os
tratamentos quanto aos valores médios de teste do alcool e acidez titulavel (Tabela 4) mas
as vacas Holandés apresentaram maior estabilidade ao etanol (P=0,029). Houve interacéo
entre tratamento e dia para os valores de pH (P = 0,0001). A crioscopia foi mais elevada
nas vacas SVA + | (P = 0,007), além de efeito de dia (P = 0,0003). Os demais resultados

sdo mostrados na Tabela 4 e na Figura 7 (A, B, C e D).
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Tabela 4. Média dos quadrados minimos, erro padrdo da média (SEM) e valor de P para as propriedades fisico-quimicas do leite produzido das
vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA+I (com insolacdo e sem ventilacédo e asperséo)

Tratamento Raca P-value
Variaveis SEM SEM i
VA SVA+I H J Trat. Raca Dia Trat. x Trat. x Dia Dia x Cov.
Raca Raca
TeSte(‘iz)a'Coo' 7818 8008 1275 8122 7705 1275 0305 0029 0113 0725 0979 0091 0175
AT (°D) 16,72 15,84 0,480 16,27 16,30 0,485 0,203 0,967 0,047 0,245 0,850 0,110 0,207
pH 6,77 6,83 0,009 6,80 6,79 0,010 0,0003 0,516 <0,0001 0,252 <0,0001 0,178 0,053

Crioscopia (°H)  -0,5422 -0,5365 0,0014 -0,5406 -0,5382 0,0014 0,007 0,248 0,0003 0,881 0,979 0,900 0,232
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Na avaliacdo de parametros fisiologicos, foram encontradas diferencas de
tratamento nos parametros FR manh& (maior no tratamento SVA + |; P=0,047), TS tarde
(maior no tratamento SVA + I; P=0,015), conforme mostrado na Tabela 4. Os resultados
detalhados sdo mostrados Tabela 4 e nas Figuras 8 (A, B, Ce D) e 9 (A, B e C). Houve
efeito de dia (P < 0,0001) para FR manhd, FC manha, TR manhd, FR tarde e TS tarde.
Houve interacdo entre tratamento e dia para TR tarde (P =0,0001) e MR tarde (P = 0,002).
Houve interacdo entre dia e raca para FC tarde (P = 0,001). Os resultados detalhados sdo
mostrados Tabela 5 e nas Figuras 8 (A, B,CeD)e 9 (A,BeC).
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Tabela 5. Média dos quadrados minimos, erro padrdo da media (SEM) e valor de P para os parametros fisiologicos avaliados nas vacas do
experimento das vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA+I (com insolacdo e sem ventilacdo e asperséo)

Varidveis Tratamento SEM Raca SEM P-value
VA SVA + 1 H J Trat. Raca Dia Trat. X Raca Trat. X Dia Dia x Raca Cov.
FR (resp./min) manha 51,51 59,02 2,456 54,08 5645 2381 0,047 0,493 <0,0001 0,926 0,120 0,458 0,734
FC (bat./min) manha 76,73 78,57 2474 7790 7740 2152 0,653 0,870 <0,0001 0,723 0,521 0,212 0,498
TR (°C) manha 38,22 38,20 0,080 3821 3821 0,080 0,810 0,965 <0,0001 0,466 0,066 0,541 0,007
FR (resp./min) tarde 52,23 59,37 2,647 5424 57,36 2,556 0,076 0,399 <0,0001 0,982 0,217 0,234 0,463
FC (bat./min) tarde 89,40 90,13 2,379 8628 9325 2,046 0,848 0,024 <0,0001 0,686 0,226 0,001 0,409
TS (°C) tarde 36,46 36,77 0,082 3651 3672 0,077 0,015 0,059 <0,0001 0,469 0,530 0,910 0,643
TR (°C) tarde 38,40 3946 008294 3888 3897 0071  <00001 @353 <0,0001 0,763 0,0001 0,533 0,001
MR (mov./min) tarde 3,76 2,77 0,195 2,99 354 0,199 0,001 0,064 <0,0001 0,724 0,002 0,752 0,856

FR: frequéncia respiratéria, FC: frequéncia cardiaca, TR: temperatura retal, TS: temperatura superficial
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Figura 9. Pardmetros fisioldgicos das vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e aspersdo) e SVA+I (com insolacéo e sem ventilacéo e aspersdo) em

funcéo dos dias de tratamento: A) Temperatura superficial da tarde, B) temperatura retal da tarde, C) movimentos ruminais da tarde
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Nos parametros bioquimicos avaliados, ndo houve diferenca de tratamento para a

concentracédo de beta-hidroxibutirato e glicose (Tabela 6 e Figura 10).

