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RESUMO

GAIATO, A.P.R. Pico de lactacdo, persisténcia e apoptose mamaria em cabras
da ragca Saanen: alteragdes causadas pelo estresse. 2009. 72 f. Dissertagédo
(Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de
S&o Paulo, Pirassununga, 2009.

A sele¢do de animais mais produtivos e a melhoria da qualidade do leite s&o os
principais objetivos dos caprinocultores. Desta forma, o presente estudo, sob a
hipotese de que o estresse pode intensificar o processo de apoptose durante a
lactacdo, propde estudar o efeito do estresse (via administragdo de ACTH) em
animais estressados pontualmente (durante toda a lactacdo) e submetidos a
estresse prolongado (durante trés dias seguidos), sobre os niveis de cortisol,
qguantidade e qualidade do leite produzido e taxa de apoptose das células mamarias.
Durante o experimento foram utilizadas 12 cabras primiparas da raca Saanen,
subdivididas em 2 grupos e submetidas a aplicacdo de ACTH/Placebo
bimensalmente. Ao longo de todo experimento foram realizadas coletas de sangue
pontuais e durante os desafios, além de coletas de leite para mensurar 0s componentes
e a Contagem de Células Sométicas (CCS). Nao houve diferengas entre os grupos na
producéo leiteira e dos componentes do leite (proteina, gordura, lactose e CCS). Nos
dias de desafio, animais que receberam ACTH obtiveram picos de producéo de cortisol,
diferentemente das fémeas que receberam Placebo. Portanto conclui-se que mesmo
produzindo cortisol, as fémeas néo obtiveram queda na qualidade tampouco na
quantidade de leite produzido, 0 estresse de curta duracdo ndo traz prejuizos
produtivos ao animal.

Palavras-chave: ACTH, Cortisol, proteina, gordura, lactose



ABSTRACT

GAIATO, A.P.R. Lactation peak, persistency and mammary apoptosis in Saanen
goats: alterations caused by stress. 2009. 72 f. M. Sc. Dissertation — Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga,
20009.

The selection of productive animals and milk quality improvement are the main goals
of goat breeders. According to the hypothesis that stress can intensify the apoptosis
process during lactation, the purpose of this research is to study stress effect through
ACTH administration in animals stressed during lactation and submitted to a three
day stress period. Twelve first-rate pregnancy Saanen goats were subdivided in two
groups and submitted to ACTH and Placebo treatment once every two months.
During the experiment, blood and milk samples were collected to measure Somatic
Cell Count (SCC), protein, fat and lactose. Cortisol levels, quantity and quality of
produced milk and mammary cells apoptosis rate were analyzed. As a result, there
were no differences in milk production, protein, fat, lactose and SCC levels between
both groups. On the other hand, animals who received ACTH obtained cortisol
peaks, differently than those who received Placebo. Despite cortisol production, the
guality and quantity of produced milk did not changed. Concluding, a short stress
period does not impact on the goat milk production.

Keywords: ACTH, Cortisol, protein, fat, lactose
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INTRODUCAO

Os caprinos foram os primeiros animais domesticados pelo homem e ha cerca
de 10 mil anos sdo capazes de produzir alimentos para os seres humanos
(RIBEIRO, S., 1997).

Por ser um animal bastante rastico e adaptavel, os caprinos habitam
praticamente todas as regifes do globo fornecendo carne, leite, pele e pélos tanto
em locais tropicais quanto temperados, aridos e Umidos, frios e quentes e em
ambientes montanhosos (RIBEIRO, A., 1997; PRINA, 2007).

O Brasil possui um rebanho caprino de pouco mais de 11 milhdes de
cabecas. Cerca de 90% desse rebanho esta localizado na Regidao Nordeste e
apenas 2,5% na regido Sudeste, que é a maior produtora de leite caprino,
representando 55% do total produzido no pais (ANUALPEC, 2007).

Na producdo de leite e derivados, 0s caprinos sdo responsaveis por 1% da
producdo de leite no mundo (WANDER; MARTINS, 2008). A média de producdo
cabra/ano no Brasil ainda é de 30kg, ja a média mundial é de 80kg/cabra/ano.

Tendo em vista o cenario nacional do mercado de leite caprino, é fundamental
gue os produtores primem pela qualidade, controlando o volume produzido e a
composicado do leite, aperfeicoando a higiene durante a ordenha e a saude do
rebanho (WANDER; MARTINS, 2008).

Ao mesmo tempo em que o controle da qualidade é importante, a
produtividade dos animais também deve ser observada pelos produtores, ja que
para 0 aumento das margens de lucro € necesséaria a reducdo dos custos de
producédo. Por isso o0 aumento da produtividade dos animais, com a diminui¢do do
capital investido por quilo de leite produzido torna-se o diferencial entre os

caprinocultores leiteiros (WANDER; MARTINS, 2008). Assim, estudos relacionados



ao estresse na produtividade dos animais tornam-se uma ferramenta para que 0s
produtores possam elevar a quantidade e qualidade do leite que produzem,
considerando o bem-estar animal.

Existem situacdbes em que o manejo normal dos animais (desmame,
vacinacdo, desvermifugacdo, pesagem e mudanca de instalacbes) pode estar
associado ao estresse e aumento exponencial na concentragdo plasmatica de ACTH
e CORT (FULKERSON; JAMIESON, 1982; MARNET; NEGRAO, 2000; RUSHEN et
al., 2001). Ao mesmo tempo, outros fatores estressantes relacionados a lactacdo
(parto, desmame, restricdo alimentar e sub-nutricdo) foram associados ao aumento
da taxa metabdlica dos animais (ELVINGER et al., 1992; RENANVILLE et al., 2000).

Alguns autores sugerem que a somatoria de eventos estressantes pontuais
(parto, desmame, déficit energético) pode a longo termo, promover a manutencgéo de
niveis elevados de CORT causando alteragbes metabdlicas que reduzem a
produtividade dos animais leiteiros, principalmente daqueles mais produtivos
(MOBERG, 1987; MAYER; LEFCOURT, 1987; MACUHOVA et al., 2002).

Por esta razdo, a administragdo exdgena do ACTH, que promove a liberagédo
de CORT, vem sendo utilizada para mensurar a habilidade dos animais em suportar
adequadamente as diferentes situacfes estressantes impostas ao longo da vida
produtiva dos animais domésticos (FULKERSON; JAMIESON, 1982; NEGRAO et
al., 2004; DELGADO, 2008).

Desta forma, o presente estudo, sob a hipétese de que o estresse pode
intensificar o processo de apoptose durante a lactacdo, propde estudar o efeito do
estresse (via administragdo de ACTH) em animais estressados pontualmente

(durante toda a lactacdo) e submetidos a estresse prolongado (durante trés dias



seguidos), sobre os niveis de CORT, quantidade e qualidade do leite produzido e

taxa de apoptose das células mamarias.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Sintese Lactea

O desenvolvimento da glandula maméria na vida pos-fetal tem inicio com a
puberdade, apesar de permanecer relativamente sub-desenvolvida até a gestacao
(CUNNINGHAM, 2004). Em grande parte dos animais domésticos, o
desenvolvimento do Ubere torna-se evidente na metade da gestacao, ja a secrecdo
lactea tem inicio durante o ultimo trimestre (principalmente devido ao aumento na
secrecdo de prolactina), resultando na formagéo de colostro (CUNNINGHAM, 2004).

Ao final da gestacao, a glandula maméria, que anteriormente era formada por
uma estrutura envolvendo em sua maior parte estruturas de estroma (tecido
conjuntivo) é transformada em uma estrutura preenchida com células alveolares que
sao ativamente sintetizadoras e secretoras de leite (CUNNINGHAM, 2004).

Wilde et al. (1986) descobriram que a capacidade de sintese das células da
glandula mamaria tem muito a ver com o0 aumento da produgdo no inicio da
lactagdo, porém néo é responséavel pela fase de declinio da producdo de leite em

ruminantes.

Qualidade do Leite

O leite é “a secrecado lactea obtida pela ordenha completa de uma ou mais
fémeas sadias, que contenha, no minimo, 8,25% de sdlidos ndo gordurosos
(proteinas, lactose, minerais, &cidos, enzimas e vitaminas) e 3,25% de gordura
lactea” (POIATTI, 2001).

A digestao do leite caprino é mais rapida devido a diversos fatores, como a

constituicdo de 20% de seus acidos graxos de cadeias curtas e médias, com quatro
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a 12 carbonos, facilitando a acéo das lipases, também a quase auséncia de caseina
do tipo as1, formando assim um coagulo mais delicado e friavel quando acidificado.
Sua ligeira alcalinidade, em decorréncia do contetdo protéico e seu diferente arranjo
dos fosfatos, em relagdo ao leite bovino também facilitam a digestéo do leite caprino
(MARTINS, 2003).

O aroma e sabor caracteristicos do leite de cabra estdo associados a
presenca de duas vezes mais acidos graxos volateis, quando comparado ao leite
bovino (MARTINS, 2003).

