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PRODUCAO LEITEIRA EM CABRAS DA RAGA SAANEN: INFLUENCIA DOS

HORMONIOS CORTISOL E IGF-I

RESUMO - A selecao de animais mais precoces e produtivos, e a melhoria da
qualidade do leite sdo os principais objetivos dos caprinocultores. Com o objetivo de
avaliar a interacdo de dois importantes horménios, o Cortisol (CORT) e o Fator de
Crescimento Analogo a Insulina -1 (IGF-1) na lactacéo, e suas possiveis influéncias no
desenvolvimento da glandula mamaria, producao e qualidade do leite, 38 cabritas (na 12
fase do experimento) e 24 cabras (na 22 e 32 fase do experimento) Saanen divididas em
quatro grupos (G1- tratadas com GH e desafiadas com ACTH; G2 — tratadas com GH e
desafiadas com placebo; G3 — tratadas com placebo e desafiadas com ACTH; e G4 —
tratadas com placebo e desafiadas com placebo). Ao longo de todo experimento foram
realizadas coletas de sangue pontuais e durante os desafios, medidas morfométricas
internas e externas de ubere e tetos foram realizadas e andlises da composicao do
leite. Nao houve diferenca no desenvolvimento de Ubere e tetos entre animais tratados
e nao tratados com GH, porém houve maior produgédo de leite pelos animais tratados,
confirmando a eficiéncia do hormdnio em promover maior persisténcia de lactacao.
Também houve uma resposta antagénica do IGF-1 ao CORT, durante o desafio das
cabras na 32 fase do experimento, resultado que pode indicar que animais adultos
tratados com GH sdo menos suscetiveis ao estresse que os animais nao tratados. O
desafio com ACTH e o tratamento com GH né&o alteraram a composi¢cao do leite e a
contagem de células sométicas.

Palavras — Chave: ACTH, GH, glandula mamaria, morfometria, ultra-som



YIELD MILK IN SAANEN GOATS: INFLUENCE OF HORMONES CORTISOL AND

IGF-I

SUMMARY - The selection of early animals and more productives, and improving
the quality of milk are the main goals of goat breeders. With the objective of evaluating
the interaction of two important hormones, cortisol (CORT) and the Insulin-Like Growth
Factor -1 (IGF-1) in milk, and their possible influences on the development of the
mammary gland, yield and quality of milk, 38 kid goats (the 1st. phase of the trial) and
24 goats (in the 2nd and 3rd phase of the trial) Saanen divided into four groups (G1-
treated with GH (growth hormone) and challenged with ACTH (adrenocorticotropic
hormone), G2 - treated with GH and challenged with placebo; G3 - treated with placebo
and challenged with ACTH, and G4 - treated with placebo and challenged with placebo).
Throughout experiment samples of blood were collected, internal and external
morphometric measures of udder and teats reviews were performed and were
performed composition of milk. There were not differences in the development of udder
and teats of animals treated and not treated with GH, but treated animals showing
higher production than non treated goats, confirming the effectiveness of treatment with
GH in promoting increase on persistence of lactation. There was also a response of IGF-
1 antagonist to CORT, the challenge of goats during the 3rd phase of the experiment,
result that may indicate that adults treated with GH are less susceptible to stress that the
animals not treated. The challenge with ACTH and treatment with GH did not alter the

composition of milk and somatic cell count.

Palavras — Chave: ACTH, GH, mammary gland, morphometry, ultrasound



| INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a producéo leiteira tem aumentado gradualmente e o Brasil
passou de importador a exportador de leite e produtos lacteos. Contudo, quando
comparado a outros paises o consumo de leite in natura e derivados no Brasil € baixo.
Isto indica que existe um potencial para o crescimento do consumo interno para estes
alimentos de excelente qualidade nutricional. Ao mesmo tempo, melhorias na qualidade
do leite e dos produtos industrializados sdo necessarios para atender as exigéncias dos
mercados internacionais mais rentaveis. Pois na disputa por esses mercados, o produto
brasileiro enfrenta paises, reconhecidamente competentes neste setor, que exploram
ao maximo nossas limitacoes.

Sem duvida a melhor compreensdo dos fenémenos fisiolégicos relacionados a
lactacdo sdo fundamentais e determinantes na evolucédo da qualidade do produto final,
pois se relacionam diretamente com a producao e qualidade do leite obtido na ordenha
mecanizada. Embora, o estresse seja importante em todo e qualquer processo de
adaptacdo, promovendo respostas fisioldgicas e comportamentais que permitem ao
organismo priorizar energia para reconstituicdo de sua homeostasia. A somatéria de
diferentes fontes de estresse pode, a longo prazo, promover a manutencao de
concentracdes elevadas de cortisol (CORT) causando alteracbes metabdlicas e
imunolégicas que reduzem a longevidade dos animais leiteiros. Em situa¢des pontuais,
algumas praticas de manejo tém sido relacionadas ao estresse influenciando
negativamente a produtividade e a qualidade do leite produzido.

Deste modo, o estudo do estresse pode também trazer beneficios econémicos
aos produtores que passam a adotar praticas de manejo que consideram o conceito de
bem-estar animal. Por esta razdo, a administragdo exégena do ACTH, que promove a
liberagdo de CORT, vem sendo utilizada para mensurar a habilidade dos animais em
suportar adequadamente as diferentes situagdes estressantes impostas ao longo da
vida produtiva dos animais domeésticos. Ha algum tempo, estes estudos vem gerando
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conhecimentos que permitem orientar e adequar o manejo dos animais leiteiros,
melhorando assim seu bem-estar e produtividade.

Por outro lado, a administracdo exdgena do hormdnio de crescimento (GH) ou
somatotropina (ST) € uma pratica adotada por muitos produtores que pretendem
produzir mais leite num determinado periodo. O GH também vem sendo utilizado em
estudos que buscam otimizar o crescimento de vérias espécies de ruminantes. Em
parte, estes efeitos bioldgicos estdo relacionados ao aumento da sintese e liberagcao
hepatica do IGF-1 pela acao direta do GH.

Atualmente, alguns autores também sugerem que o IGF-1 pode diminuir os
efeitos deletérios impostos pelas situacbes estressantes. Cabe ressaltar, que em
diferentes espécies de animais de laboratério, o IGF-1 vem sendo relacionado ao
aumento da resisténcia ao estresse e aumento da longevidade dos animais.
Aparentemente, as acobes biologicas do IGF-1 se contrapéem diretamente as acdes do
CORT, caso esta hip6tese se confirme durante a lactacdo, o IGF-1 pode ser utilizado
para minimizar o efeito do estresse sobre a redug¢do da quantidade e qualidade de leite
produzido.

1.1 OBJETIVOS

1.11 Geral

Monitorar os niveis dos horménios CORT e IGF-1 em fémeas caprinas da raca
Saanen, procurando verificar se € possivel relacionar os niveis de ACTH e GH a um
maior desenvolvimento da glandula mamaria; diminuicdo de estresse e a quantidade e

qualidade do leite produzido.



1.1.2 Especificos

Avaliar uma possivel agdo antagbnica entre os horménios IGF-1 e CORT em
cabritas (desenvolvimento) e cabras (lactacao).
Avaliar a influéncia do tratamento com GH no desenvolvimento do Ubere de

cabritas Saanen.

Constatar a possibilidade de uso da ultra-sonografia como instrumento de
medicao de desenvolvimento de Ubere e tetos em cabritas.

Verificar alteragdes na qualidade do leite de animais tratados com GH e
desafiados com ACTH.



Il REVISAO DE LITERATURA

2.1 HORMONIO DE CRESCIMENTO

A somatotropina (ST) ou horménio de crescimento (GH) foi descoberta ha mais
de 70 anos, quando um extrato de pituitaria foi preparado e injetado em ratos,
resultando no aumento excessivo de seu crescimento (BAUMAN, 1992). O primeiro
estudo que descreveu a acdo da ST na producdo leiteira foi realizado por um
pesquisador russo em 1937, via inje¢cdo de um extrato de pituitdria em vacas leiteiras
(ASIMOV & KROUZE, 1937).

Apbs muitas tentativas, a producdo da ST foi obtida pela técnica de DNA
recombinante, sendo o primeiro produto comercial produzido pela engenharia genética
(BAUMAN, 1992). Esta técnica permite a inclusdo do gene responsavel pela sintese de
ST ao genoma de uma bactéria, esta passa entdo a produzir o horménio semelhante ao
animal doador do DNA. Assim em 1982, o primeiro experimento utilizando bST
(Somatotropina Recombinada Bovina GH) em vacas de leite foi realizado, comprovando
a eficiéncia do bST em aumentar a producédo de leite (BAUMAN et al., 1982). Desde
entdo pesquisadores iniciaram estudos sobre a utilizagdo em larga escala do bST.
Atualmente, o bST é utilizado por produtores de leite de diferentes paises (Estados
Unidos, Canada, Brasil, México, Australia, Nova Zelandia, entre outros).

Embora muitos artigos relatem a acdo do horménio de crescimento no
metabolismo e na sintese lactea, este horménio é apenas um dos fatores envolvidos
neste complexo sistema que promove o direcionamento do metabolismo intermediario
para a sintese do leite (SECHEN et al., 1989; KNIGHT et al., 1990). Assim a
administragdo exdégena do GH altera o funcionamento do eixo somatotrofico,
modificando a sintese e liberacédo de um pool/ hormonal (GHRH, GH, IGF-1, IGFBP) que
conjuntamente promove uma seqiéncia de efeitos biolégicos que aumentam a
producéo leiteira em ruminantes (BALDI et al., 2002; AKERS, 2006). Esta sinergia de
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efeitos fisiolégicos é observada de forma mais eficiente em animais de alta producéo,
0s quais possuem maior concentracao de GH (BAUMAN et al., 1982; BAUMAN et al.,
1985).

Considerando as correlagdes positivas existentes entre o aumento de glicose nas
células da glandula mamaria, sintese de lactose e producdo de leite, é possivel
entender um dos mais importantes efeitos biolégicos que promovem o aumento da
sintese de leite, que € a mobilizacdo energética, causada pelo GH (FAULKNER &
PEAKER, 1987; NIELSEN & JAKOBSEN, 1993). Este reduz a acao inibitoria da insulina
sobre a sintese de glicose pelo figado, e também aumenta a absorcao da glicose pelos
tecidos periféricos. Varios autores ressaltam, ainda, que o GH atua principalmente de
forma indireta, modificando o metabolismo dos animais, facilitando os processos de
lipolise e sintese protéica e dificultando simultaneamente a degradacdo protéica
(DISENHAUS et al., 1992; BALDI, 1999). Desta forma é possivel a mantenca da
homeostasia do plasma sangiineo e a alta producao de leite (BAUMAN, 1992). A
suplementacao com alimentos altamente energéticos e protéicos, ndo causa aumentos
significativos na producdo de leite, se ndo associados a um tratamento com IGF-1
(CANT et al., 1999).