Tabela 6. Média dos quadrados minimos, erro padrdo da média (SEM) e valor de P para
0s parametros bioquimicos avaliados nas vacas dos tratamentos VA (ventilacdo e
aspersdo) e SVA+I (com insolacao e sem ventilacédo e asperséo)

Variavel Tratamento SEM Raca SEM P-value
VA SVA+I H J Trat. Raca Dia Trat. xRaca Trat. x Dia Diax Raca Cov.
Glicose 57,45 53,45 1670 56,91 53,99 1,710 0,101 0,247 0,300 0,992 0,465 0,625 0,019

Beta-hidroxibutirato 1,08 122 0,058 108 122 0,059 0,099 0,118 0,365 0,079 0,239 0,980 0,004
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Figura 10. Parametros bioquimicos avaliados nas vacas dos tratamentos VA (ventilagdo e aspersdo) e SVA+I (com insolacéo e sem ventilacéo e
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5.6 DISCUSSAO

Os valores de ITU e ICT determinados no periodo experimental, mostram
condic¢des ambientais que podem provocar estresse caldrico em vacas leiteiras (Figura 2
e Figura 3). Zimbelman et al. (2009), com base em dados fisioldgicos e produtivos,
determinaram que valores de ITU até 68 proporcionam condi¢6es de conforto para vacas
leiteiras de alta producdo. No entanto, esse indice ndo leva em consideracéo o calor ganho
pelo animal devido ao microambiente, o efeito da velocidade do vento e da insolagédo
solar, elementos ambientais que afetam consideravelmente os mecanismos de troca de
calor (LEES; LEES; GAUGHAN, 2018). Para Gaughan et al. (2008), valores de ICT
abaixo de 70 indicam condicOes de conforto térmico para bovinos; ICT entre 70,1 e 77
indicam condic¢des de pouco calor; ICT entre 77 e 85 indicam condicGes quentes; valores
de ICT acima de 85 indicam condi¢des de calor severo. Considerando esses dados em
conjunto com parametros fisioldgicos, as vacas do grupo SVA+I apresentaram maior FR
manhd e TS tarde, possivelmente indicando mudancas fisioldgicas na tentativa de dissipar
calor acumulado.

A auséncia de resfriamento por ventilacdo e aspersédo e o curto periodo diario de
insolacdo, diminuiu 0 CMS como % do PV. O estresse caldrico diminui o CMS em kg de
MS por dia das vacas da raca Holandesa. Em regides de clima tropical e subtropical, a
radiacdo solar é um dos elementos climéaticos que mais impactam na criacdo de bovinos
(BRETTAS et al., 2017). O efeito imediato do calor em vacas leiteiras é a reducdo do
CMS e com isso, reducdo na taxa metabodlica e producdo de calor endogeno (HILL;
WALL, 2017). Porém, a diminuicdo do CMS, explica apenas parte da reducdo da
producdo de leite em vacas sob estresse calorico (RHOADS et al., 2009; WHEELOCK
et al., 2010). Animais em estresse por calor iniciam mudancas metabolicas que nédo
refletem seu plano nutricional, indicando mudangas no metabolismo e na produtividade
independentemente da reducao de consumo de alimento (BAUMGARD et al., 2015). Para
Tao et al. (2018), o efeito do estresse caldrico depende do estagio da lactacdo e
observaram que vacas no meio do estagio da lactacdo diminuem imediatamente a
producdo de leite, enquanto vacas no inicio e no final da lactagdo apresentaram redugao
na producéo de leite apds uma semana de estresse por calor quando comparadas com
vacas sob resfriamento. Para Wheelock et al. (2010) e TAO et al. (2018), em vacas
leiteiras no meio do estagio da lactacdo, os efeitos do calor provocam um aumento da
captacdo de glicose por outros tecidos em detrimento da glandula maméria, limitando
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assim, a disponibilidade de glicose para a sintese de lactose na glandula mamaria,
podendo assim, explicar em parte a reducdo na producdo de leite e alteracGes na
composic¢do do leite, comuns em vacas sob estresse calorico.