Ao falar sobre a qualidade do leite, relaciona-se o termo a qualidade higiénica,
composicao, volume, nivel tecnolégico e saude do rebanho. A qualidade da matéria
prima é um atributo cada vez mais considerado pelas industrias de laticinios, ja que
os ganhos em eficiencia no processo industrial, aliados as caracteristicas
organolépticas tém estrita relacdo com o produto final (TOSETTO, 2005).

A proporc¢do de cada componente do leite € influenciada, em diferentes graus,
pela nutricdo do animal. Assim, a alimentacdo responde por aproximadamente 50%
das variacbes de gordura e proteinas do leite, porém praticamente ndo afeta o

contetdo de lactose (FREDEEN, 1996).

Proteina
As proteinas sdo consideradas macro-moléculas e compostos de carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Os diferentes arranjos dos aminoacidos conferem
as proteinas variadas formas e funcées (MEDEIROS, 2004; CASTRO et al., 2005).
As proteinas do leite encontram-se suspensas em solucdo e possuem

diferentes fracdes, dentre elas, as de maior presenca sao as caseinas (a, e k), a-
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lactoalbumina e B-lactoglobulina, sendo as duas ultimas proteinas presentes no soro
do leite (KODA; BARBIERI, 1984; AGUIAR et al., 2005; CASTRO et al., 2005).

Para Castro et al.(2005), ao comparar as diferentes fragcdes do leite bovino, a
fracdo alergénica de maior positividade foi a B-lactoglobulina, que é a proteina
presente em maior quantidade no soro do leite bovino (AGUIAR et al., 2005). Sua
funcdo ainda ndo esta bem elucidada, por esse motivo diversos estudos estdo sendo
feitos com o objetivo de minimizar a presenca dessa proteina no leite (ALI; CLARK,
1988; PEREZ; CALVO, 1995; ANTUNES, 2003).

Estudos adicionais, comparando leite caprino e bovino, sobre a
hipoalergenicidade e seu significado terapéutico fazem do leite de cabra uma
importante alternativa na alimentagcdo humana, j& que a grande quantidade de
proteinas e fosfato no leite de cabra da maior capacidade tamponante ao leite,
protegendo as células estomacais, sendo utilizado no tratamento de ulceras. O leite
de cabra também possui uma maior bio-disponibilidade de ferro, suas proteinas
possuem maior digestibilidade, com isso, o leite de cabra serd digerido em 40
minutos no estbmago humano enguanto que o leite de vaca levara duas horas e
meia (PARK, 1994).

O percentual de proteina no leite de cabra estd entre 2,3 e 4,2% (Le
JAQUEN, 1972; RAMOS; JUAREZ, 1981; KARIN; LOFTI, 1987; ESPIE; MULLAN,
1990). O conteudo de proteina varia consideravelmente entre as espécies, de 1%
atée 14% e geralmente estd positivamente correlacionado com o percentual de

gordura (GONZALEZ et al., 2001).
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Gordura

A gordura possui como componente basico os triglicerideos, que quando
digeridos sdo degradados em &cidos graxos e glicerol. As gorduras podem fornecer
50% ou mais das necessidades energéticas nos humanos (BADAWI, 2006). Ja a
energia total do leite de cabra é derivada de 50% de gordura, 25% de lactose e 25%
de proteina (JENNESS, 1980).

As gorduras sao nutrientes importantes, nao s6 como fonte energética como
também para sintetizar muitos compostos valiosos, como horménios, e tecidos vitais
para o funcionamento normal do organismo (BADAWI, 2006).

Tanto o leite caprino quanto o bovino possuem quantidades de proteina e
gordura semelhantes, porém a diferenca significativa estd no tipo de gordura e
proteina, além da presenca de componentes secundarios (GRZESIAK, 1997).

No leite caprino os glébulos de gordura sdo pequenos e de facil disperséo, o
que, somado a proteina de coagulacao, forma uma coalhada fina e macia (COSTA,
2002). O reduzido tamanho das particulas de gordura e a auséncia de aglutinina
(enzima presente no leite de vaca responséavel pela jungéo dos glébulos de gordura,
formando um coalho de dificil digestdo) permitem que exista uma maior area de
superficie para o ataque das enzimas, conferindo ao leite caprino uma 6tima
digestdo em um curto espaco de tempo (CHANDAN, 1992).

O percentual de gordura no leite de cabra esté entre 3,0 e 3,7% (Le JAQUEN,
1972; RAMOS; JUAREZ, 1981; KARIN; LOFTI, 1987), e, em outras espécies, pode
variar desde 1% até mais de 50%, como em alguns mamiferos aquaticos

(GONZALEZ et al., 2001).
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Lactose

A lactose € um dissacarideo formado por glicose e galactose, que quando
aquecido, libera calcio (GRUDTNER et al., 1997), faz parte da composicdo do leite
de vaca de 37 a 54g/L e é considerado um acUcar raro, j& que praticamente sO se
encontra no leite, e em uma composi¢cdo muito constante (MORITZ, 2008), sendo o
principal carboidrato sintetizado pelos mamiferos (AGUIAR et al., 2005).

Células da mucosa do intestino delgado possuem a enzima responsavel pela
digestao da lactose, conhecida como lactase, que disponibiliza para absorcéo, nesse
mesmo 0Orgado, os dois monossacarideos (CAMPOS, 2003). Pessoas cujas células
nao produzem a quantidade suficiente da lactase possuem impossibilidade de
digestao de leite e produtos lacteos, sendo intolerantes a lactose (GARDNER, 2007).

O percentual de lactose no leite de cabra esta entre 3,9 e 4,9% (MBA et al.,
1975; JENESS, 1980; VOUTSINAS et al., 1990; PRATA et al.,1998). A quantidade
média de lactose pode variar desde tragos até menos de 7% em outras espécies

(GONZALEZ et al., 2001).

Populacao Celular

Residentes assim como recém- recrutados, 0s leucoOcitos mamarios séo
constituidos por varios tipos de células, incluindo polimorfonucleares (PMNSs),
macréfagos e linfécitos. Tais células mediam tanto a resposta inata quanto a
resposta imune adquirida (CONCHA, 1986; PAAPE et al., 2002).

De acordo com a coloragcdo que os granulos presentes no citoplasma das
células adquirem ao serem corados e observados em microscopio, as PMNs sdo

classificadas em basdfilos, eosindfilos e neutréfilos (PAAPE et al., 2003).
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As PMNs sdo as células encontradas em maior quantidade nos tecidos
mamarios e secrec¢des durante o periodo inicial do processo inflamatorio (JENSEN;
EBERHART, 1981). Enquanto a quantidade das PMNs é relativamente baixa em
uma glandula mamaria saudavel, esses nimeros aumentam em 90% na CCS total
durante a mastite (BURVENICH et al., 1994; PAAPE et al., 2002). Como resposta ao
processo inflamatoério, os mediadores das PMNs migram do sangue ao Ubere para
fagocitarem e exterminarem os patdgenos bacterianos (CRAVEN, 1983; PERSSON
et al., 1993).

Outro tipo celular presente no leite sdo os macrofagos, células
mononucleares, que possuem como precursores 0S mondcitos do sangue. Os
monaocitos sanguineos ao penetrarem no tecido ou no leite maturam-se como
macrofagos mamarios (SARIKAYA, 2006).

Os macrofagos sdo as células presentes em maior quantidade no leite de
uma glandula maméria saudavel (de 30 a 74%), sua funcdo, assim como o0s
neutréfilos, é de fagocitarem as bactérias e destrui-las com proteases ou espécies
reativas de oxigénio. Esse tipo celular € menos eficiente que os neutréfilos para
fagocitar os antigenos (LEE et al., 1980; MULLAN et al., 1985, OSTENSSON et al.,
1988; SARIKAYA, 2006).

Ja durante o processo inflamatério a populacdo de macrofagos tende a ser
menor. A habilidade dos macréfagos liberarem mensageiros quimicos facilitam a
migracdo dos neutrdfilos, sendo de grande importancia para a resposta imune nao
especifica (CASSATELLA, 1995; HOEBEN et al., 2000; WITTMANN et al., 2002).

O terceiro tipo celular presente na glandula mamaria é constituido por células
arredondadas e pequenas, com nucleo grande, conhecidas como linfocitos. Sdo as

Unicas células do sistema imune capazes de reconhecer os antigenos através de
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receptores especificos de membrana, portanto representam a imunidade especifica
do sistema imune (TAYLOR et al., 1997).

Os linfécitos sao subdivididos em dois grupos, as células T e B. As células T
(T-CD4 e T-CDB8) estdo envolvidas na mediacdo da imunidade celular, jA o papel
primario das células B é a producao de anticorpos contra os antigenos invasores
(RIOLLET et al., 2000). Estas células sdo supostamente responsaveis pela defesa
em infec¢bes da glandula mamaria, atuando principalmente no tecido mamario mas
também no leite (RIOLLET et al., 2001).

Além das células do sistema imune também s&o encontradas no leite células
epiteliais provenientes da descamacao do tecido alveolar, presenca que sugere a
eliminacdo de células “mortas”, relacionada ao término de sua vida secretoria

(BOUTINAUD; JAMMES, 2002).