2.2 UTILIZACAO DO HORMONIO DE CRESCIMENTO NA
CAPRINOCULTURA

A acédo do GH em caprinos tem apresentado resultados divergentes. Segundo
BARBOSA et al. (2002), o tratamento de cabras Alpinas com GH (250mg/animal/14
dias) durante a entressafra nao influenciou na producao de leite dos animais. Porém,
DISENHAUS et al. (1995) demonstraram que os efeitos do tratamento de cabras
Saanen e Alpinas com GH (70mg/animal/14 dias) foram os mesmos observados em
vacas, ocorrendo a manutencao da producdo apds o pico da curva de lactacao,
causada pelo direcionamento de componentes utilizados na sintese do leite (GALLO et
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al., 1997; BAUMAN, 1999). Teoricamente, o GH também diminui a taxa de apoptose de
tecidos maméarios e retarda a involugdo do mesmo, aumentando a persisténcia da
lactacdo de cabras (BALDI et al., 2002). Esta persisténcia da producdo pode ser
justificada por um aumento no fluxo sangulineo de leite na glandula mamaria das cabras
e consequente aumento do aporte de nutrientes para a producéao de leite (MEPHAN et
al.,1984).

Além do seu efeito direto na producao, alguns estudos demonstraram outras
acoes do GH, por exemplo, RADCLIFF et al. (1997) experimentaram o tratamento com
GH em novilhas em fase de crescimento pré-pubere, e observou um crescimento do
tecido mamario 47% maior que o ocorrido nos animais do grupo controle. O mesmo
autor sugere que € possivel assim diminuir a idade a primeira lactagdo sem prejuizos ao
tecido mamario. Em caprinos, o tratamento com bST também promoveu a proliferagéo
das células epiteliais e reduziu sua taxa de apoptose durante a lactacao (KNIGHT et al.,
1990; STELWAGEN et al., 1993).

Em cabras submetidas a longos intervalos entre ordenhas, ocorre o aumento na
liberacdo de IGFBP-5, proteina de ligacao de IGF-1. Este mecanismo restringe a agao
do IGF-1 apenas as células epiteliais. Desta forma, maiores concentracées de IGF-1 no
sangue sao interessantes para a maior producao de leite (TONNER et al., 1997).

2.3 INFLUENCIA E RELACAO DO HORMONIO DE CRESCIMENTO
COM OUTROS HORMONIOS

Alguns tipos de estresse foram relacionados a redugdo dos niveis plasmaticos de
IGF-1, dentre estes fatores estressantes destacam-se parto, desmame, restricdo
alimentar e subnutricdo (ELVINGER et al., 1992; RENNAVILLE et al., 2000). Embora, a
administragcdo exdgena de glicocorticdide ter sido estudada em humanos e bovinos,
existe controvérsia sobre a acdo deste na concentracao de IGF-1 (RENNAVILLE et al.,
2002). Contudo, em animais de laboratério, a concentracao plasmatica de IGF-1 vem
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sendo relacionado positivamente a longevidade dos animais, se contrapondo as acgoes
do CORT (HOLZENBERGER, 2004). Deste modo, as alteracbes causadas pela
administragdo exdégena de GH, além de favorecer a lactogénese via acao do IGF-1,
pode também, aparentemente, alterar a agcdo do ACTH e CORT, modificando a
sensibilidade dos animais ao estresse. Porém, vacas em lactagédo tratadas com GH, em
situacdes de estresse térmico tiveram maiores efeitos adversos que o grupo controle
(ARMSTRONG, 1994; WEST, 1994; SETTIVARI, 2007); como por exemplo: maior
temperatura retal e diminuicdo na concentragdo de leucdcitos na circulagdo sangiinea

periférica.

2.4 GH E COMPOSICAO DO LEITE

Assim como ocorre com o leite de vaca, a composicao fisico-quimica do leite de
cabra varia em funcao de mudltiplos fatores, entre os quais se destacam a raga, a
estacao do ano, a idade do animal, a quantidade de leite produzida, condicao corporal,
fisiologia do animal, etc (FURTADO & POMBO, 1978; GUIMARAES et al., 1989). Outro
importante e conhecido fator de variagcdo da composicao do leite é a fase de lactacao
(AGANGA et al.,, 2002; PRASAD & SENGAR, 2002). Por esta razdo encontramos
diferentes resultados para a composicao do leite de cabras da mesma raca e criadas na
mesma regiao (JENNESS, 1980).

Em regiées de clima tropical, o leite produzido por cabras Saanen contém de
12,0 a 13,5% de solidos totais; 3,4 a 4,6% de gordura; 2,7 a 3,4% de proteina bruta e
4,6 a 4,9% de lactose (JENNESS, 1980; PRATA et al., 1998; QUEIROGA et al., 2007).

A composigdo quimica do leite produzido por vacas tratadas com GH, sofre
pequenas alteragbes, que apenas podem ser encontradas nas primeiras semanas de
tratamento (BAUMAN, 1992). Porém, os resultados, encontrados na literatura cientifica,
da composicao quimica do leite de cabras tratadas com GH sdo muito divergentes.
AMORIN et al. (2006) e CHADIO et al. (2000) reportaram aumento na concentracao de
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lactose no leite de cabras tratadas com GH, no mesmo experimento, CHADIO et al.
(2000) apresentaram maiores concentracées de gordura no leite de animais tratados
com GH. DISEHAUS et al. (1995) em experimento com cabras Alpinas, encontraram
menor porcentagem de gordura e maior de proteina no leite dos animais tratados.
Contudo CASTILLO & GIESTA (2008) obtiveram menores concentracdes de proteina,
gordura, lactose e sélidos totais no leite de cabras Alpinas cruzadas e tratadas com GH.

2.5 CORTISOL

Em geral, as principais respostas neuroenddcrinas observadas em situagdes de
estresse sdo: ativacdo do sistema nervoso autbnomo (SNA), liberagcdo de
neurotransmissores noradrenérgico e colinérgico; ativagdo do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HPA), aumento nas concentragdes plasmaticas do horménio liberador de
corticotrofina (CRH), adrenocorticotréfico (ACTH), noradrenalina, adrenalina e CORT
(AXELROD & REISINE, 1984; MOSTL & PALME, 2002). Embora, as concentracdes de
todos estes horménios, bem como de seus receptores ou das enzimas envolvidas em
suas sinteses, venham sendo utilizados no estudo do estresse (AXELROD & REISINE,
1984; MOSTL & PALME, 2002), a variagdo do nivel plasmatico de CORT continua
sendo utilizada como indicador universal de estresse, sendo que a elevagao de sua
concentracdo se contrapbe aos conceitos de conforto e bem-estar (MOBERG, 1987;
BROOM, 1991; MOSTL & PALME, 2002). O CORT também inibe a sintese de IGF-1,
assim como suas proteinas de ligacdo, diminuindo as concentragbes de IGF-1 no
plasma e sua eficiéncia (VEGA et al., 1991).

Nos ultimos anos, pesquisas de ordem fisiol6gica vém demonstrando que o
estresse promove alteragbes metabdlicas, imunolégicas e comportamentais nos
ruminantes (MOBERG, 1987; BROOM, 1991; NEGRAO & MARNET 2003; NEGRAO et
al., 2006a). Varios autores tém estudado as respostas fisiolégicas causadas pelo
estresse utilizando a administracdo exdégena de ACTH mensurando assim a habilidade



9

dos animais em responder ao estresse (FULKERSON & JAMIESON; 1982; NEGRAO et
al., 2004). Em experimento com cabritos da raca Angora e Espanhola, tanto a
administracdo de doses altas (2,5 U.l./kg de P.V.), quanto doses baixas (0,4 U.l./kg de
P.V.) de ACTH promoveram respostas na concentracdo de CORT no sangue
(TOERIEN et al., 1999). Porém, estes estudos ndo consideraram nem a influéncia do
estresse sobre a qualidade e a quantidade de leite produzido, nem sua influéncia sobre
os niveis de IGF-1, que aparentemente, desempenham agdes bioldgicas antagbnicas
aquelas atribuidas ao CORT.

Em muitas situagdes o manejo normal dos animais (desmame, vacinacgao,
desverminacdo, pesagem, mudanca de instalagdes, etc) pode ser associado ao
estresse e aumento exponencial na concentracdo plasmatica de ACTH e CORT
(FULKERSON & JAMIESON, 1982; MARNET & NEGRAO, 2000; RUSHEN et al.,
2001). Contudo, o aumento do CORT plasmatico, também pode ser relacionado a
alguns estimulos positivos, por exemplo, a ordenha promove aumento do nivel de
CORT mesmo quando os animais apresentaram comportamentos que caracterizavam
seu conforto (GOREWIT et al., 1992; TANCIN et al., 1995; NEGRAO & MARNET,
2006b).

O aumento das concentracoes de ACTH e CORT esta associado as alteracdes
metabdlicas normais causadas pelo aumento da sintese de leite (TANCIN et al., 1995;
MARNET & MCKUSICK, 2001). Todavia, quando o0s animais sao submetidos a
diferentes agentes estressores, o CORT aumenta e se mantém elevado, aumentando a
lipdlise e a formacao de corpos cetdnicos, reduzindo os niveis circulantes de glicose e
alterando assim a reserva de glicogénio hepético. Estes fatos demonstram que a
relacdo entre ACTH e CORT e a lactacédo ainda nao estdo bem estabelecidos (MAYER
& LEFCOURT, 1987; MACUHOVA et al., 2002).
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2.6 INFLUENCIA DO HORMONIO DE CRESCIMENTO SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DA GLANDULA MAMARIA

Caracteristicas de Uubere e glandula mamaria tém sido indicadas como
parametros de avaliagcdo em programas de melhoramento genéticos tanto em vacas de
leite (TEODORO et al., 2000), como em cabras (MILERSKI et al. 2006). Uma das
medidas praticadas em vacas de leite € a de volume/area cisternal, esta informacao é
um dos parametros utilizados em programas de melhoramento genético. Isto, pois
vacas possuem maior fracdo de leite alveolar, aproximadamente 80%, (KNIGHT &
DEWHURST, 1994), que pode ndo ser liberado em situagbes de estresse
(BRUCKMAIER et al., 1993; RUSHEN et al., 2001).

O tamanho da cisterna também influéncia os mecanismos fisicos e bioldgicos de
feedback negativo quando esta recebe determinada pressao de leite (NUDDA et al.,
2000). Com o aumento de sintese de leite ha a distensdo e consequentemente
deformacao das células (RICHARDSON, 1947), esta adaptagédo das células a um ubere
cheio é um dos gatilhos para a reducdo de secregcao diaria de leite, involucdo da
glandula mamaria e fim da lactacdo (PEAKER, 1980). Porém, cabras possuem maior
fracao de leite cisternal, sendo sua produgdo menos afetada por maiores pressdées no
interior da cisterna, consequentemente as cabras suportam intervalos longos entre
ordenhas, sem alterar significativamente a sua producdo. Em cabras leiteiras, a
porcentagem do leite obtido durante a ordenha de origem cisternal, varia entre 72% e
85% (HENDERSON & PEAKER, 1987; MARNET & MCKUSIC, 2001; FREIRIA, 2003).
Deste modo, WOJTOWSKI et al. (2002) demonstraram alta correlacdo entre area de
cisterna, medida por meio de imagens de ultra-som e a producéo de leite, em cabras.

Na ultima década, os estudos com glandula mamaria desenvolveram técnicas de
medicdo de caracteristicas internas de Ubere de cabras (WOJTOWSKI et al., 2002),
vacas (PORCIONATO, 2005) e ovelhas (BRUCKMAIER & BLUM, 1992) por meio da
ultra-sonografia. A medida de area da cisterna por meio de imagens de ultra-sonografia

nao é invasiva, apresenta riscos diminutos de contaminacdo e é um método rapido
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(PORCIONATO, 2005). Em cabras, a técnica também possui 0 mesmo potencial para a
mensuragdo de area de cisterna e de outras estruturas (HENDERSON & PEAKER,
1987; MARNET & MCKUSIC, 2001; FREIRIA, 2003).