As vacas do grupo VA e SVA+I apresentaram EA similares. Em geral, condigdes
ambientais de frio ou calor intenso, afetam a EA. O estresse caldrico por calor aumenta
as exigéncias de energia para mantenca e pode reduzir a EA ja que mais nutrientes sao
necessarios para fungbes como o processo de termorregulacdo (HUTJENS, 2005). O
curto periodo experimental e as condi¢cOes de estresse calorico, leves a moderadas deste
experimento, podem explicar as eficiéncias similares dos dois tratamentos. Além disso, a
regido oeste de Santa Catarina, local do experimento, registra elevadas temperaturas,
principalmente nos meses de novembro a mar¢co (CLIMATEMPO, 2021). Condig0es
ambientais adversas desencadeiam o processo de aclimatacdo, uma resposta coordenada
para melhorar a aptiddo de vacas leiteiras a varios estressores ambientais como, elevada
temperatura, umidade e radiagdo solar (COLLIER et al., 2018). Assim, as eficiéncias
similares podem refletir também o estado de aclimatizagdo das vacas devido as condi¢des
ambientais anteriores ao experimento.

O estresse por calor ndo afeta apenas a producdo de leite, mas também, a sua
composicao e os resultados deste experimento mostram que as vacas SVA+I produziram
menos leite, menos leite corrigido a 3,5% de gordura e menor concentragdo de NUL. Gao
et al. (2017), observaram uma reducéo de 4,1% no teor de proteina do leite em vacas sob
estresse calorico (HS) quando comparadas com vacas pair-fed em condicdes
termoneutras (PFTN), (HS = 2,57% versus PFTN = 2,68%; P = 0,0076). Consideraram
que o estresse calérico ndo sé reduz a producdo de leite, mas também afeta a sintese de
proteina na glandula mamaria e relacionaram isso ao aumento no turnover de proteinas
no organismo e uma competicdo por aminoacidos entre caseinas e proteinas estruturais.
Para Tao et al. (2018), em vacas sob estresse calorico ocorrem alteraces de metabolismo
e absorcdo de nutrientes, que podem afetar a glandula mamaria, comprometendo a
capacidade de sintese e o crescimento mamario. Ja para Bernabucci e Calamari (1998),
em vacas sob estresse calorico, a reducdo do teor de proteina do leite pode estar
relacionado a menor sintese de proteina microbiana devido a menor ingestdo de proteina
e energia resultante da diminuicdo do CMS e consequente diminuicéo do fluxo duodenal
de aminoacidos. Também consideram que em vacas sob estresse calorico pode haver
reducdo no teor de proteina do leite pois mais aminoécidos sdo usados como precursores

de glicose e energia via gliconeogénese. A concentracdo do NUL, em geral, reflete o
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equilibrio de energia e proteina no rimen e consequentemente, a menor ingestéo total de
nitrogénio, de modo que a menor concentracdo de NUL das vacas SVA+I podem ser a
diminuicdo do CMS e consequentemente diminuic¢do da sintese de proteina microbiana
(GREEN, 2012).

Observamos neste experimento que os valores médios de teste do alcool e acidez
titulavel foram similares. As vacas SVA+I, no entanto, produziram leite com maior
crioscopia, em comparagdo com as vacas VA. Para Bernabucci e Calamari (1998), as
alteracdes de crioscopia sdo dependentes de alteracdes fisioldgicas que ocorrem em vacas
sob estresse caldrico. A lactose e ions dissolvidos como cloretos, célcio, respondem por
cerca de 80% da diminuicao do indice crioscopico e a ureia, acidos graxos de cadeia curta
e CO; sdo responsaveis por cerca de 20% (TOPEL, 2016). Variagdes nos componentes
sollveis do leite e no grau de hidratacdo de vacas, refletem diretamente na crioscopia do
leite e podem explicar os resultados de nosso experimento.

Em relacdo aos pardmetros bioquimicos avaliados, as concentragdes de beta-
hidroxibutirato e glicose foram similares entre tratamentos e possivelmente, refletem o

processo de aclimatacdo ou o estagio da lactacdo das vacas.

5.7 CONCLUSAO

O estresse caldrico e a insolagdo reduzem o consumo de vacas leiteiras. Vacas
Holandesas submetidas ao estresse calérico com insolacdo, tem um consumo total mais
reduzido que vacas da raca Jersey. Vacas Holandesas e Jersey, sob estresse calorico, sem
acesso a ventilacao e aspersao e sob um curto periodo de insolacéo nas horas mais quentes
do dia, reduzem a producéo de leite e a concentracédo de nitrogénio ureico do leite, mas a
crioscopia aumenta. O estresse caldrico afeta os parametros fisioldgicos e aumenta a FR

ea TS. O estresse caldrico ndo afeta a concentracdo de BHB e glicose.
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