Contagem de Células Sométicas (CCS)

Sédo consideradas somaticas todas as células presentes no leite, sendo elas
originarias tanto da descamacdo dos alvéolos apoptoticos quanto da corrente
sangilinea, como os leucécitos ou glébulos brancos do sangue (macréfagos,
linfécitos e neutréfilos) (PHILPOT; NICKERSON, 1991; BRITO; BRITO, 1998), sendo
eliminadas com o leite durante o curso normal da lactagdo (GALIERO; MORENA,
2000).

Dentre os fatores que influenciam a Contagem das Células Sométicas (CCS),
pode-se citar a idade da fémea raca, estresse, estagio de lactacdo, numero de
lactacBes, problemas nutricionais, estacbes do ano e condicbes climaticas. As

oscilagbes na CCS também ocorrem em animais livres de infec¢bes na glandula
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mamaria (SCHUTZ et al., 1990; LAEVENS et al., 1997; OSTRENSKY, 1999; VIANA,
2000) e esta influéncia pode ocorrer tanto no inicio quanto no final da lactacéo.

O aumento na CCS influencia negativamente a composicdo do leite, a
atividade enzimatica, o tempo de coagulacdo, a produtividade e a qualidade dos
derivados lacteos (KITCHEN, 1981).

A curva de CCS de uma lactacdo normal, isto é ausente de infeccBes é
caracterizada por elevadas concentra¢des no inicio, valores constantes até o meio
da lactacdo, seguida de queda gradual até o final da lactacdo (PETERS, 2002). Em
contrapartida Jones et al. (1984), Harmon (1994), Pereira (2000) e Coldebella (2003)
afirmam que h& correlacdo negativa entre a CCS e a producdo de leite, portanto
guanto maior a CCS menor a producao de leite.

A CCS no leite de cada animal e do tanque é uma ferramenta valiosa na
avaliacdo do nivel de mastite sub-clinica no rebanho, na estimativa das perdas
quantitativas e qualitativas de produgdo do leite e derivados, como indicativo da
gualidade do leite produzido na propriedade e para estabelecer medidas de
prevencdo e controle da mastite (JONES et al., 1984; MULLER, 2002). Diversos
autores afirmam que ha correlacdo negativa entre a CCS e a producgdo de leite
(JONES et al., 1984; HARMON, 1994; PEREIRA, 2000; COLDEBELLA, 2003).

Conforme Paape et al.,, 2001 cabras com mastite possuem uma CCS de
0,659 a 4,213x10° cel/mL de leite, j4 em animais sadios essa contagem est4 em uma
faixa que varia de 0,27 a 2x10° cel/mL de leite. J& Min et al. (2007) verificaram
valores médios de 4,76x10° cel/mL para cabras com mastite e 2,25x10° cel/mL para
animais sadios. Borges et al. (2004) observaram valores medianos de 1,24x10°
cel/mL em cabras sadias, valores superiores ao indicado por Haenlein (2001) para

fémeas sadias, que nédo deveriam ultrapassar 1x10° cel/mL.
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Mastite e Resposta Imune

Apés a infeccdo intramamaria, as bactérias interagem com diversos tipos
celulares, especialmente os macréfagos e os neutrofilos residentes. Estas células
liberam fatores quimiotaxicos e monociticos, atraindo os macréfagos para o local,
gue causam uma rapida migracdo dos PMNs do sangue para o leite (PERSSON et
al., 1993; BURVENICH et al., 1994; RIOLLET et al.,, 2000, MADUREIRA, 2006). As
células PMNs agem rapidamente para eliminarem as bactérias, sendo uma reacdo
néo especifica (PAAPE et al., 2002).

Toxinas, enzimas e componentes da parede bacteriana estimulam a producao
de mediadores quimicos da inflamagdo, tais como serotonina, interleucinas e
histamina, que somados aos leucocitos presentes no leite, atraem os leucdcitos da
corrente  sanguinea, através de mensageiros quimicos ou guimiotaxia
(HARMON,1994; MADUREIRA, 2006).

O progresso da reacao anti-inflamatéria € determinado pelo balanceamento
entre forcas opositoras a inflamacao intramamaria e as forcas favoraveis a reagao.
Mediadores quimicos produzidos pelos fagdécitos sdo necessarios para eliminar a
bactéria invasora (PAAPE et al., 2002).

Os neutréfilos promovem reacdes no tecido mamario e causam disturbios na
funcdo mamaria, uma vez que geram espécies reativas de oxigénio e liberacdo de
enzimas granulares. De qualquer modo, os mediadores quimicos, tal como espécies
reativas de oxigénio derivadas dos PMNs causam grande prejuizo nas células
secretoras de leite, reduzindo a producéo leiteira (MILLER et al., 1993; PAAPE et al.,
2002).

Caso a inflamacéo persista por muito tempo, outras células como macrofagos,

linfécitos, plasmacitos, fibroblastos e células mononucleares entram em agéo, o que
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indica lesdo subaguda ou cronica (THOMPSON, 1983; COTRAN et al.,, 1984;

MADUREIRA, 2006).

Pico e Persisténcia na Lactacao

O pico de lactacdo possui correlagcdo negativa com a persisténcia na lactacao,
portanto animais com maior persisténcia tendem a apresentar pico de lactacao
menos acentuado (GUIMARAES et al., 2006).

A persisténcia na lactacéo pode ser definida como a capacidade da fémea em
manter sua producédo de leite apods atingir a producdo maxima na lactacdo (COBUCI
et al., 2004). Silva (2008) definiu persisténcia como a velocidade de declinio da
producéo diaria, entre meses consecutivos proximos.

Cobuci et al. (2004) citaram quatro métodos para mensurar a persisténcia na
lactagdo: 1) baseado em razfes entre producdo de leite em diferentes fases da
lactagcdo; 2) baseado na variacdo da producdo de leite, ao longo da lactagéo; 3)
baseado em parametros de modelos matematicos; e 4) baseado nos valores
genéticos obtidos por meio de coeficientes aleatorios dos modelos de regressao
aleatoria.

Um animal que possui persisténcia satisfatoria tem sua produgcdo diminuida
em torno de 10% de um més ao outro (SOARES FILHO et al., 2001; SPINA, 2003),
portanto € persisténcia que define como sera a curva de lactacdo da fémea em
guestéo (SILVA, 2008).

Para Ludwick e Petersen (1943) persisténcia na curva de lactacdo, pico de
producdo e duracao do periodo de lactacdo sao os trés componentes do ponto de
vista biologico da curva de lactagdo. Segundo Wood (1967), entre esses

componentes, a persisténcia € o mais importante, por este motivo Guimarées et al.
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(2006) afirmam que a persisténcia possui forte influéncia na producado leiteira
(GUIMARAES et al., 2006).

Com maior persisténcia os animais produzem por mais tempo, por isso a
persisténcia possui direta relacdo com aspectos econdmicos da atividade leiteira
(TEKERLI et al., 2000; JAKOBSEN et al., 2002; STEFANON et al., 2002), pois se
pode obter maior lucro com a producéo de leite adicional (DEKKERS et al., 1998).

Vacas com menores taxas de declinios da producdo (maior persisténcia),
devido a auséncia de elevadas producdes no pico de lactagédo, tém menor incidéncia
de doencas de origem metabdlica e problemas reprodutivos (GROSSMAN et al.,
1999; TEKERLI et al., 2000, COBUCI et al., 2004).

Para Stefanon et al. (2002) o desafio € compreender os mecanismos que
controlam a perda na producao de leite ap0s o pico de lactagéo, ou seja, identificar
os determinantes fisiologicos do declinio apés pico de producdo de leite para
encontrar formas de reduzir este declinio, de modo a aumentar a persisténcia da
lactagao.

Rodrigues et al. (2006) observou coeficientes de persisténcia na lactagdo de

cabras Saanen primiparas de 0,79, através da formula:

P=__An
A(n-1)

Onde An equivale a producao leiteira média diaria de um més

e A(n-1), producéo leiteira média do més anterior, apos o pico de lactagéo.
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Apoptose mamaéria

Grivicich, et al. (2007) descrevem apoptose ou morte celular programada
como um processo essencial para a manutencdo do desenvolvimento dos seres
vivos, sendo importante para eliminar células supérfluas ou defeituosas.

A morte programada da célula depende da interacdo entre os diferentes
receptores de superficie celular e sinais externos, como horménios, nutrientes,
drogas e outros fatores (FERRARI, 2000a). Um dos principais grupos de substancias
toxicas capazes de induzir a apoptose é representado pelos radicais livres do
oxigénio e nitrogénio (FERRARI, 2000b).

Substancias antioxidantes, isto € que protegem contra os radicais livres séo
constituidas por &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, substancias
hidrossollveis e enzimas, derivam principalmente da dieta, como no caso das
vitaminas E, C, beta caroteno e dos elementos-traco zinco, cobre e selénio (LEITE;
SARNI, 2003), essas substancias ainda estdo sendo estudadas quanto a sua
eficiéncia na protecéo contra os radicais livres.