Além da mensuragdo de cisternas a ultra-sonografia também se mostra uma
ferramenta muito eficiente para o estudo do desenvolvimento da glandula mamaria,
apresentando qualidade de imagens consideradas adequadas, sendo suficiente para a
diferenciacdo visual de varias estruturas anatdmicas (WOJTOWSKI et al., 2006).
Destas estruturas podemos mencionar as conformacdes de Ubere e tetos, que possuem
alta herdabilidade, sendo sugeridos como critérios importantes em programas de
melhoramento genético (ROGERS & SPENCER, 1991). Em recente estudo realizado
com ovelhas, MILERSKI et al. (2006) concluiram que caracteristicas de Ubere e tetos

podem ser utilizadas como parametros em programas de melhoramento genético.
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m MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Animal da Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos FZEA/USP em Pirassununga, que apresenta
clima tropical de altitude, esta situada a 634 metros de altitude, localizado na latitude
22° 00’ 00” sul e longitude 45° 25’ 42” oeste, a umidade relativa média é de 73% e

temperatura média é 23 °C.

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS E ALIMENTACAO

Foram utilizadas 38 cabritas da raca Saanen, saudaveis, com idade média de
134 £ 27 dias, peso médio de 20 * 4 kg, nascidas de parto natural, que apresentaram
peso ao nascimento compativel com seu padréao racial. As cabritas foram alojadas em 3
baias experimentais coletivas. Estas possuiam 72 m? de &rea total, sendo 20 m? de area
coberta e com estrado de madeira.

Entre as 10 e 16 horas, o portdo das baias permaneciam abertos e os animais
tinham livre acesso a um piquete de braquiaria (Brachiaria decumbens Stapf.), que
dispunha de sombra natural.

Os animais experimentais receberam feno, silagem e uma mistura de graos
(milho, casca de soja, soja extrusada) e, também, tiveram livre acesso a agua e ao
suplemento mineral e vitaminico para garantir que suas necessidades nutricionais
fossem supridas, conforme preconizado pela AFRC (Technical Committee on
Responses to Nutrients, 1997). Assim, todas as cabritas experimentais receberam uma
dieta idéntica, e a quantidade desta dieta foi ajustada semanalmente ou
quinzenalmente, de acordo com o AFRC, em funcdo da idade, peso vivo e categoria

dos animais experimentais.
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3.2 ORGANIZACAO GERAL

O experimento foi dividido em trés fases, de acordo com o estagio fisiol6gico dos
animais, sendo assim definidas:

A 12 Fase definida como “Desenvolvimento” das cabritas, teve inicio aos 134 dias
de idade e término aos 239 dias de idade. Nesta fase foram realizadas analises de
metabdlitos e horménios no plasma sanguineo, medidas morfométricas e
acompanhamento do peso dos animais durante 3,5 meses.

A 22 Fase definida como “Gestacao” das cabritas, teve inicio apds a confirmacao
de prenhez das cabritas, aos 366 dias de idade, e durou 120 dias (4 primeiros meses de
gestacdo). Esta fase ndo estava inicialmente prevista, porém o desenvolvimento do
Ubere das cabritas foi insignificante ao longo da fase de “Desenvolvimento”. Assim,
foram realizadas medidas morfométricas das cabritas e de seu Ubere durante a
gestacao.

A 32 Fase definida como “Lactacdo” das cabras, teve inicio apés o pico de
producéo de leite (>35 dias apds o parto), quando a idade média das cabras era de *
495 dias. Novamente foi realizada a analise de metabdlitos e hormdnios no plasma
sanguineo. Nessa 3% Fase, também foi analisada, a composi¢cdo, produgdo e a
contagem das células somaticas no leite produzido até o dia 100 de lactagéo.

Cabe ressaltar, que o experimento nao teve por objetivo comparar as diferentes
fases estudadas, mas sim verificar o efeito do tratamento com bST e do desafio com

ACTH em cada fase estudada.

3.2.1 Grupos Experimentais

Ao longo do experimento, os animais foram alocados em quatro grupos
homogéneos, a saber:
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Grupo 1 - animais tratados com bST e desafiados com ACTH;

Grupo 2 - animais tratados com bST e desafiados com placebo (soro fisiol6gico);

Grupo 3 - animais tratados com placebo (éleo de gergelim) e desafiados com
ACTH,;

Grupo 4 - animais tratados com placebo e desafiados com placebo (grupo
controle).

Embora, a organizacdo desses grupos tenha sido mantida ao longo das trés
fases experimentais, as cabras experimentais receberam bST e ACTH apenas durante
a 12 e 32 Fase. Pois, na 22 Fase experimental (Gestacdao) nem o tratamento (bST) nem
o desafio (ACTH) foram realizados. Um resumo da organizagdo geral das trés fases
experimentais foi descrito no Quadro 1 e esquematizados nas Figuras 1, 2 e 3.



Quadro 1. Resumo das trés fases do experimento
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12 Fase 22 Fase 32 Fase
Desenvolvimento Gestacao Lactacao
Tratamento com . ~ .
GH/Placebo Sim Nao Sim
Desafio com . - ,
ACTH/Placebo Sim Nao Sim
N¢ total de animais 38 24 24
Animais/grupo 9ou 10 6 6
Idade dos animais (em +134 +366 +495
dias) - B B
Sangue Morfometria Teto Sangue
Glicose Ultra-som Glicose
Proteina Comprimento Proteina
IGF-1 Diametro IGF-1
CORT Espessura de Parede CORT
Comp. de Canal
Area de Cisterna
Leite
Morfometria Teto Externa
Comprimento Producao
. iy Ultra-som Diametro Proteina
Colheitas e analises Comprimento Entre Tetos Gordura
Diametro Teto ao Solo Lactose
Espessura de Parede Solidos Totais
Comp. de Canal CCS

Area de Cisterna

Externa
Comprimento
Diametro
Entre Tetos
Teto ao Solo

Morfometria Ubere

~ Ultra-som
Area de Cisterna

Externa
Perimetro
Profundidade
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Na 12 Fase do experimento 1 realizamos 3 meses de tratamento com GH, colheitas
de sangue nos dias 30, 38 e 84 de tratamento e a morfometria interna e externa de tetos foi

realizada apo6s 15 dias do final do tratamento. O desafio com ACTH foi realizado durante o
tratamento das cabritas (Figura 1).

Figura 1. Esquema de colheitas de sangue, desafio e morfometria da 12 Fase do Experimento 1

Na 22 fase do experimento 1, a morfometria interna e externa de Ubere e tetos foi

realizada nos quatro primeiros meses de gestagédo e ndo houve tratamento com GH (Figura
2).

Figura 2. Esquema das morfometrias da 22 Fase do Experimento 1.

Na 32 fase do experimento 1 realizamos 2 meses de tratamento com GH, durante a
lactagéo. As colheitas de sangue foram feitas nos dias 1 e 23 de tratamento; e colheitas de
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leite foram realizadas quinzenalmente durante o tratamento. O desafio com ACTH foi

realizado durante o tratamento com GH (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de colheitas de sangue, de leite e desafio com ACTH na 32 Fase do Experimento 1.
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3.3 DETALHAMENTO DA 12 FASE EXPERIMENTAL -
DESENVOLVIMENTO

Na fase de desenvolvimento foram utilizadas 38 cabritas da raga Saanen, com
idade média de 134 £ 27 dias e peso médio de 20,4 + 4 kg. Os grupos 1 e 3 possuiam 9
cabritas cada um, e os grupos 2 e 4 possuiam 10 cabritas cada um

Esta fase foi iniciada em 17 de janeiro de 2007, apds a adaptacdo dos animais
as condicdes experimentais e terminou em 2 de maio de 2007, apés a morfometria de

tetos das cabritas. Assim, a duracao da 12 Fase foi de aproximadamente 3,5 meses.

3.3.1 Tratamento com bST

As cabritas foram tratadas com o GH (bST - Lactotropin®) ou placebo (6leo de
gergelim) semanalmente. A administracdo do GH ou Placebo foi iniciada em 17 de
janeiro 2007 e a duracao do tratamento foi de trés meses.

A fim de possibilitar a administracdo adequada ao peso de cada animal, foi
necessaria a diluicdo do produto comercial Lactotropin® 500mg em éleo de gergelim; O
qual € muito utilizado como veiculo/excipiente para o bST, pois confere estabilidade
térmica, liberacdo lenta e prolongada do bST (ELI LILLY AND COMPANY, 1990;
ANDRADE et al.,1996; HARN et al., 2005).

O Lactotropin® 500mg foi diluido em 13,6 mL de dleo de gergelim, atingindo uma
concentragao de 33,33mg/mL. Esta solugéo foi preparada previamente ao tratamento, e
semanalmente, as solugcbes eram colocadas em seringas com as quantidades
especificas a cada animal (700 ug de GH ou placebo/kg de PV), sendo aplicadas por
via sub-cutanea, a cada 7 dias (DAVIS et al., 1999).

As cabras foram pesadas, semanalmente, para o acompanhamento do

crescimento e adequacao da dosagem de bST aplicado.
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3.3.2 Desafio

Os animais dos grupos experimentais 1 e 3 foram submetidos a um estresse
agudo padrao via administracao exdégena de ACTH (Sigma®). Estas cabritas receberam
via intravenosa, 0,5ug de ACTH/kg de PV (FULKERSON & JAMIESON, 1982), e os
grupos experimentais 2 e 4 receberam uma solucao placebo de soro fisiolégico. As
solucdes de ACTH e soro fisiologico foram preparadas e reservadas em seringas, com
quantidades especificas ao peso de cada animal.

As aplicagdes de ACTH ou placebo foram realizadas no mesmo dia, horéario
(periodo da manha - 8h.), condicbes ambientais e de modo a minimizar ao maximo o
estresse causado pelo procedimento de aplicacao da solucdao em si.

O desafio com ACTH ou placebo foi realizado 30 dias apds o inicio do tratamento

com GH, este desafio foi acompanhado de coletas de sangue.

3.3.3 Colheitas

As colheitas de sangue na 12 Fase do experimento foram realizadas nos dias 30,
38 e 84 apobs o inicio do tratamento. Nos dias 38 e 84 foram realizadas colheitas de
sangue, sendo uma amostra por animal. Porém no dia 30, foi administrado o ACTH
(desafio), sendo colhidas 5 amostras por animal, nos seguintes tempos: -20 min. (20
minutos antes a aplicagdo do ACTH ou placebo), 0 min. (logo em seguida a esta
colheita a aplicacéao era realizada), 60 min., 120 min. e 300 min.. Estes tempos foram
escolhidos com base nos estudos de TOERIEN et al. (1999).

As colheitas de sangue foram iniciadas sempre as 8h. da manha (ver Figura 4) .
Apos as colheitas, o sangue foi centrifugado e o plasma congelado até o momento da

analise.
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Os animais eram conduzidos para fora da baia. Para que fosse
possivel a coleta de sangue. A jugular foi a veia escolhida para a
colheita.