Modificagbes morfoldégicas na célula, ativacdo interna do gene p53 (e a
producdo de sua proteina P53) e presenca das enzimas caspases, que executam a
morte celular apoptética e a fragmentacdo nuclear, sdo os principais indicativos da
apoptose (FERRARI; TORRES, 2002).

Durante a apoptose ocorre condensacdo citoplasmatica, sem que haja
rompimento da membrana celular, formando corpos apoptéticos ou vesiculas
apoptaoticas, que sao prontamente reconhecidas e ingeridas pelos fagocitos locais, o
gue impede reacles inflamatérias em tecidos adjacentes, diferentemente da

necrose, onde ha esvaziamento do conteudo celular (FERRARI, 2000a).
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Ja que a proliferacdo e a diferenciacdo das células mamarias preparam a
glandula para a préxima lactacdo (WILDE et al., 1986), a apoptose € uma
caracteristica chave do desenvolvimento e da funcdo da glandula (CLARKSON;
WATSON, 1999; GREEN; STREULI, 2004), podendo ser percebida durante toda a
lactacdo (ROSFJORD; DICKSON, 1999, WILDE et al., 1999).

No inicio da lactacdo, existe equilibrio entre os processos de divisdo
(hiperplasia) e morte celular (apoptose) na glandula mamaria, porém a partir do pico
de lactacéo o processo de apoptose das células alveolares aumenta gradualmente,
reduzindo progressivamente a sintese de leite até a fase final da lactacdo
(BOUTINAUD et al., 2004; TIAN et al., 2005). Por este motivo, 0 manejo que
aumentar a sobrevivéncia das células ao final da lactacdo, podera aumentar a
eficiéncia da producéo de leite do animal (FURTH, 1999).

A prenhez parece promover a apoptose e gradual involugdo na glandula
mamaria (CAPUCO; AKERS, 1999), além de mudancas na frequéncia de ordenha
(na fase de secagem das fémeas), que também modificam o namero de células
epiteliais nos alvéolos (BOUTINAUD, et al., 2004), fazendo com que 0s animais
parem de produzir leite antes do proximo parto, preparando a glandula para uma
subsequente lactacao.

Segundo Boutinaud et al. (2004) ainda subsistem davidas relativas a cerca da
longevidade de células epiteliais mamarias ou a taxa relativa de perda de células

mamarias devido a apoptose e abrasao epitelial.

Estresse
As principais respostas neuroenddcrinas observadas em situagfes de

estresse sdo: ativacdo do sistema nervoso autbnomo (SNA), liberagdo de
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neurotransmissores noradrenérgico e colinérgico; ativacdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, aumento nas concentragfes plasméaticas do hormonio liberador de
corticotrofina (CRH), adrenocorticotrofico (ACTH), noradrenalina, adrenalina e
cortisol (CORT) (AXELROD; REISINE, 1984; MOSTL; PALME 2002). Embora, os
niveis de todos estes hormdénios, bem como de seus receptores ou das enzimas
envolvidas em suas respectivas sintese e metabolizacdo, venham sendo utilizados
no estudo do estresse (AXELROD; REISINE, 1984; MOSTL; PALME 2002), a
variacdo do nivel plasmatico de CORT continua sendo utilizada como indicador
universal de estresse, sendo que a elevagdo de seus niveis se contrapde aos
conceitos de conforto e bem-estar (MOBERG, 1987; BROOM, 1991; MOSTL;
PALME 2002).

Diferentes estudos demonstram que o estresse promove aumento na sintese
e liberagdo dos horménios ACTH e CORT causando alteracdes metabdlicas,
imunoldgicas e comportamentais nos ruminantes (MOBERG, 1987; BROOM, 1991;
NEGRAO et al., 2003; NEGRAO et al., 2006).

Nos ultimos anos, varios autores tém estudado as respostas fisiologicas
causadas pelo estresse utilizando a administragdo exdgena de ACTH mensurando
assim a habilidade dos animais em responder ao estresse (FULKERSON;
JAMIESON; 1982; NEGRAO et al., 2004).

O aumento dos niveis plasmaticos destes hormdnios também pode ser
relacionado a alguns estimulos positivos, por exemplo, a ordenha e 0 aumento da
ingestdo de alimentos promovem aumentos nos niveis de CORT, mesmo quando 0s
animais apresentaram comportamentos que caracterizavam seu conforto (GOREWIT
et al., 1992, TANCIN et al., 1995, NEGRAO et al., 2006). Este dltimo tipo de

aumento dos niveis de ACTH e CORT é associado as alteracdes metabolicas
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normais que facilitam a sintese de leite (TANCIN et al., 1995; MARNET; MCKUSICK,
2001). Estes fatos demonstram que a relacédo entre os niveis de ACTH e CORT e a
lactacd@o ainda ndo estdo bem estabelecidos.

Todavia em muitas situacdes, o manejo normal dos animais (desmame,
vacinacdo, desvermifugacdo, pesagem e mudanca de instalacdes) pode ser
associado ao estresse e aumento exponencial na concentragédo plasmatica de ACTH
e CORT (FULKERSON; JAMIESON, 1982; MARNET; NEGRAO, 2000; RUSHEN et
al., 2001). Ao mesmo tempo, outros fatores estressantes relacionados a lactacéo
(parto, desmame, restricdo alimentar e sub-nutricdo) foram associados ao aumento
da taxa metabdlica dos animais (ELVINGER, 1992; RENANVILLE et al., 2000).

Aparentemente, 0 estresse aumenta a taxa metabdlica causando o
desequilibrio entre as taxas de reducédo e oxidacao celular acelerando o processo de
apoptose na glandula mamaria, modificando assim a organizacdo funcional da
glandula mamaria (STEFANON et al., 2002; BOUTINAUD et al., 2004).

Alguns autores sugerem que a somatoria de eventos estressantes pontuais
(parto, desmame, déficit energético) pode a longo termo, promover a manutencgéo de
niveis elevados de CORT causando alteragbes metabdlicas que reduzem a
produtividade dos animais leiteiros, principalmente daqueles mais produtivos
(MOBERG, 1987; MAYER; LEFCOURT, 1987; MACUHOVA et al., 2002). Outros
autores ja demonstraram que 0 estresse aumenta as espécies reativas de oxigénio
alterando os processos de divisdo (hiperplasia) e morte celular (apoptose) em
diferentes tecidos. Conjuntamente as informacdes apresentadas anteriormente
sugerem que o estresse pode intensificar o processo de apoptose na glandula

mamaria durante a lactacdo (STEFANON et al., 2002; TIAN et al., 2005).
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MATERIAIS E METODOS

Com duragéo de 10 meses, desde dezembro de 2007 até setembro de 2008,
o experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Animal, no campus da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA-USP) em Pirassununga,
gue apresenta clima tropical de altitude (634 metros de altitude), localizado na

latitude 22° 00’ 00" sul e longitude 45° 25’ 42" oeste.

Animais, alimentacdo e manejo

Como animais experimentais foram utilizadas 12 cabras da raca Saanen
saudaveis nascidas de parto natural que apresentavam peso ao nascimento
compativel com seu padréo racial (Figura 1).

As fémeas recebiam como alimento volumoso silagem e, como concentrado
uma mistura de milho, casca de soja e soja extrusada em cocho coletivo. Também
tinham livre acesso a dgua em bebedouros coletivos providos de bdia. Assim todos
0S animais experimentais receberam uma dieta semelhante, ajustada de acordo com
0 AFRC (Technical Committee on Responses to Nutrients, 1997) em funcdo da
idade, peso vivo e categoria das fémeas experimentais.

Os animais permaneceram alocados em baias de 72m?, com cobertura e piso
ripado em 20m?, portanto tendo acesso a solario com piso de concreto, equivalente

a mais da metade da baia (Figura 2).



26

Figura 1 — Animais experimentais

Figura 2 - InstalagGes

A fim de assegurar a sanidade dos animais durante a fase experimental foram
realizados exames coproparasitoldgicos e desvermifugacao quando necessaria.

Todas as cabras eram ordenhadas uma vez por dia, com a ordenhadeira
regulada para manter um nivel de vacuo de 48KPa e uma taxa de pulsacéo de 120
ciclos/minuto (Figura 3). Esta ordenhadeira é equipada com medidores individuais
de leite, do tipo proveta, que possibilitam colher amostras individuais de leite e
mensurar a producao de leite diaria de cada animal experimental. A mesma rotina de
ordenha era seguida: o ordenhador realizava o teste de mastite, realizava o pré-
dipping e secava os tetos da cabra, colocava o copo das teteiras da ordenhadeira e,
ao término, realizava o pas-dipping.

Os animais consumiam durante a ordenha, 300g de fub& de milho que eram

colocados no canzil. Depois de ordenhadas, na parte da manhd as fémeas
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permaneciam em um piquete de manejo, para que as baias e bebedouros pudessem

ser limpos e a racgédo fornecida (Figura 4).