Apos a coleta, o animal era conduzido a sua baia, novamente.

Para as aplicagbes, também houve a necessidade de separagao
do animal, que era conduzido para fora da baia e contido. As
aplicagées de ACTH ou placebo foram realizadas, também, na veia
jugular; por meio de seringas previamente preparadas.

As aplicacbes de ACTH ou placebo, durante o desafio, foram
realizadas apds a coleta de sangue do “Tempo 0”. Nos intervalos
das coletas, os animais permaneciam em suas baias, a fim de
influenciarmos o minimo possivel seu estresse, causado por toda a
operacgéo de colheita.

Figura 4. Procedimento de coleta de sangue e aplicagdo de ACTH/Placebo durante os dias de desafio.

3.3.4 Analises de Metabolitos e Hormonios

A partir das amostras de sangue coletadas, foi possivel analisar as
concentragdes plasmaticas dos metabdlitos (proteina total e glicose) e dos horménios
(IGF-1 e CORT).

As amostras de sangue recolhidas em tubos heparinizados, eram mantidas
resfriadas. Ao final da colheita de sangue, os tubos com as amostras eram
centrifugados a 3000 rpm, a 15 °C, durante 17 minutos para obtencéo do plasma.
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As mensuracbes de glicose e proteina total no plasma sanguineo foram
realizadas em kits de dosagens enzimaticas especificas (Laborlab) e executadas no
Laboratério de Fisiologia Animal da FZEA/USP. A curva padrdo de cada um destes
metabdlitos foi determinada utilizando-se 5 pontos. A leitura dos resultados foi feita em
espectrofotobmetro utilizando comprimento de onda de 505 nm para analise de glicose e
540 nm para analise de proteina total. A unidade de medida utilizada para as duas
andlises foi mg/dL.

As andlises de IGF-1 e CORT plasmatico, também, foram realizadas com Kkits
imunoenzimaticos (Diagnostic Systems Laboratory Inc) e executadas no Laboratério de
Fisiologia Animal da FZEA/USP. Para mensuragdo do IGF-1 uma curva padrao foi
determinada utilizando-se 5 pontos com as concentragdes variando de 0,5 a 580 ng/mL,
a leitura dos resultados foi feita no mesmo aparelho, utilizado o mesmo comprimento de
onda. Para mensuracao do CORT uma curva padréo foi determinada utilizando-se 7
pontos com concentragdes variando de 5 a 600 ng/mL, a leitura dos resultados foi feita
em leitor do tipo Elisa (Multiscan MS, Labsystem) utilizando comprimento de onda de
450 nm. A unidade de medida utilizada na analise de IGF-1 e CORT foi ng/mL.

Os coeficientes intra e interensaio foram calculados para glicose, proteina total,
IGF-1 e CORT. Todas as amostras foram analisadas em duplicatas e quando houve
diferenga superior a 10% entre seus valores individuais a amostra em questao foi

analisada novamente.

3.3.5 Medidas de Teto

As medidas morfométricas de tetos foram realizadas 15 dias apds o término do
tratamento com GH, quando as cabritas estavam com * 239 dias de idade.

Uma das técnicas de mensuracdo utilizadas foi a mensuracdo de imagens
obtidas por ultra-sonografia, que possibilitou a realizacdo de mensuracdes de estruturas
anatdmicas externas e internas de tetos. Com o intuito de padronizar as mensuragdes,

todas as imagens foram obtidas do teto direito das cabritas.



22

Apébs testes com varios tipos de probe e diversas freqléncias, foi possivel
observar melhores imagens com o uso da probe retal linear e em freqtiéncia de 5 MHz.
A técnica de ultra-sonografia foi semelhante a realizada por BRUCKMAIER & BLUM
(1992).

A técnica consistiu em imergir o teto direito do animal dentro de um recipiente
plastico e cilindrico repleto de agua, tentando manter o teto mais ao centro possivel do
recipiente. O contato da probe com o recipiente foi melhorado com o uso de gel, que
proporcionou a obtengdo de imagens mais nitidas, devido ao aumento da base de
contato entre ambos. A probe foi mantida em posicao perpendicular ao solo. Desta
forma foi possivel a coleta de imagens do teto inteiro dos animais.

Como os tamanhos das imagens sdo diretamente proporcionais a distancia da
probe ao teto, e nem sempre € possivel manté-la idéntica em todas as ultra-
sonografias, foi realizada uma correcao das medidas. Estas foram corrigidas de acordo
com o comprimento de teto medido com o paquimetro externamente, e considerando a
diferenca entre as medidas por imagens de ultra-som e as medidas externas, foi
possivel corrigir o erro causado por diferentes distancias da probe ao teto, durante a
obtencdo das imagens. Para as medigcdes das imagens foi utilizado o programa
Universal Desktop Ruler®, sendo possivel a medicdo de comprimentos, diametros,
espessuras e areas de cisternas dos tetos nas imagens. A unidade de medida
apresentada pelo programa foi o pixel (menor unidade de uma Imagem). As medidas

realizadas foram descritas no Quadro 2.

Quadro 2. Resumo explicativo das medidas em imagens de ultra-som.

Medidas de Teto Descricao
Comprimento Distancia da insergéo do teto no Ubere a sua extremidade.
Diadmetro Diametro medido na metade do comprimento do teto.
Espessura de Parede Distancia entre a extremidade interna e externa da parede do teto.

Comprimento de Canal Distancia entre a extremidade interna e externa do canal do teto.

Area de Cisterna Area de menor concentracéo de tecido no interior do teto.
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Além da morfometria com imagens de ultra-som, também foi realizada a
morfometria tradicional, realizada com medicées externas. Estas mensuracées foram
realizadas com fita métrica para as medidas que se esperavam resultados maiores que
dez centimetros, e paquimetro para as medidas cujos resultados esperados eram
menores a dez centimetros. As medidas realizadas por morfometria externa foram
descritas no Quadro 3.

Tanto as medidas realizadas a partir de imagens de ultra-som, quanto as
realizadas com fita métrica e paquimetro, foram baseadas em medidas comumente
utiizadas em pesquisas para avaliacdo de desenvolvimento de teto e Ubere
(MANFREDI et al. 2001).

Quadro 3. Resumo explicativo das medidas e instrumentos utilizados para morfometria.

Medidas de Teto Descricao
Comprimento "¢ Distancia da insergéo do teto no Ubere a sua extremidade.
Diametro *® Diametro medido na metade do comprimento do teto.
Entre Tetos ™ Distancia entre insercao de um teto a insergdo do outro.
Teto ao Solo ™ Distancia da extremidade do teto ao solo, formando um angulo reto.

"”f medidas realizadas com o auxilio de paquimetro, sendo a unidade de medida utilizada o milimetro.
"M medidas realizadas com o auxilio de fita métrica, sendo a unidade de medida utilizada o centimetro.

3.3.6 Analises Estatisticas

Para a andlise dos resultados das concentracbes plasmaticas de proteina,
glicose, CORT e IGF-1; o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado (DIC) com 4 grupos (4 tratamentos), 9 ou 10 repeticbes, 5 tempos de
coletas (-20, 0, 60, 120 e 300) e 3 dias de coleta. Para a morfometria foram
considerados 4 grupos com 9 e 10 repetigdes.

Para as analises estatisticas dos resultados utilizou-se o PROC MIXED do SAS
(SAS, 2003), através de andlise de variancia (ANOVA) e para os contrastes entre as
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médias, utilizou-se o teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado no experimento
foi de 5%; todos os resultados experimentais foram apresentados com médias e erro

padréao medios (S.E.M.).
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3.4 DETALHAMENTO DA 22 FASE EXPERIMENTAL — GESTAGAO

Para a realizagdo desta fase e da 32 Fase (lactacdo), foi necessario realizar a
reproducdo dos animais experimentais. Assim, todas as cabritas utilizadas na fase
anterior e aptas a reproducgéo, foram submetidas a um manejo reprodutivo de cobertura
natural controlada.

Ap6s a confirmagdo de 24 cabritas prenhes, foi iniciada a 22 Fase do
experimento. Os animais iniciaram esta fase com idade média de 366 + 28 dias e peso
médio de 47,6 £ 4 kg. Os tratamentos experimentais utilizados na 22 Fase foram
idénticos aos utilizados na fase anterior, porém cada grupo experimental possuia
apenas 6 animais. Esta fase foi iniciada em setembro e finalizada em dezembro de
2007.

3.4.1 Medidas de Teto e Ubere

A fim de comparar o desenvolvimento de tetos e Uberes ao longo da gestagéo
dos animais nos diferentes grupos, foram realizados medidas que indicam o
desenvolvimento de Ubere e teto. A mensuragdo externa e por ultra-sonografia foi
realizada mensalmente, ao longo dos quatro primeiros meses de gestacao.

Os métodos de mensuragao utilizados foram os mesmos descritos para a 12
Fase (por ultra-sonografia e mensuragdo externa). Em funcdo das mudancgas
morfoldgicas ocorridas desde a 12 Fase, foi possivel realizar as medidas de Ubere, e por
esta razdo foram necessarias algumas mudangas na técnica de obtencdo de imagens
por ultra-sonografia. A freqiéncia utilizada, nesta fase, para as imagens foi de 7,5 MHz.
O modelo de probe foi 0 mesmo utilizado na fase anterior, contudo o recipiente que
conteve a agua, para imersédo dos tetos e ubere também necessitou ser substituido por

um maior.
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Como nesta fase foi possivel realizar a medida de area de Ubere, foram
realizadas duas gravacdes de imagens por animal. A primeira imagem era a do teto, na
qual foi possivel observar da extremidade do teto até o inicio da cisterna de ubere. A
segunda imagem obtida era a de Ubere, sendo possivel observar do final da cisterna de
teto até o final da cisterna do ubere (Figura 5).

Com o ultra-som conectado a um computador foi possivel
realizar a importagéo e gravagédo das imagens.

O procedimento foi realizado com o teto e Ubere imerso
em um recipiente plastico completo de &gua, evitando
deformagcdo do mesmo e possibilidade de obtencdo de
imagens com as paredes do teto e Ubere nitidas.

As imagens sempre foram realizadas no teto direito do
animal. A probe foi mantida na posi¢ao perpendicular ao
chao e a direcdo de leitura da probe foi caudal - cranial.
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As imagens puderam ser observadas na tela do proprio
ultra-som. Ao visualizar uma imagem nitida, esta era
gravada no computador.

As imagens gravadas no computador apresentaram
melhor qualidade do que a observada na tela do préprio
ultra-som. Ao lado podemos observar uma imagem
coletada no 4° més de gestacéo.

Utilizando o programa Universal Desktop Ruler® foi
possivel realizar todas as mensuragées. Ao lado podemos
observar a figura representativa da mensuracédo de area
de cisterna de teto de uma imagem na 22 Fase do
experimento.

Como podemos observar ao lado, na extremidade direita
da imagem (linha pontilhada), esta o final da cisterna de
teto e na extremidade esquerda (linha pontilhada) o final
da cisterna de Ubere.
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As mensuragbes de area foram realizadas nas regides
mais escuras da imagem, sem considerar como area de
cisterna de Ubere o final da cisterna de teto.

Figura 5. Fotos e figuras de imagens de ultra-sonografias.

Os resultados das mensuracdes foram corrigidos de acordo com o comprimento
de teto medido com o paquimetro externamente, assim como na fase anterior, tornando
os resultados mais precisos. Novamente o programa utilizado foi o Universal Desktop
Ruler®, sendo a unidade de medida o pixel.

As medidas morfométricas realizadas, na fase em questdo, com o auxilio do

ultra-som, foram descritas no Quadro 4.

Quadro 4. Resumo explicativo das medidas em imagens de ultra-som.

Medidas de Teto Descricao

Comprimento Distancia da insergéo do teto no Ubere a sua extremidade.
Diadmetro Diametro medido na metade do comprimento do teto.

Espessura de Parede Distancia entre a extremidade interna e externa da parede do teto.

Comprimento de Canal Distancia entre a extremidade interna e externa do canal do teto.

Area de Cisterna Area de menor concentracéo de tecido no interior do teto.

Medidas de Ubere

Area de Cisterna Area de menor concentragio de tecido no interior do Ubere.

As mensuracoes externas foram realizadas de maneira semelhante a realizada

na 12 Fase. Contudo, no segundo més de gestacao foi possivel realizar as medidas de
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Ubere: perimetro e profundidade de ubere. Tais medidas nao foram possiveis de
realizacdo anteriormente, pois as cabritas apresentavam uberes muito pequenos.

Todas as mensuracdes foram descritas no Quadro 5.

Quadro 5. Resumo explicativo das medidas e instrumentos utilizados nas mensuragdes externas.

Medidas de Teto Descricao

Comprimento *® Distancia da inser¢ao do teto no Ubere a sua extremidade.
Diametro "¢ Diadmetro medido na metade do comprimento do teto.

Entre Tetos ™ Distancia entre inser¢do de um teto a inserg¢éao do outro.

Teto ao Solo ™ Distancia da extremidade do teto ao solo, formando um angulo reto.

Medidas de Ubere

Perimetro de Ubere ™ Distancia necessaria para circundar o Ubere

. . rvm | Distancia entre a inser¢do do Ubere e a extremidade final do Ubere
Profundidade de Ubere formando um angulo reto com o solo.

Puf medidas realizadas com o auxilio de paquimetro, sendo a unidade de medida utilizada o milimetro.
"™ medidas realizadas com o auxilio de fita métrica, sendo a unidade de medida utilizada o centimetro.

3.4.2 Analises Estatisticas

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com 4 grupos (3
tratamentos e 1 controle) e 6 repeticbes. Para as andlises estatisticas dos resultados
utilizou-se o PROC MIXED do SAS (SAS, 2003), através de andlise de variancia
(ANOVA) e para os contrastes entre as médias utilizou-se o teste de Tukey. O nivel de
significancia utilizado no experimento foi de 5%, todos os resultados experimentais
foram apresentados com a respectiva média e erro padrao médio (S.E.M.).
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3.5 DETALHAMENTO DA 32 FASE EXPERIMENTAL — LACTACAO

Apbés o parto das 24 cabras Saanen, que participaram da 22 Fase deste
experimento, foi iniciada a 32 Fase - Lactacdo. Os mesmos grupos da 22 Fase foram
mantidos, ou seja, 4 grupos com 6 animais em cada um deles. Estes animais
experimentais apresentavam idade media de 495 + 28 dias e peso médio de 49,7 £ 4,7
kg. O inicio desta fase foi em 8 de janeiro e terminou em 15 de junho de 2008.

3.5.1 Ordenha

Logo apdés o parto, as cabras foram separadas definitivamente de seus
respectivos cabritos e submetidas a uma ordenha mecanizada diaria (as 6 horas) ao
longo de toda a lactagdo. A ordenhadeira mecanizada foi regulada para manter um nivel
de vacuo de 48 KPa e uma taxa de pulsacdo de 120 ciclos / minuto. Uma mesma
equipe de ordenhadores efetuou todas as ordenhas. A mesma rotina foi seguida e a
seguinte sequéncia foi adotada como tarefa de ordenha padrdo: o ordenhador realizou
o teste de mastite, lavou e secou os tetos da cabra, realizou o pré-dipping, colocou o
copo das teteiras da ordenhadeira, realizou o pés-dipping. O ordenhador nao realizou
nenhum tipo de estimulo manual sobre o Ubere, em casos de queda de teteira o

ordenhador colocou-a novamente no teto (NEGRAO, 1996).

3.5.2 Tratamento com bST

O bST foi administrado quinzenalmente, sempre as tercas-feiras. A dosagem de
bST administrada foi de 125mg/animal, sendo esta aplicada via subcutdnea. Esta

dosagem de bST foi escolhida em funcao de pesquisas anteriores, que demonstraram a
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eficiéncia do tratamento quinzenal com doses maiores que 90mg/animal (GALLO et al.,
1997).

O tratamento com bST (GH) ou placebo (6leo de gergelim) teve duragédo de 4
semanas, assim, cada animal recebeu 3 aplicacbes do bST ou placebo. Todas as
aplicacbes foram realizadas apo6s possiveis ordenhas e/ou coletas de sangue, que
fossem realizadas neste mesmo dia, a fim de ndo comprometer os resultados das
analises de sangue. As cabras foram pesadas quinzenalmente para o

acompanhamento do crescimento.

3.5.3 Desafio

O desafio com a administracao de ACTH ou placebo, foi semelhante ao realizado
na 12 Fase do experimento. As aplicacbes de ACTH ou placebo foram realizadas no
mesmo dia, horario, condicbes ambientais e de modo a minimizar ao maximo o estresse
causado pelo procedimento de aplicagcao da solugdo em si.

Os animais dos grupos experimentais 1 e 3 foram submetidos a um estresse
agudo padrao, via administracdo exdégena de ACTH (Sigma®). Estas cabritas
receberam via intravenosa 0,5 ug de ACTH/kg de PV (FULKERSON & JAMIESON,
1982) e o0s grupos experimentais 2 e 4 receberam uma solugdo placebo (soro
fisioldgico).

O desafio com ACTH ou placebo foi realizado 23 dias apds o inicio do tratamento
com GH, este desafio foi acompanhado de coletas de sangue (-20, 0, 60, 120 e 300

min), do mesmo modo como ocorrido na 12 Fase do experimento.

3.5.4 Coleta de Dados

Na 32 Fase do experimento foram realizadas duas colheitas de sangue no 1° e
no 23° dia apds o inicio do tratamento com GH. No dia 1 foi colhida uma Unica amostra
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de sangue (ja que nao houve desafio com ACTH/placebo), enquanto no dia 23 foram
colhidas 5 amostras antes e ap6s a administracdo de ACTH, nos tempos (-20, 0, 60,
120 e 300 min).

3.5.5 Analises de Metabodlitos e Hormonios

Nesta fase, também foram analisados os niveis de proteina total, glicose, IGF-1 e
cortisol. Sendo que, todo o procedimento, métodos, kits e equipamentos utilizados para
as analises foram descritos no “Material e Métodos” referentes a 12 Fase do

experimento.

3.5.6 Coleta de Leite

A ordenha durante toda a 32 Fase do experimento foi realizada em ordenhadeira
mecanizada do Laborat6rio de Fisiologia Animal da FZEA/USP. Esta ordenhadeira é
equipada com medidores individuais de leite, do tipo proveta, que possibilitam colher
amostras individuais de leite e mensurar a producdo de leite didria de cada animal
experimental.

A partir do parto a producao leiteira das cabras foi mensurada diariamente. Ja a
composicao e CCS do leite foram realizadas quinzenalmente. Para tanto, o leite foi
colhido em frascos contendo pastilhas de bronopol (2-bromo-2-nitropropano- 1,3 — diol).

As amostras de leite coletadas foram resfriadas até o envio para a “Clinica do
Leite” (ESALQ/USP). O conteudo em proteina, gordura, lactose e solidos totais do leite
amostrado foram determinados por infravermelho (BENTLEY, 2000), j& a contagem de
células somaticas foi determinada por citometria de fluxo (SOMACOUNT 300, 1995).
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3.5.7 Analises Estatisticas

Para a analise dos resultados dos niveis plasmaticos de proteina, glicose, CORT
e IGF-1; o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com
4 grupos (4 tratamentos), 6 repeticdes, 5 tempos de (-20, 0, 60, 120 e 300) e dois dias
de coletas. Para a andlise de producdo e composicdo do leite o delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com 4 grupos (3 tratamentos
e 1 controle) e 6 repeticdes (produgédo de leite - coletas diaria por 15 semanas) ou
(composicao do leite - 5 coletas quinzenais).

Para as analises estatisticas dos resultados utilizou-se o PROC MIXED do SAS
(SAS, 2003), através de andlise de variancia (ANOVA) e para os contrastes entre as
médias utilizou-se o teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado no experimento foi
de 5% e todos os resultados experimentais foram apresentados com médias e o erro
padrdo medio (S.E.M.).
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IV RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 HORMONIOS E METABOLITOS - TRATAMENTOS COM
GH/PLACEBO

4.1.1 IGF-1

Tanto na 12, quanto na 32 Fase ndo houve efeito das datas de coletas (p=0,064)
e da interagédo de grupos e datas de coletas (p>0,05), para os niveis de IGF-1. Porém,
foi observado efeito de grupos para as concentragdes de IGF-1 (p<0,05). Ainda que néo
tenha havido efeito das datas de coleta sobre os resultados, podemos observar
diferenca numérica entre as primeiras coletas e a ultima de cada fase (Tabela 1).

Como podemos observar na Tabela 2, os niveis de IGF-1 encontrados no
sangue das fémeas caprinas dos grupos G1 e G2 (durante a 12 e 32 Fase), tratadas
com GH, foram numericamente superiores aos grupos das fémeas nao tratadas (G3 e
G4). Contudo, somente o resultado do grupo G1 foi estatisticamente diferente dos
grupos G3 e G4. Tal diferencga era esperada, pois animais tratados com GH apresentam
maior transcricdo de mRNA pelo tecido adiposo e maior nimero de moléculas de GH
ligadas aos receptores do figado, estimulando a liberagcdo de IGF-1 por este 6rgao
(BAUMAN, 1992; DISENHAUS et al., 1995; ETHERTON & BAUMAN, 1998).

Tabela 1. Concentracbes médias de hormdnios e metabdlitos de fémeas caprinas tratadas com
GH/Placebo, média por coleta, na 12 e 32 Fase.

Coletas
Hormonios e 12 Fase 3?2 Fase
Metabolitos 12 2° 3e 1¢ 2°
408,33 + 409,71 + 503,31 + 366,16 + 42291 +
IGF-1 (ng/mL) 49,35 a 63,06 a 69,56 a 55,31 a 91,232

CORT (ng/mL) 6,68 £0,50b 8,15+0,68 a 9,25+0,53 a 7,76 £ 0,64 a 7,64 +0,61a

Glicose (mg/dL) 73,31 £258b 78,02+2,58b 86,93+258a | 9354+326a 81,12+3,26b

Proteina (mg/dL) 7,00+0,24a 6,69 £0,25a 461+£0,27b 7,88+£0,38a 7,02+0,41a
Letras minuUsculas iguais, nao diferem entre si (p>0,05). Coletas realizadas na 12 Fase do experimento:
“12” coleta realizada no 30° dia de tratamento com GH/Placebo, “22” coleta realizada no 38° dia de
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tratamento e “32" coleta realizada no 842 dia de tratamento. Coletas realizadas na 32 Fase do
experimento: “12” coleta realizada no dia de inicio do tratamento com GH/Placebo e “2?” coleta realizada
no 23° dia de tratamento.