/)

Figura 3 — Sala de ordenha experimental

Figura 4 — Piquete de manejo

Tratamentos e dosagens hormonais

As 12 cabras foram subdivididas casualmente em 2 grupos e submetidas a
um estresse padrdo via administracdo exogena de ACTH (Sigma). Durante a
lactagdo, seis as cabras receberam bimensalmente via intravenosa 0,06 Ul de
ACTH/kg PV (FULKERSON; JAMIESON, 1982) e as outras seis, também via
intravenosa, uma solucdo placebo de soro fisiologico (controle), para se avaliar a

influéncia do estresse pontual durante a lactacéo.
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JA4 na semana anterior a secagem, as cabras experimentais receberam
diariamente ACTH exdgeno ou solugdo placebo, para se avaliar os efeitos do

estresse prolongado.

Coleta de dados
Sangue e obtencéo de plasma

A colheita composta de sangue coincidia com a administragdo do ACTH (ou
placebo) e foi executada nos seguintes dias experimentais: 30°, 60°, 120° 180° e
nos trés primeiros dias da ultima semana de lactacao.

A coleta de sangue foi iniciada as 12:00, sendo este horario padronizado até o
final do experimento, assim como os tempos da coleta composta (-30, 0 (logo antes
da aplicacdo de ACTH ou placebo), 60, 120 e 300 minutos), segundo metodologia
descrita por Escobar et al. (1998).

Além da colheita composta, nos meses em que nao havia administracdo de
ACTH, foram executadas colheitas simples de sangue para monitorar 0s niveis
basais de CORT.

As amostras foram obtidas através da puncdo da veia jugular da cabra por
sistema Vacutainer®, por meio de agulhas 25x10 e tubos plasticos heparinizados
providos de tampa de borracha, com capacidade de 9mL cada. Apds colheita, os
tubos eram mantidos em gelo, logo apés a colheita de todos os animais, o sangue
era centrifugado a 3000rpm, a 4°C, durante 17 minutos para obtencao do plasma.

O plasma sanguineo era recuperado por aspiracdo com pipetas automaticas,

acondicionado em tubos e estocado a —20°C para posterior analise.
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Leite

A partir do parto, a produgéo leiteira das cabras foi mensurada diariamente.
Quinzenalmente o leite era colhido e, imediatamente apds a colheita, as laminas
para CCS eram confeccionadas.

Na CCS através da contagem microscopica direta, 10uL de leite eram
distribuidos em um retangulo de 1cm? em uma lamina de microscopia, previamente
lavada e flambada. Em seguida, as laminas eram secas em temperatura ambiente
por 24 horas apoiadas em uma superficie plana e protegidas (PRESCOTT; BREED,
1910) e coradas com Azul de Toluidina.

Para contagem do numero de células, foram observados 60 campos em cada
cm?, utilizando-se microscépio éptico comum com objetiva de imersdo. Cada
amostra foi confeccionada em duplicata (Figura 5). O resultado das contagens de
cada amostra foi obtido calculando-se a média dos campos e multiplicando esse
valor pelo fator do microscopio, obtendo-se a quantidade de células/mL de leite em

cada duplicata, tendo que calcular a média entre as duplicatas.

Figura 5 — Laminas para CCS

A maior aliquota do leite era congelada in natura no freezer para posterior
envio a Clinica do Leite (ESALQ-USP) em frascos contendo pastilhas do

conservante bronopol (2-bromo-2nitropropane-1,3-diol) para analise dos principais
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componentes do leite (proteina, gordura e lactose), determinados por infravermelho
(Bentley, 2000). Para assegurar a perfeita mistura do leite com o conservante, era
necessario descongelar as amostras e as homogeneizar com a pastilha de bronopol
até que o leite adquirisse coloragéo rosada.

Também se realizou alguns testes para mensurar apoptose a partir de
amostras de leite. As coletas da amostra de leite para apoptose foram realizadas de
ordenha manual e total dos animais, sendo que 1 litro de leite por animal foi
necessario para a formacdo de 3 peletes (Figura 6). Um pelete para analise
histolégica (condensacdo de cromatina), outro para fragmentacdo de DNA e o
terceiro como duplicata, para tal foi preciso centrifugar o leite puro em tubos Falcon
por 10 minutos, a 4°C, a 2000rpm, apos a primeira centrifugacao a parte liquida foi
desprezada e o botdo celular suspenso em PBS (NaCl, KCIl, KH,PO,4, Na;HPO,
anidro, H,O qg.s.p.) e essa mistura foi centrifugada novamente da mesma forma

como descrito anteriormente.

Figura 6 — Pelete formado a partir da centrifugagéo

Outro teste foi realizado para a separacdo dos peletes, porém nesse caso a
centrifugacdo das aliquotas de leite foi feita durante 20 minutos, a 4°C sob uma
Forca Centrifuga Relativa de 4509 e o leite foi previamente misturado com PBS em
diferentes concentragBes para avaliar a limpidez do pelete. Apds centrifugagéo, a

parte liquida foi desprezada e o botdo celular suspenso em PBS. Essa mistura foi
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recuperada com auxilio de pipeta automatica e transferida para eppendorfs, que
foram centrifugados novamente sob uma For¢ca Centrifuga Relativa de 28g, por 6
minutos a 4°C.

Um terceiro teste foi realizado, os procedimentos descritos anteriormente
também foram utilizados (centrifugacdo do leite puro e lavagem com PBS), porém
apos a centrifugacdo usual, também foram centrifugadas aliquotas de botdes
celulares suspensos em PBS em cito-centrifuga por 6 minutos sob uma Forca
Centrifuga Relativa de 28g.

Outro teste foi realizado, utilizando Ficoll Paque Plus, ja que sua densidade e
osmolaridade sdo Otimas para isolar linfécitos sanguineos. ApoOs centrifugacdo
descrita anteriormente (centrifugagéo do leite puro e lavagem com PBS), os botdes
foram ressuspendidos em 1mL PBS e adicionados a 6,5mL de Ficoll para
centrifugacdo sob 2000rpm, por 30 minutos a 4°C, com isso formaram-se 4
diferentes camadas que foram utilizadas para esfregacos.

Posteriormente foram testados diferentes corantes para identificacdo das
células epiteliais apoptoticas presentes nos peletes e nos esfregacos provenientes
da cito-centrifugacao e lidos em microscopio 6ptico comum com Gleo de imersao.

Quando foram obtidos peletes, os mesmos foram recuperados dos tubos
Falcon com auxilio de uma alca e colocados em laminas previamente preparadas
(lavadas e secas) em uma area de 4x2cm para realizacdo do esfregaco, apos
secagem do contetdo colocado nas laminas procedeu-se a coloragdo: cobertura do
esfregaco com solucdo corante (Rosenfeld), lavagem em &gua corrente até sair
totalmente o corante e secagem com gaze ou papel higiénico macio. Quando lidas
no microscopio as células ficaram sobrepostas, jA que o esfregagco ficou muito

grosso, sendo dificil visualizar e diferenciar as células (Figura 7).
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As laminas provenientes da cito-centrifugacdo também foram coradas com
Rosenfeld e, nesse caso, o esfregacgo ficou mais fino e, portanto, de facil leitura,

porém também foi dificil identificar as células epiteliais (Figura 8).

Fp—.—. - A8 AN ——

Figura 7 — Esfregacos corados (Rosenfeld)

‘.

Figura 8 — Esfregacos de citocentrifugacéo corados (Rosenfeld)

Os esfregagos feitos a partir das aliquotas de Ficoll foram corados com o
corante Pandético (Instant Prov). As camadas obtidas concentraram diferentes
guantidades de células, sendo visiveis muitos leucocitos e estruturas que nao foram
identificaveis (Figura 9).

Para tentar diferenciar as células epiteliais das demais, utilizamos o kit de
corantes para Papanicolaou (Sigma), composto dos seguintes corantes:
Hematoxilina de Harris, Orange G e EA 36 (verde luz, eosina amarelada e marrom
Bismarck), responsaveis pela coloracdo de células esfoliantes, ou, nesse caso, as
células epiteliais alveolares apoptéticas. Seguindo as instru¢cdes recomendadas pelo

produto, procedeu-se a coloragdo. Os esfregacos ficaram muito espessos, sendo
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dificil visualizar as células de forma a poderem ser quantificadas, porém o corante

apresentou-se de forma satisfatéria (Figura 10).

Figura 9 — Esfregacos de Ficoll corados (Panético)

Figura 10 — Esfregaco de citocentrifugacdo corado (Papanicolaou)

Dosagem hormonal

O plasma era descongelado oportunamente para ser utilizado para as
analises de cortisol (CORT), que foram realizadas através de kits imunoenzimaticos
(Diagnostic Systems Laboratory Inc) e executadas no Laboratério de Fisiologia
Animal da FZEA/USP.

O procedimento segue o principio basico do imunoensaio enzimatico, onde
existe competicdo entre um antigeno ndo marcado e um antigeno marcado com
enzima por um numero fixo de sitios de ligacdo no anticorpo. A quantidade de
antigeno marcado com enzima ligada ao anticorpo é inversamente proporcional a
concentracdo da substancia ndo marcada que esta sendo analisada na amostra. O

material ndo ligado é removido por decantacéo e lavagem das cavidades.
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Para mensura¢do do CORT uma curva padréo foi determinada utilizando-se 7
pontos com concentragfes variando de 0,5 a 60 pg/dL de cortisol, a leitura dos
resultados foi feita em leitor do tipo Elisa (Multiscan MS, Labsystem) utilizando
comprimento de onda de 450nm. Os coeficientes intra e interensaio foram
calculados para CORT a partir do valor médio da curva padrao utilizada e amostras

controle.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Componentes do leite

Os teores de proteina, lactose e gordura foram monitorados mensalmente
para investigar se existe correlagcdo com o nivel plasmatico de CORT ja na semana
final do experimento, diariamente, para investigar se ha influéncia da liberagédo de

CORT causada pela administracao frequente ACTH.

Proteina
O Gréfico 1 possui as médias dos teores de proteina do leite das fémeas que
nao receberam ACTH durante a lactacéo, portanto, o grupo controle e o das fémeas

do grupo ACTH, com seus respectivos coeficientes de determinacao.

Proteina (% m/m)
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Gréfico 1 — Teores de proteina no leite de ambos os grupos durante a lactagéo.
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Em ambos os grupos houve distribuicdo linear, com efeito do tempo sobre a
concentracdo de proteina durante o periodo de lactacdo (Tabela 1), porém sem

efeito do tratamento sobre essa concentracao (p>0,05).

Tabela 1 — Médias das concentracdes protéicas do leite de cabras Saanen durante a lactacéo

Grupos

Datas Placebo ACTH

8/1 2,64+0,34%% 276+0,21"°
22/1 2,82+0,22%%* 2091+0,25"°
12/2 2,86+0,21%%* 282+0,27"
19/2 2,83+0,24%%® 278+0,25"°
4/3 2,95+0,33%™ 2,89+0,16"°
6/5 3,04+0,617" 3,35+0,40"°
25/5 3,17 +0,25"°% 328 +0,30""
10/6 332+0,71%° 3,29+0,32""
24/6 3,19+0,37%% 3,35+0,35"°
8/7 3,25+0,49"% 324+0,16""
2217 3,39+0,47%° 3,33+0,24"°
20/8 3,27 +0,26"% 345+0,21""

Letras mailsculas para linhas (tratamentos) e minlsculas para colunas (lactacdo). Letras nao
coincidentes indicam diferenca significativa (Tukey, a=0,05).

Quando se analisou a concentragdo de proteina de animais submetidos a
estresse prolongado, isto €, com aplicacdo de ACTH por trés dias consecutivos, a
curva que melhor explicaria a distribuicdo da média dessas concentracdes foi

polinomial, o que se pode observar no gréfico 2.
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Proteina (% m/m)
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Gréfico 2 — Teores de proteina no leite de ambos os grupos na dltima semana de lactagéo.

A distribuicdo dos valores de ambos os grupos nao foi diferente entre si, nem
durante os dias de coleta (p>0,05).

A concentracdo protéica nos dois diferentes momentos do experimento
(estresse pontual e prolongado) obteve curvas de distribuicdo diferenciadas, pois
houve ascensédo dos valores durante a lactagdo, com distribuicdo linear quando se
estudou o estresse pontual, ja no estudo do estresse prolongado, a distribuicdo das
médias da concentracdo protéica obteve distribuicdo polinomial, com valores
oscilando entre 3,13+0,09 e 3,23+0,07% para animais do grupo Placebo (controle) e
ACTH respectivamente.

Os valores encontrados no periodo experimental caracterizado pelo estresse
prolongado sdo semelhantes aos valores encontrados no més anterior a esse

estresse, isto €, quando 0s animais encontravam-se em periodo de estresse pontual,
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portanto ndo houve influéncia do estresse por trés dias consecutivos na evolucdo da
curva de distribuicdo da concentragdo protéica.

Segundo Queiroga et al. (2007) a proteina é um dos componentes do leite
gue apresenta concentracdo mais estavel e ndo apresenta grandes variagcdes ao
longo de toda a lactagédo, afirmativa que contradiz o que foi observado no
experimento, j& que houve diferencas entre o inicio e final da lactacdo
independentemente do tratamento com ACTH.

A ascensdo dos teores protéicos durante a lactacao foi observada por
Barbosa et al. (2002), que encontraram valores medianos de 3,0+0,5%, ao mesmo
tempo, porém, Gomes et al. (2004) obtiveram valores estaveis em toda a lactagéo,
com média de 3,27%, assim como Prata et al. (1998), que observou valores por
volta de 2,97% em cabras Saanen.

Barbosa et al. (2002) relacionaram os teores de proteina a producéo de leite,
portanto quando houve o pico de produgéo a concentracao protéica era menor e no
final da lactac@o os teores eram maiores, corroborando com os dados encontrados,
j& que as cabras iniciaram a lactacdo com teores de, em meédia, 2,70% e finalizaram
a lactagcdo com média de 3,36%.

Brasil et al. (2000) ao submeter cabras ao estresse calérico ndo observaram
valores semelhantes de proteina, pois animais estressados obtiveram menores
teores protéicos, equivalente a, em média, 2,82%, contra 3,01% de média do teor
protéico dos animais ndo estressados. Porém estes valores estdo associados a
alimentacdo dos animais, ja que os submetidos a estresse calorico ingerem menos
nutrientes (alimentos e agua).

Fredeen (1996) relaciona a nutricdo dos animais a alteracdes no teor protéico

do leite, assim como Brito (2004), que cita a ingestdo de energia através de
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carboidratos como principal fator de variavel nos teores protéicos. Sabe-se que 0s
aminodcidos presentes no plasma sanguineo servem como fontes para sintese de
proteinas pelas células da glandula mamaria, em experimento, Canaes (2007)
constatou que animais submetidos a estresse via transporte, com aumento dos
niveis de CORT nédo apresentaram aumento nos teores de proteina sanguinea, o
gue explica a semelhanca da distribuicdo das concentracdes de proteina no leite das

fémeas do presente experimento.

Gordura
Os coeficientes de determinacdo do grafico abaixo (Grafico 3) foram

elaboradas através dos valores médios da gordura no leite das cabras, durante toda

a lactacéo, de ambos grupos experimentais.

Gordura (% m/m)
w

0 T T T T T T T
NN LN AN~ SR\ AN LN U S o

Data

—e— ACTH
—v— Placebo

Gréfico 3 — Teores de gordura no leite de ambos os grupos durante a lactacao.
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A distribuicdo média dos teores de gordura ajustou-se melhor a uma curva,
porém obteve coeficiente de correlagdo pouco menor quando os pontos foram
dispostos em uma reta ascendente. A concentracdo dos teores de gordura foi igual
durante toda a lactacdo em ambos os grupos (p>0,05).

Ja quando os animais foram submetidos a estresse prolongado, a curva
polinomial de terceira ordem obteve alto coeficiente de correlacdo, no gréafico 4

observa-se a distribuicdo das concentracdes de gordura.

Gordura (% m/m)
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Gréfico 4 — Teores de gordura no leite de ambos 0s grupos na ultima semana de lactacao.

N&o houve diferengas entre os grupos, em ambos a distribuicdo das
concentracdes apresentou 0 mesmo comportamento, porém houve efeito do tempo

em ambos (p>0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Médias das concentracBes de gordura do leite de cabras Saanen na Ultima semana de
lactacéo.

Grupos
Datas Placebo ACTH
22/9 4,05+ 0,45 3,73+0,60"%
23/9 3,61+0,70"% 3,48 +1,07"?
24/9 3,83+045"® 4,27+ 1,08"°
25/9 431+046"° 4,12+0,89"°
26/9 3,85+0,30 "% 3,76 + 0,88 "

Letras mailsculas para linhas (tratamentos) e minlsculas para colunas (lactacdo). Letras néo
coincidentes indicam diferenca significativa (Tukey, a=0,05).

Em ambos os momentos experimentais (estresse pontual e prolongado) a
distribuicao dos teores de gordura obteve melhor ajuste a uma curva, porém durante
a lactacdo a variagdo dos teores foi de 3,37+0,87 e 3,64+0,64% para 0 grupo
Placebo (controle) e ACTH respectivamente. Ja nos dias em que os animais foram
estressados continuamente, houve variagdo de 3,88+0,4 e 3,96+0,35% para ambos
os grupos (Controle e ACTH respectivamente).

Apesar de obterem menor variacdo durante o estresse prolongado, os teores
de gordura foram diferentes devido ao menor periodo estudado se compararmos aos
teores de uma lactacdo inteira. Segundo Queiroga et al. (2007) durante a lactagéo,
os teores de gordura no leite de cabras Saanen sofrem variagbes que oscilam de 2,9
a 3,5% (apenas 0,6% de variacdo), diferentemente dos valores encontrados no
presente experimento, que variaram entre 2,75 e 4,25%. No presente estudo houve
variacdo de até 1,5%, assim como no estudo de Ramos e Juarez (1981), cujo
percentual de variacao foi de 1,9, com teores protéicos que oscilaram de 2,5 a 4,4%.