Tabela 2. Concentragbes médias de hormbnios de fémeas caprinas tratadas com GH/Placebo e
desafiadas com ACTH/Placebo, média por grupo, na 12 e 32 Fase.

Hormonios Grupos

G1 G2 G3 G4
IGF-1 (ng/mL) 49535 +30,09a 430,50+31,00ab 371,53+31,23b 390,95 +30,44 b
CORT (ng/mL) 9,12+0,48 a 6,78+ 0,51 Db 8,34 £0,50 a 7,35 +0,49 ab

G1 — Tratado com GH e ACTH; G2 — Tratado com GH e Placebo; G3 — Tratado com Placebo e ACTH; e
G4 - Tratado com Placebo (GH) e Placebo (ACTH). Letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05).

4.1.2 CORT

Nao houve efeito da interacdo entre grupos e datas de coletas (p>0,05).
Contudo, houve efeito de grupos e datas de coletas (p<0,05).

As concentragdes médias de CORT observadas em todos os grupos e coletas
foram basais (Tabela 1 e 2), considerando que concentracdes de CORT de até 18
ng/mL sdo consideradas como basais, em fémeas caprinas, segundo PINEDA &
DOOLEY (1999). Em cabritos, DAVIS et al., (1999), encontraram niveis basais de
CORT de 10 ng/mL. O grupo G1 e G3, desafiados com ACTH, tiveram maiores
concentragcbes de CORT plasmatico, quando comparados aos grupos G2 e G4,
desafiados com placebo. Provavelmente as médias dos niveis de CORT destes dois
grupos foram influenciadas pelo desafio com ACTH (Tabela 2), ocorrido ap6s a 22
coleta da 12 Fase. O desafio com ACTH realizado na 32 Fase ocorreu ap6s a ultima
coleta, por isso ndo pdde ter influenciado as médias de CORT dos grupos. O menor
nivel de CORT apresentado pelo G2, pode ter ocorrido em funcéo da acéo inibidora do
GH ao CORT, que sera detalhada adiante.
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4.1.3 Glicose

N&o houve efeito de grupos e da interagdo entre grupos e datas de coletas nas
concentragdes de glicose dos animais experimentais (p>0,05), tanto na 12 Fase, quanto
na 32 Fase.

Concentragdes iguais de glicose entre cabras tratadas e nao tratadas com GH,
também foram reportados por BAUMAN et al. (1988), DISENHAUS et al. (1995) e
AMORIM et al. (2006).

Ainda que os animais tratados com GH atingissem maiores concentragdes de
IGF-1 no sangue, e consequientemente maiores concentracbes de glicose, esta é
rapidamente absorvida pela glandula mamaria em animais com melhor aptidao leiteira e
pelas células musculares em animais em desenvolvimento ou com melhor aptidao para
o corte (BAUMAN, 1992; JONES & CLEMMONS, 1995). Deste modo, o0 aumento na
disponibilidade de glicose é suprimido pela maior absorcdo de glicose pela glandula
mamaria ou células musculares, que terdao maior aporte para o incremento na produgao
de leite e carne (GONZALEZ et al., 2000).

Entretanto houve o efeito de datas de coletas (p<0,05) em ambas as fases em
gue se realizaram as analises metabdlicas (Tabela 1).

Observou-se aumento (p<0,05) das concentracdes de glicose entre a 12 coleta
de sangue e a 32 coleta da 12 Fase do experimento (Tabela 1), quando os animais
estavam em desenvolvimento. Nesta primeira coleta, realizada na 12 Fase, os animais
estavam com 134 dias de idade e na terceira coleta com 209 dias de idade, em inicio da
puberdade; estagio fisiolégico no qual ocorrem grandes variagdes fisiol6gicas e
aumento do metabolismo dos animais (SWENSON & REECE, 1996; SAKURAI et al.,
2004). Um dos horménios mais importantes nesta fase e que tem sua concentragcédo
aumentada ao longo da puberdade é o IGF-1 (COPELAND et al., 1982; HANDELSMAN
et al., 1987), que diminui a acdo da insulina em estimular a lipogénese e em inibir a
gliconeogénese, permitindo maiores concentragdes de glicose no plasma sanguineo
destes animais (BAUMAN, 1992; SAKURAI et al., 2004). Durante este periodo, entre

essas duas coletas, os animais ganharam em média 5,2 kg (iniciaram o tratamento com
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peso médio de 20,1kg e atingiram 25,3kg aos 75 dias de tratamento com GH) o que
evidenciou o aumento de metabolismo e necessidade de disponibilidade energética.

Na 32 Fase do experimento as concentragcdes de glicose diminuiram a partir do
inicio do tratamento com GH (Tabela 1). Tal resultado é controverso aos estudos
realizados com vacas, que demonstraram concentracées semelhantes de glicose ao
longo de toda a lactagcdo (CHAIYABUTR et al., 2005). Contudo, em experimento
realizado com cabras foi observada a diminuicdo na concentragéo de glicose ao longo
das 4 semanas logo apds o pico de lactagdo (DISENHAUS et al., 1995).

Possivelmente, as maiores concentracbes de glicose observadas foram
decorrentes de uma tentativa de reversao do déficit energético comumente observado
préximo ao pico de lactagdo, com uma alimentacdo mais energética, além do

metabolismo mais acelerado dos animais em fungéo do pico de lactagéo.

4.1.4 Proteina

Durante o tratamento com GH dos animais experimentais na 12 Fase
(desenvolvimento) do experimento nao houve efeito de grupos e interacao entre grupos
e datas de coletas (p>0,05) nos teores de proteina no sangue. No entanto, houve o
efeito de datas de coletas (p<0,05), sendo observada uma diminuicdo dos teores de
proteina ao longo do tratamento com GH/Placebo (Tabela 1). Esta reducao, dos teores
de proteina, coincide com o aumento da glicose e uma possivel aceleracdo do
metabolismo das cabritas que atingiam a puberdade. Como citado no item anterior, este
aumento de metabolismo nos animais puberes, com o aumento das concentracdes de
IGF-1, modulam o direcionamento de energia e proteina para o maior metabolismo
muscular (BAUMAN, 1992; JONES & CLEMMONS, 1995). Assim, ocorre maior
absorcao de proteina e queda dos teores séricos, sendo necessario um aumento das
concentragdes de proteina ndo degradaveis no rumen na alimentacao do animal, para a
manutencdo dos teores séricos de proteina e melhores respostas a aumentos dos
teores de IGF-1 (MOALLEM et al., 2004).
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Na 32 Fase do experimento ndo houve variagdes das concentragdes séricas de
proteina (p>0,05), como podemos verificar na Tabela 1. O tratamento com GH néo
alterou os teores de proteina dos animais em lactacao (CHAIYABUTR et al., 2005;
AMORIM et al., 2006). Estes resultados demonstraram que a proteina, nesta fase, nao

foi um fator limitante para a sintese de IGF-1 (MCGUIRE et al., 1995).
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4.2 HORMONIOS E METABOLITOS — DESAFIOS COM ACTH

4.2.1 IGF-1

Na 12 Fase as concentracbes de IGF-1 no sangue das cabritas ndo variaram ao
longo do desafio (efeito de tempos) (p>0,05), independente dos tratamentos (efeito de
grupos) (p>0,05), ndo havendo interacdo entre grupos e tempos (p>0,05), como
podemos observar na Figura 6C. O grupo G1, tratado com GH, apresentou maior
concentracdao (p<0,05) de IGF-1 (505, 47 + 28,8 ng/mL) que os demais grupos.
Contudo, o grupo G2 nao diferiu (p>0,05) dos grupos G3 e G4.

Os niveis de IGF-1 observados nas fémeas caprinas em desenvolvimento (12
Fase) e em lactacdo (32 Fase), independente de grupo, sdo superiores aos niveis
médios relatados por outros autores (DISENHAUS et al.,, 1995; DAVIS et al., 1999;
ACUTTI et al., 2008). Contudo, SHEN et al. (2004) apresentam em seu trabalho, alta
concentragao de IGF-1 (>300,0 ng/mL) no plasma de caprinos jovens alimentados com
dieta de alta concentragdo energética e protéica, sendo esta uma possivel justificativa
para alta concentracao de IGF-1 no sangue das cabritas e cabras. As concentragdes de
IGF-1 dos grupos tratados com GH foram semelhantes as relatadas por (DISENHAUS
et al., 1995; DAVIS et al., 1999).

N&o houve efeitos de grupos, tempos e interagdo entre os grupos e tempos
(p>0,05), durante as coletas realizadas no desafio com ACTH, da 32 Fase do
experimento (Figura 6D). Mesmo os niveis de IGF-1 sendo maiores numericamente nos
grupos tratados com GH (G1 e G2), quando comparados com 0s grupos nao tratados
(G8 e G4), ndo houve diferenca (p>0,05), ja que a variagao dos resultados dentro dos
grupos foi alta. Como ocorrem importantes variagbes de GH ao longo da lactacao de
ruminantes (HERBEIN et al., 1985), é possivel que esta grande variacdo nas
concentracdes de IGF-1 dentro dos grupos seja em funcdo da diferenca de dias de

lactacao entre as cabras, além de outras diferengas inerentes aos individuos.
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Figura 6. Graficos das concentragbes médias dos horménios GH e ACTH, e dos metabolitos Glicose e
Proteina, do sangue de cabritas e cabras tratadas com GH/Placebo e ACTH/Placebo. Resultados
das colheitas realizadas durante os desafios da 12 e 32 Fase respectivamente: A e B — Cortisol; C
e D — IGF-1; E e F — Glicose; G e H — Proteina. G1 — Tratado com GH e ACTH; G2 — Tratado
com GH e Placebo; G3 — Tratado com Placebo e ACTH; e G4 - Tratado com Placebo (GH) e
Placebo (ACTH). Letras iguais, nao diferem entre si (p>0,05).

4.2.2 CORT

No desafio realizado na fase de “Desenvolvimento” (12 Fase), ndo houveram
diferencas estatisticas (p>0,05), nas concentragcbes de CORT, entre os grupos
desafiados com ACTH (G1 e G3), como podemos observar na Figura 6A; resultado
semelhante ao descrito por DAVIS et al. (1999), no qual ndo houve diferenca nas
concentracdes basais de CORT de cabritos tratados com GH em relacdo aos nao
tratados.

Nos tempos -20 e 0, por nenhum grupo ter recebido ACTH até entédo, todos
apresentaram concentragées basais de CORT, sendo os resultados encontrados,
semelhantes a outros trabalhos e indicam que estas cabritas ndo sofreram estresse
antes da aplicacdo do ACTH/Placebo (DUVAUX-PONTER et al. 2003; CANAES, 2007).