Teixeira et al. (2003) ao estudarem a lactagdo de vacas Holandesas nédo
encontraram valores diferentes de gordura, assim como Chagas (2005), que ao
suplementar cabras ndo observou alteragbes no percentual de gordura durante a

lactagdo. J& Zeng e Escobar (1995), com valores medianos de 3,73% e Zeng et al
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(1997), com valores de 2,91+0,16% observaram médias de gordura decrescentes
durante a lactacdo de cabras.

Em contrapartida, Voutsinas et al. (1990) verificaram valores crescentes de
gordura durante a lactacdo de cabras, variando de 2,6 a 4,9%, Rota et ai (1993)
também verificaram aumento dos teores de gordura, assim como Barbosa et al.
(2002), que citaram aumento nos teores de gordura (3,5 a 4,5%), relacionando a
producdo de leite, portanto conforme diminui a quantidade de leite, aumenta a
percentagem de gordura.

Brasil et al. (2000) verificaram valores menores de gordura em cabras
submetidas a estresse calorico, fato explicado pela diminui¢cdo da ingestéo de fibras
e também pelo aumento da taxa metabolica (GONZALEZ, 2003).

Conforme Brito (2004) e Gomes et al. (2004) a gordura é o componente que
sofre maior variacdo durante a lactacdo, sendo dependente de fatores nutricionais,
excesso de concentrado ou escassez de fibra, talvez seja a explicacdo dos teores de
gordura ndo terem sido diferentes entre os grupos durante o experimento, ja que

ambos 0s grupos experimentais receberam a mesma dieta durante o experimento.

Lactose
O gréfico 5 possui teores médios das concentragfes de lactose no leite das
cabras do grupo controle e do grupo ACTH e coeficientes de determinacdo para os

dois grupos experimentais.
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Gréfico 5 — Teores de lactose no leite de ambos os grupos durante a lactagéo.

Tanto no grupo controle quanto no grupo ACTH as concentracdes médias de
lactose obtiveram distribuicdo polinomial. Apesar de n&o ter havido efeito do
tratamento, a concentracdo de lactose sofreu alteragbes durante a lactacdo em

ambos os grupos (p>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias das concentracdes de lactose do leite de cabras Saanen durante a lactagéao.

Letras mailsculas para linhas (tratamentos) e minlsculas para colunas (lactacdo). Letras nao

Grupos
Datas Placebo ACTH
8/1 473+0,16"° 4,66 + 0,33 "¢
22/1 4,70+0,10"° 4,50 + 0,31 ~°
12/2 4,69+0,09"° 459+0,34"%
19/2 459 +0,20"% 4,37 +0,30 "%
4/3 4,46 +0,14" 4,33 +0,35"
6/5 4,22+0,89"%® 401+0,31%°
25/5 4,38 +0,19"" 4,14 +0,16 #*°
10/6 413+0,25"% 4,00 +0,27 "%
24/6 4,30 + 0,29 4% 424 + 0,18 *"™
8/7 410+0,19"”%  4,04+0,48°%
22/7 4454029 402+0,15"®
20/8 4,57 +0,18"% 4,39 + 0,31 A%

coincidentes indicam diferenca significativa (Tukey, a=0,05).
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Submetidas a estresse prolongado, as cabras obtiveram concentracfes de

lactose distribuidas em curva de quarta ordem, como se observa no grafico 6.

Lactose (% m/m)
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Gréfico 6 — Teores de lactose no leite de ambos 0s grupos na ultima semana de lactacéo.

Nesse caso, ndo houve diferencas entre os grupos e ambos sofreram
alteracbes na concentracdo de lactose durante os dias experimentais (p>0,05)

(Tabela 4).

Tabela 4 - Médias das concentracbes de lactose do leite de cabras Saanen na Ultima semana de
lactacéo.

Grupos
Datas Placebo ACTH
22/9 4,40+0,16 % 4,32+0,36"%
23/9 435+0,36"% 4,28 +0,59"2
24/9 4,65+0,11"° 4,50+ 0,26 "¢
25/9 4,39 +0,40*® 4,39 +0,51 "
26/9 451+0,15"° 4,45+ 0,23"¢°

Letras mailsculas para linhas (tratamentos) e minlsculas para colunas (lactacdo). Letras néo
coincidentes indicam diferenca significativa (Tukey, a=0,05).

A lactose é o componente mais estavel do leite, ja que ela é responsavel por

50% da pressédo osmatica do leite, sendo sua concentragéo estabilizada pelo volume
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de agua necessario para que o leite seja isotbnico ao citoplasma celular. Assim,
mesmo com a maior disponibilidade de glicose no sangue e, consequente, aumento
na sintese de lactose, ndo havera aumento da concentracdo deste componente no
leite e sim aumento do volume de leite produzido (GONZALEZ; CAMPOS, 2003),
portanto possui pequena relagdo com a nutricdo dos animais (FREDEEN, 1996), se
analisada sem levar em consideracao a producéo leiteira, ja que a sintese de lactose
depende da glicose sanguinea advinda da alimentagc&o dos animais.

No inicio da lactacéo os valores de lactose do presente estudo foram maiores
(4,4 e 4,32%) que os valores encontrados ao final, resultado também encontrado por
Voutsinas et al. (1990), que obteve valores oscilando de 3,9 a 4,7% durante a
lactagdo, Zeng et al. (1997) e Gomes et al. (2004) também relataram queda na
concentracdo de lactose com o avango da lactagdo de cabras. J& Zeng e Escobar
(1995) encontraram teores constantes para toda a lactacdo de, em média, 4,42%,
assim como Barbosa et al. (2002).

Brasil et al. (2000) encontraram valores diferentes na concentragéo de lactose
ao submeterem cabras Pardas-Alpinas a estresse térmico, sendo de 4,66% para
animais em termoneutralidade, contra 4,63% para as fémeas submetidas ao
estresse, esse fator € explicado pelos autores como consequéncia da ingestdo de
nutrientes, ja que o grupo estressado ingere menos alimento e agua, produzindo
menos leite com menos componentes (proteina, gordura e lactose).

As concentracdes médias de lactose no leite das cabras do presente
experimento (4,42%) foram muito semelhantes as encontradas por Prata et al.
(1998), que apresentou média de 4,35% de lactose no leite de cabras Saanen

criadas na regido sudeste do Brasil.
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A concentracdo de glicose no plasma sanguineo influencia a quantidade de
lactose sintetizada pela glandula mamaria, Delgado (2008), ao tratar animais com
ACTH ndo observou aumento nos niveis de glicose plasméatica, o que explica a
semelhante curva de distribuicdo das concentracdes de lactose de ambos 0s grupos
do presente experimento.

Em ambas as fases do experimento a concentracdo de lactose apresentou-se
de forma semelhante, o que nos leva a concluir que o estresse pontual (ao longo da
lactacdo) e o estresse prolongado (durante trés dias seguidos) ndo influenciaram a

concentracao desse componente no leite das cabras.

Contagem de Células Sométicas (CCS)
O gréfico 7 demonstra as distribuicbes das médias do Log de CCS dos grupos

experimentais.
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Graéfico 7 — Contagem de Células Somaticas no leite de ambos os grupos durante a lactagao.
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Apesar de apresentarem curvas de distribuicdo de Log de CCS diferentes, os
valores compreendidos nelas sdo semelhantes, portanto ndo houve efeito do
tratamento sobre a concentracdo das células somaticas, porém houve efeito do

tempo sobre essa distribuicédo (p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 - Médias das concentracdes de Log de CCS do leite de cabras Saanen durante a lactagéo.
Grupos

Datas Placebo ACTH

1/4 6,131+ 0,176 *° 5,916 + 0,170 **

6/5 5,557 + 0,194 *? 6,010 + 0,627 ~

21/5 5,880+ 0,401 *" 5,802 + 0,273 #?*

10/6 5,902 + 0,406 *® 5,700 + 0,504 *2

25/6 5,825+ 0,454 " 5,885+ 0,430 "™

8/7 5,809 + 0,498 *® 6,014 + 0,730 * %

23/7  5,880+0,400*" 6,077 +0,579*°

20/8 5,762 +0,235"" 5757 +0,125"%
Letras mailsculas para linhas (tratamentos) e minlUsculas para colunas (lactacdo). Letras néo
coincidentes indicam diferenca significativa (Tukey, a=0,05).

Fémeas submetidas a estresse prolongado apresentaram curvas de
distribuicdo distintas, sendo a do grupo Placebo (controle), quadratica e a do grupo

ACTH, linear (Grafico 8).
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Gréfico 8 — Contagem de Células Somaticas no leite de ambos 0s grupos na ultima semana de
lactacao.

Nesse caso, com estresse prolongado, a concentracao do Log de CCS sofreu

influéncia do tempo apenas no grupo desafio, diminuindo (p>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6 - Médias das concentra¢des de Log de CCS do leite de cabras Saanen na Ultima semana de
lactacao.

Grupos
Datas Placebo ACTH
24/9 5,935+ 0,149 ® 6,246 + 0,262 *°
25/9 5,92 +0,245%% 6,115 + 0,359 *°
26/9 5,948 + 0,106 *? 5,949 + 0,261 *?
Letras mailsculas para linhas (tratamentos) e minlsculas para colunas (lactacdo). Letras néo
coincidentes indicam diferenca significativa (Tukey, a=0,05).