Contudo, a partir do tempo 60, foi possivel observar concentracées de CORT
maiores (p<0,05) nos grupos que receberam o ACTH (G1 e G3), quando comparados

aos grupos que nao receberam ACTH (G2 e G4), efeitos da interagdo entre grupos e
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tempos (Figura 6A). Aos 60 minutos pés-aplicacao do ACTH, os animais dos grupos G1
e G3 atingiram as maiores concentracdes de CORT entre todos os tempos. E somente
na colheita realizada 300 minutos apos a aplicagcdo do ACTH, os niveis de CORT dos
animais dos grupos G1 e G3 diminuiram (p<0,05) a valores proximos dos iniciais,
sendo, contudo, o nivel de CORT do G1 igual (p>0,05) ao do grupo controle; enquanto
0s animais dos grupos (G2 e G4, que receberam placebo) ndo tiveram variagdes
significativas em seus niveis de CORT (p>0,05) ao longo de todo o desafio. Estes
animais mantiveram concentragdes basais de CORT durante todo o desafio. Isto, pois
nao houve estimulo da adrenal, pelo ACTH ou outro tipo de agente estressor, para que
houvesse a liberacao de CORT (PINEDA & DOOLEY, 1999).

Os perfis das curvas de concentragdes de CORT dos grupos G1 e G3 foram
semelhantes aos resultados de TOERIEN et al. (1999), os quais também
demonstraram, concentracdes maximas de CORT atingidos por volta de 60 minutos pds
aplicacao, e retorno as concentragdes de CORT iniciais (tempos 0 e -20) em torno de
300 minutos apos a aplicagao do ACTH.

Assim como o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) dos caprinos adultos, que
responde a estimulos de ACTH exdgeno ou a agentes estressores, liberando maiores
quantidades de CORT no sangue (NWE et al., 1996; KATOH et al., 2004); o HPA de
caprinos jovens, também, respondem de forma muito semelhante, liberando altas
concentragdes de CORT apds administracdo de ACTH e/ou a agéo de outros estresses
(TOERIEN et al., 1999; DUVAUX-PONTER et al. 2003).

Na 3% Fase do experimento, anteriormente a aplicacdo do ACTH/Placebo,
tempos -20 e 0, ndo foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre os niveis de
CORT dos grupos (Figura 3B). Neste desafio com ACTH/Placebo da 32 Fase, os
animais dos grupos G2 e G4 (desafiados com Placebo), apresentaram menores
concentragdes plasmaticas de CORT (p<0,05) que os animais dos outros grupos,
permanecendo ao longo de todo desafio com niveis basais de CORT. A resposta das
cabras, tratadas com Placebo e desafiadas com ACTH (G3), foi maior entre todos os

grupos, nos tempos 60 e 120, retornando a niveis basais no tempo 300.
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O perfil da curva e comportamento de niveis de CORT no sangue séao
coincidentes aos descritos por ESCOBAR et al. (1998), que desafiaram cabras adultas
nao lactantes com ACTH. Porém, as concentragcdées durante o pico de CORT séao
inferiores as encontradas pelo autor.

A resposta do grupo tratado com GH e desafiado com ACTH (G1) foi maior
(p<0,05) que a observada nos grupos que nao receberam ACTH (G2 e G4), no tempo
60, entretanto foi menor (p<0,05) que a resposta do grupo G3. No tempo 120, a
resposta do grupo G1, foi igual estatisticamente a resposta do grupo controle (G4).
SILLENCE & ETHERTON (1987), relataram reducao dos niveis de CORT no soro de
suinos apo6s desafio com pGH. Segundo GELDING et al. (1998) e WEAVER et al.
(1994) em estudos com humanos adultos, o tratamento com GH causou reducéao das
concentragdes de CORT sangilineo, provavelmente por acao direta na enzima 11p-
hydroxysteroid dehydrogenase-1 no figado ou em outro local, j& que esta enzima é
necessaria para reducao da cortisona em CORT e na auséncia da mesma a producao
de CORT se torna comprometida (TRAINER et al., 2001).

A resposta da adrenal, sintetizando CORT, ao desafio com ACTH nas fémeas
caprinas em lactacao (32 Fase) foi marcadamente menor quando comparada a resposta
das fémeas em desenvolvimento (12 Fase). Estas respostas menos agudas ao estresse
de fémeas lactantes, foram relatadas, também, em ratas, ovelhas e vacas,
principalmente apds a amamentacdo (WAGNER & OXENREIDER, 1972; ATKINSON &
WADDEL, 1995; COOK, 1997; TILBROOK et al., 2006); Pois com estimulos tateis,
visuais, sonoros e/ou olfativos relacionados a amamentacao ou ordenha, ocorre maior
liberacdo de ocitocina, que promove um feedback negativo no hipotdlamo e
consequente reducéao da liberagdo de CORT, como resposta a um estresse (WINDLE et
al., 1997; GIMPL & FAHRENHOLZ, 2001; AMICO et al, 2004). Outra hipé6tese
considerada por alguns autores, € que em fémeas néo lactantes hd maior transcri¢cao
de CRH e AVP (vasopressina), horménios estimulantes da hipdéfise, que quando
estimulada libera o ACTH e que, consequientemente, ativara a liberacdo de CORT pela
adrenal (SHANKS et al., 1999). KHAN & LUDRI (2002), em trabalho com cabras em
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estagio pré e pos-parto, observaram concentracdes basais de cortisol menores em
cabras poés-parto.

Porém, o desafio realizado com ACTH e a resposta da adrenal, ndo envolvem o
eixo HPA por completo, j& que o ACTH administrado na veia jugular das cabritas e
cabras estimula apenas a adrenal a liberar o CORT, ndo havendo estimulo ou
participacdo do hipotalamo, do CRH, da AVP e da hipdfise (AXELROD & REISINE,
1984; MOSTL & PALME, 2002). Assim, a maior liberacdo e niveis basais de ocitocina
mais altos nao justificam menores niveis de CORT como resposta ao desafio. Contudo
durante a lactacdo, ha uma maior exigéncia da adrenal para a liberagdo de CORT, que
ocorre comumente ao inicio das ordenhas (GOREWIT et al., 1992, TANCIN et al., 1995,
NEGRAO et al., 2006b). As reservas de CORT, cortisonas, que sdo metabolizadas,
reduzidas e liberadas como CORT diariamente, s&o utilizadas constantemente. Deste
modo sugerimos que as menores concentracoes de CORT, encontradas em cabras
lactantes, como resposta ao desafio com ACTH, podem ser decorrentes de menores
niveis de cortisona armazenadas pela adrenal, que nao libera CORT suficiente para
atingir o patamar de concentragcbes que fémeas ndo lactantes alcancaram. Tal
diminuicdo de reservas adrenais € muito comum em animais e seres humanos em
estado de estresse cronico. KIRSCHBAUM et al. (1994) demonstraram que a resposta
de CORT ao estresse diminuiu apdés o primeiro dia de uma série de cinco dias
consecutivos, em experimento realizado com humanos. RAMPACEK et al. (1984),
também, relatou respostas de CORT menores, a aplicagdes de ACTH, em marrds com
concentragdes basais de CORT mais altas. Esta diferenca de intensidade das respostas
das fémeas na 12 Fase do experimento e na 3% Fase ao desafio com ACTH, pode ter
sido suficiente para que o GH inibisse apenas a resposta menos intensa, ocorrida na 32
Fase do experimento.
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4.2.3 Glicose

Ao longo dos desafios com ACTH realizados na primeira e terceira fase do
experimento, ndo houve efeito de grupos, tempos de coletas ou interacdo entre ambos
(p>0,05).

As concentragbes de glicose nao se alteraram ao longo do desafio (p>0,05),
permanecendo iguais durante o desafio, em ambas as fases, como apresentado nas
Figuras 6E e 6F.

Tanto os teores de glicose observados nas cabritas (12 Fase), quanto o
observado nas cabras ao longo do desafio (32 Fase), foram superiores as
concentragdes relatadas por outros autores. Segundo SAHLU et al. (1992), cabritas
lactentes Saanen apresentam teores basais de glicose proximos a 88,5 mg/dL,
enquanto que DAVIS et al. (1999) demonstraram valores basais de glicose de 61,2
mg/dL em cabritos desmamados e 62,7 mg/dL em cabritos desmamados e tratados
com GH. Entretanto, cabras lactantes possuem menores concentragdes basais de
glicose, em média 52,6 mg/dL (MUNDIM et al., 2007).

Provavelmente os niveis de ACTH administrados nao foram suficientes para um
aumento de insulina necessario para a alteracdo das concentracdes de glicose dos
animais desafiados, ja que eles se encontravam em estagios fisiologicos de

metabolismo acelerado, puberdade e pico de lactacao.

4.2.4 Proteina

N&o houve alteracdo nas concentragbes de proteina ao longo dos desafios com
ACTH (p>0,05) e também, ndao houve diferenca entre os grupos (p>0,05), em ambas as
fases do experimento (Figuras 6G e 6H). Estes resultados corroboram com os
encontrados por (CANAES, 2007), que observou aumento dos niveis de CORT apos o
transporte de cabras lactantes, porém sem o aumento dos teores de proteina.
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Em ambos os desafios, tanto da primeira, quanto da terceira fase, as
concentragdes de proteina foram de aproximadamente 7,0 mg/dL, valor este, que nao
extrapola os valores minimos (6,10 mg/dL) e maximos (8,40mg/dL) considerados
normais por MUNDIM et al., (2007) em experimento com cabras Saanen.
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43  COMPOSICAO E PRODUCAO DE LEITE

4.3.1 Lactose

N&o foi observado efeito do tratamento (grupos) com GH no teor de lactose do
leite das cabras (p>0,05), como apresentado na Tabela 3. Outros trabalhos
demonstram aumento dos niveis de lactose no leite de cabras tratadas com GH
(CHADIO et al., 2000), porém grande parte dos estudos relata niveis semelhantes deste
componente, entre animais tratados e néo tratados com GH. Segundo BAUMAN (1992),
vacas tratadas com GH nao apresentaram variagdo na porcentagem de lactose no leite.
Em experimento com cabras tratadas com GH, durante o inicio e 0 meio da lactagéo,
DAVIS et al. (1999) ndo observou diferenga significativa entre os teores de lactose no
leite dos animais tratados e néo tratados. E no periodo final de lactagédo, o tratamento
com GH, também, ndo apresentou efeito sobre a concentragdo de lactose no leite das
cabras, em relagcdo aos animais nao tratados (BALDI et al., 2002). Estes resultados
evidenciam a lactose como o componente mais estavel do leite, isto, pois ela é
responsavel por 50% da pressdo osmotica do leite, sendo sua concentracao
estabilizada pelo volume de agua necessario para que o leite seja isotbnico ao
citoplasma celular. Assim, mesmo com a maior disponibilidade de glicose no sangue e,
conseqlente, aumento na sintese de lactose, ndo havera aumento da concentragao
deste componente no leite e sim aumento do volume de leite produzido (GONZALEZ &
CAMPQS, 2003).

N&o houve efeito de semanas de tratamento (Tabela 4) e interacao entre grupos
e semanas de tratamento (p>0,05), como demonstrado na Figura 7D. Tais resultados
coincidem com os encontrados por QUEIROGA et al. (2007), em experimento realizado
com cabras Saanen, nos quais ndo houve qualquer diferenca entre as concentragdes
de lactose no leite das cabras experimentais ao longo de toda a lactacéo.

As concentracbes médias de lactose no leite das cabras do presente
experimento (Tabelas 3 e 4) foram muito semelhantes as encontradas por PRATA et al.
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(1998), que apresentou média de 4,35% de lactose no leite de cabras Saanen criadas
na regiao sudeste do Brasil.