As médias de CCS apresentadas neste trabalho (1000+300x10°cel/mL de
leite) sdo altas se consideradas as CCS no leite de cabras Saanen criadas na regiao
sul do Brasil (ZAMBOM et al., 2005a; ZAMBOM et al., 2005b), porém Andrade et al.
(2001) observaram valores de CCS maiores em cabras de raca Alpina de alta

producao.
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Os valores encontrados estao situados na faixa indicada para animais sadios
(auséncia de mastite) 270 a 2000x10°/mL de leite (PAAPE et al., 2001), indicando
gue a ordenha e o manejo dos animais foram realizados de forma adequada e que
nao houve influéncia do tratamento com ACTH na CCS do leite de cabras.

O fato de a CCS ter diminuido quando as fémeas foram submetidas a
estresse prolongado (trés dias consecutivos) ndo era 0 que se esperava, ja que o
estresse supostamente eleva a apoptose das células epiteliais (STEFANON et al.,
2002; BOUTINAUD et al., 2004, TIAN et al., 2005), porém Peters (2002) sugere que
uma curva normal de CCS possui queda gradual na concentracdo dessas células

apos o pico de lactacao.

Producéo leiteira
O grafico 9 contém valores da média da producéo leiteira das cabras durante
a lactacdo e o grafico 10, producdo diaria dos animais submetidos a estresse

pontual.
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Gréfico 9 — Producdo leiteira de ambos os grupos na durante a lactagéao.

As fémeas ndo apresentaram diferencas produtivas durante a lactacéo. E o
pico de lactacdo pode ser observado no gréafico 9 para ambos 0s grupos no més de

dezembro.
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Gréfico 10 — Producdo leiteira de ambos os grupos na Ultima semana de lactacao.

As fémeas ndo apresentaram diferencas produtivas quando submetidas a
estresse pontual e ambos os grupos obtiveram alto coeficiente de correlagédo quando
os pontos foram dispostos em uma curva. Também nao houve efeito do desafio com
ACTH/Placebo sobre a producgéo de leite dos animais experimentais (p>0,05).

Através dos valores de producdo dos animais foram calculados os
coeficientes de persisténcia, sendo em média iguais a 0,85 para o grupo Placebo
(controle) e 0,83 para o grupo ACTH, que indica que n&do houve diferencas entre os
grupos. Conforme Jardim (1986) cabras leiteiras especializadas apresentam
coeficiente de persisténcia variando de 0,79 a 0,96 e segundo Graminha (1999) a

persisténcia é ainda maior e animais de primeira lactagao.
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Animais submetidos a estresse térmico apresentam menor média de
producéo leiteria (NAAS; ARCARO Jr., 2001; ARCARO Jr. et al., 2003), porém no
presente experimento ndo houve influéncia do estresse via ACTH sobre a producao
de leite, ja que as médias mensais de producao apresentaram-se de forma usual,
iniciando com 1,95+0,05L e finalizando a lactacdo com producdo média de
1,09+0,02L, valores pouco menores que os encontrados por Rodrigues et al. (2006),
que foram de 2,40L ao inicio da lactacdo de cabras Saanen primiparas e 1,90L ao

final da lactacdo, porém semelhantes aos citados por Barros et al (1992).

Niveis plasmaticos de Cortisol
O grafico 11 possui curvas de distribuicdo calculadas através das médias dos

niveis plasmaticos de CORT durante os dias de desafio.
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Gréfico 11 — Niveis plasméaticos médios de cortisol durante o periodo experimental em dias de
aplicacdo de ACTH/Placebo.
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Os niveis plasmaticos de CORT obtiveram o mesmo modelo de distribui¢cdo
(grafico 11) em todos os dias de desafio. Antes de receberem ACTH/Placebo ambos
0S grupos apresentaram concentragfes basais de CORT, nos tempos -30 (meia
hora antes da aplicacdo de ACTH/Placebo) e 0 (momentos antes da aplicacdo),
indicando que ndo houve estresse durante a aplicacdo do ACTH/Placebo, assim
como relataram Duvaux-Ponter et al. (2003) e Canaes (2007), a diferenca entre os
grupos é percebida 60 minutos apds a aplicacdo do hormonio, ja que a concentracdo
de CORT foi maior no grupo ACTH, quando comparado ao grupo Placebo (controle)
(Tabela 7), no momento em que h& o pico de liberacdo de CORT (ESCOBAR et al.,
1998).

J& no tempo 120 a concentracdo de CORT ainda se encontrava em niveis
altos no grupo que recebeu ACTH, também elucidado por Escobar et al. (1998), os

valores retornaram ao basal ap6s 300 minutos da aplicacdo do ACTH (p>0,05).

Tabela 7 - Médias das concentragGes de Cortisol plasmatico de cabras Saanen submetidas a
aplicacdo de ACTH/Placebo.

Tempos Grupos

da coleta

(min) Placebo ACTH
-30 13,70%% 14,672
0 549%%  540°°
60 7,26%%  63,548°
120 6,65%%  53708"
300 6,91%% 1535"°

Letras mailsculas para linhas (tratamentos) e minlsculas para colunas (lactacdo). Letras néo
coincidentes indicam diferenca significativa (Tukey, a=0,05).

O grupo Placebo (controle) ndo obteve diferencas nas concentragbes de
CORT plasmatico (p>0,05), valores esperados e citados por Delgado (2008), ja que
nao houve estimulo da adrenal, pelo ACTH ou outro tipo de agente estressor, para
gue houvesse a liberagdo de CORT (PINEDA; DOOLEY, 1999). Em contrapartida o

grupo experimental que recebeu ACTH obteve médias plasmaticas de CORT nos
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tempos 60 e 120 superiores as médias do outro grupo, indicando que houve efeito
do ACTH. O que indica que animais estressados tendem a diminuir a qualidade e
produtividade do leite ndo somente devido aos niveis de CORT.

Essa mesma disposi¢céo dos pontos da curva de CORT também foi observada

nos dias em que houve estresse prolongado, como se pode visualizar no grafico 12.
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Graéfico 12 — Niveis plasmaticos médios de cortisol durante o periodo experimental em dias
consecutivos de aplicacdo de ACTH/Placebo.

Os pontos obtiveram a mesma disposi¢cdo em ambos os graficos (12 e 13), o
que também indica que houve producdo de CORT apos a aplicacdo de ACTH em
dias consecutivos, isto &, em dias de estresse prolongado.

Durante a lactagcéo, nos meses em que ndo houve aplicacdo de ACTH, foram
feitas coletas simples, apenas para monitorar 0os niveis basais dos animais e avaliar
se as fémeas do grupo desafio ndo obteriam valores de CORT maiores, devido a

adaptacao a aplicacdo do horménio.
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N&o houve diferencas entre os grupos, quando se analisaram 0s niveis basais
de CORT, fato que indica que ndo houve elevacdo de CORT nas fémeas do grupo
gue recebia ACTH a cada dois meses, fato que pode ser percebido através do

grafico 13.
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Graéfico 13 — Niveis basais de cortisol de ambos os grupos.

Os animais submetidos a estresse pontual durante a lactacdo apresentaram
valores crescentes na concentracdo de CORT basal, porém sem diferencas.
Provavelmente se as fémeas continuassem com o tratamento com ACTH, o
horménio poderia promover a manutencéo dos niveis elevados de CORT causando
alteracdes metabodlicas que reduziriam a produtividade dos animais leiteiros,
principalmente daqueles mais produtivos (MOBERG, 1987; MAYER; LEFCOURT,
1987; MACUHOVA et al., 2002).

Em ambas as fases experimentais a distribuicdo das concentracdes de CORT

apresentaram-se da mesma forma, apesar das fémeas terem sido submetidas a
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estresse prolongado, os niveis basais de CORT foram semelhantes em ambos os
grupos durante os trés dias de aplicacdo do horménio (p>0,05).

Analisando as médias de producao leiteira e de CORT, observa-se que néo
h& correlacdo entre esses valores, isto €, nem sempre animais mais produtivos
apresentam elevados niveis de CORT, reduzindo a producéo leiteira, assim como
todas as fémeas menos produtivas ndo apresentam padrdes na distribuicdo dos
niveis de CORT, ou abaixo ou acima da média.

A producdo de CORT também n&o pareceu influenciar na qualidade do leite
produzido pelas fémeas experimentais, ja que as variagbes nos componentes do
leite (proteina, gordura e lactose) ndo acompanharam as variagdes nos niveis de
CORT, tanto no grupo ACTH quanto no grupo Placebo (controle).

Podemos afirmar que ndo houve uma tendéncia na correlag@o entre niveis de

CORT, qualidade e quantidade de leite.
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CONCLUSAO

Como nédo houve diferencas entre os componentes do leite, concluimos que
apesar dos animais terem produzido CORT, ndo houve queda na qualidade
tampouco na quantidade de leite produzido, portanto o estresse de curta duracdo

nao traz prejuizos produtivos ao animal.
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