Tabela 3. Composicdo do leite, por grupo, de cabras tratadas com GH/Placebo e desafiadas com

ACTH/Placebo.
Grupos

Componentes G1 G2 G3 Ga
Gordura (%) 3,16 +0,18a 2,38+0,22b 3,20+0,19a 3,50+0,19a
Proteina (%) 3,04 +£0,05a 2,79+0,06b 2,83+0,06 b 2,93 + 0,06 ab
CCS (* 1000 492,69 + 152,71 a 447,26 +185,15a 696,77 + 164,952 678,70 + 164,95 a
células/mL)
Lactose (%) 4,57 +0,06 a 4,47 +0,08 a 4,61+0,07a 4,43+0,07 a
Solidos Totais (%) 11,75+0,24 a 10,25+ 0,29 b 11,63 +0,26 a 11,83+0,26 a

G1 — Tratado com GH e ACTH; G2 — Tratado com GH e Placebo; G3 — Tratado com Placebo e ACTH; e
G4 - Tratado com Placebo (GH) e Placebo (ACTH). Letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 4. Composigédo do leite, por semana, de cabras tratadas com GH/Placebo e desafiadas com

ACTH/Placebo.
Semanas de Tratamento com GH/Placebo

Componentes 12 38 52 72 92
Gordura (%) 3,23+0,22 a 3,15+0,22a 2,36 +0,24b 3,00 £0,22 ab 3,56 £0,22 a
Proteina (%) 2,80 £0,06 a 2,88 £ 0,06 a 2,98 +0,07 a 2,83 +0,06 a 2,99 £0,06 a
CCs (*1000 348,78 611,53 = 1042,95 + 589,21 + 301,79 =
células/mL) 107,09 a 185,73 a 286,50 a 151,36 a 144,67 a
Lactose (%) 466+0,08a 451+008a 447+0,08a 4,49+0,08a 4,48 +0,08 a
Soélidos Totais

(%) 11,67+0,29a 11,52+0,29a 10,38+0,30b 11,27x0,29a 11,99+0,29a

Letras minUsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 7. Graficos das concentracbes médias dos componentes e producao do leite de cabras tratadas
com GH/Placebo e ACTH/Placebo. A — Gordura; B — Proteina; C — CCS; D — Lactose; E — Sélidos
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Totais; e F — Produgédo. G1 — Tratado com GH e ACTH; G2 — Tratado com GH e Placebo; G3 —
Tratado com Placebo e ACTH; e G4 - Tratado com Placebo (GH) e Placebo (ACTH).

4.3.2 CCS

N&o houve efeito dos grupos (Tabela 3), semanas de tratamento (Tabela 4) e
interacdo entre ambos (Figura 7C), sobre a CCS no leite (p>0,05) dos animais
experimentais. Esta igualdade entre a contagem de células somaticas no leite de
caprinos tratados com GH ou Placebo, € controverso aos resultados relatados por
BALDI et al. (2002), que verificou menor CCS no leite de animais tratados com GH em
final de lactacdo. Contudo, CHADIO et al.,, (2000), demonstrou que a maior CCS
ocorreu no leite de cabras tratadas com GH.

Porém, em fémeas ovinas e caprinas tratadas com GH em inicio e meio de
lactagdo, ndo foram observadas diferencas na CCS em relagdo ao grupo controle
(DULIN et al., 1983; BOSCOS et al., 1996; BROZOS et al., 1998; DAVIS et al., 1999). O
tratamento com GH também nao apresentou efeito sobre a incidéncia de mastite ou na
contagem de bactérias no leite de ovelhas (BROZOS et al., 1998).

As médias de CCS apresentadas neste trabalho sdo todas muito inferiores as
encontradas por ANDRADE et al. (2001), em cabras da raca Alpina de alta producao e
semelhantes as CCS no leite de cabras Saanen criadas na regiao sul do Brasil
(ZAMBOM et al., 2005), indicando, assim, que a ordenha e 0 manejo dos animais foram
realizados de forma adequada e que o tratamento com GH n&o influencia a contagem
de CCS do leite.

4.3.3 Gordura

A concentracdo de gordura no leite sofreu efeito de grupos e efeito de semanas

de tratamento (p<0,05), entretanto, ndo houve efeito da interagao de grupos e semanas
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de tratamento (p>0,05). O grupo G2 apresentou a menor concentracdo de gordura no
leite entre todos os grupos (Tabela 3).

Durante a lactacao ocorre variacdo dos teores de gordura no leite de cabras
Saanen, porém o teor de gordura no leite varia entre 2,9% e 3,5% (QUEIROGA et al.,
2007). ZAMBOM et al. (2005) testaram a alimentacao de cabras Saanen com varias
relacbes de concentrado/volumoso, encontrando variacdo de 2,9% a 3,6% de gordura
no leite. Mesmo a gordura sendo o componente mais variavel do leite e sofrendo
importante influéncia da nutricdo e das condigdes ambientais (GONZALEZ, 2001), no
presente experimento ndo houveram variagdes das concentragcdes de gordura do leite
dos animais dos grupos G1 (veja Tabela 3), G3 e G4 (p>0,05), estando estas médias de
acordo com os estudos citados anteriormente.

Pela grande variagcdo dos teores de gordura no leite, este componente apresenta
variadas concentracées em animais tratados com GH. Alguns trabalhos demonstraram
diminuicdo nos teores de gordura em animais tratados com GH (BOUTINAUD, 2003),
enquanto outros experimentos demonstram resultados inversos, no qual houve
aumento na concentragdo de gordura no leite em animais tratados com GH (CHADIO,
2000). Tais resultados demonstraram que durante o tratamento, os teores de gordura
no leite dos animais do grupo G2 podem ter sido influenciados por fatores, nao
associado ao tratamento com GH.

Também ocorreu diminuigdo no teor de gordura do leite na quinta semana de
tratamento com GH/placebo (Tabela 4). Como podemos observar na Figura 7A, na
quinta semana de tratamento com GH/placebo apenas o teor de gordura do grupo G2
nao diminuiu, provavelmente por ja estar em teores muito baixos. Uma possivel
explicacdo, para esta diminuicdo de gordura no leite, seria a influéncia de fatores
ambientais e climaticos que influenciaram na composicdo do leite de todos os

tratamentos.



52

4.3.4 Solidos Totais

Os resultados de solidos totais do leite dos animais experimentais foram
diferentes entre os grupos (p<0,05) e ao longo do tratamento com GH/placebo (p<0,05)
também. Tais resultados foram apresentados nas Tabelas 3 e 4 respectivamente. Nao
houve interacdo entre grupos e semanas de tratamento (p>0,05), como é possivel
observar na Figura 7E.

As variacbes de solidos totais no leite acompanharam o comportamento da
concentracdo de gordura, ja que os sélidos totais do leite apresentam uma correlacéao
muito alta (0,82) com os teores de gordura em leite de cabras (ZENG, et al., 1997).

4.3.5 Proteina

N&o houve qualquer variagdo (p>0,05) na concentragéo de proteina do leite dos
animais experimentais ao longo do experimento (Tabela 4). Também n&o huve efeito da
interacdo entre grupos e semanas de tratamento (Figura 7B), sobre a concentracédo de
proteina no leite dos animais experimentais (p>0,05).

A proteina € um dos componentes do leite que apresentam concentracao mais
estavel e ndo apresentam grandes variagées ao longo de toda a lactagdo, (QUEIROGA
et al. 2007), permanecendo sua concentragdo por volta de 2,97% em cabras Saanen
(PRATA et al., 1998).

No presente experimento as cabras Saanen tratadas com GH e desafiadas com
ACTH (G1), apresentaram concentragbes de proteina no leite semelhantes ao grupo
controle, G4 (Tabela 3), estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por
CHADIO et al. (2000), em experimento com cabras cruzadas Alpinas tratadas com GH.
Como o tratamento com GH, ndo afetou os teores de aminoacidos no plasma dos
animais, (DAVIS et al., 1999) e sdo estes aminoacidos as fontes para sintese de
proteinas pelas células da glandula mamaria, os teores de proteina no leite de animais
tratados e ndo tratados com GH nao diferiram entre si.
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4.3.6 Producao de Leite

O tratamento com GH realizado na primeira fase do experimento ndo influenciou
a producao de leite na 32 Fase, pois até os 35 dias de lactagdo nao houve diferenca na
producéo de leite (p>0,05) das cabras dos grupos G1 e G2, tratados com GH (Figura
7F).

Aparentemente, ndo houve efeito do desafio com ACTH/Placebo sobre a
producéo de leite dos animais experimentais (Figura 7F), pois ndao houve mudangas no
perfil de curva da lactacdo apds o desafio com ACTH/Placebo (o desafio foi realizado
entre a 42 e 5% semana de tratamento).

Como é possivel observar na Figura 7F e na Tabela 5, houve efeito da interagao
de grupos e semanas de tratamento na produgdo de leite das cabras (p<0,05). Os
grupos tratados com GH (G1 e G2) apresentaram maior persisténcia de producao ao
longo das semanas (Figura 8), em relagao aos grupos nao tratados (G3 e G4). Este tipo
de grafico permite a comparacao dos efeitos do GH mesmo com animais que iniciaram
o experimento com producdes de leite diferentes (p<0,05).

A partir da 62 semana de tratamento os grupos tratados com GH apresentaram
producédo de leite maior que os grupos nao tratados (p<0,05), além de uma mudanca
visivel no perfil da curva de lactagdo dos animais tratados. Estes resultados contrariam
os resultados do experimento de BARBOSA et al. (2002), que n&o obtiveram diferentes
produgcdes de leite entre cabras Alpinas tratadas e ndo tratadas com GH. Porém,
podemos encontrar um grande numero de publicagdes que observaram efeitos
galactopoiéticos positivos em cabras tratadas com GH (GALLO et al., 1997; CHADIO et
al., 2000; CASTILLO & GIESTA, 2008). DISENHAUS et al. (1995) atingiram maiores
producgdes de leite com cabras Saanen e Alpinas tratadas com GH. BALDI et al. (2002)
trataram cabras em estagio final de lactacdo com GH, sendo que estas apresentaram
maior producao de leite.

Ainda que haja estudos que comprovem receptores de GH na glandula mamaria
(AKERS et al., 2000) e possiveis efeitos diretos, os principais efeitos do tratamento de
GH sobre a producéo de leite sdo mediados pelo IGF-1, liberado principalmente pelo
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figado (GRANNER, 1996), apds receber estimulo do GH (AKERS, 2006). O IGF-1
desencadeia uma série de processos, que promovem o aumento de producéao de leite,
como aumento do aporte de metabdlitos e minerais para a glandula mamaria, maior
fluxo sanguineo (DAVIS et al., 1988; CHAIYABUTR et al., 2005), menor apoptose de
células secretoras de leite (BALDI et al., 2002), e outras mudancas no metabolismo
energético dos animais (BINES & HART, 1982; BAUMAN 1992). Estudos recentes
também demonstram importante acao de proteinas de ligacdo (IGFPB) ao IGF-1, que
desta forma modulam as concentragbes de IGF-1 livre no sangue e assim diminuem o
namero de moléculas de IGF-1 que possam se ligar as células da glandula mamaria
(CHAIYABUTR et al., 2005). Justificando, desta maneira, a maior producdo de leite
atingida pelas cabras em lactacao tratadas com GH.

Tabela 5. Produgdo média diaria de leite de cabras tratadas com GH/Placebo e ACTH/Placebo ao longo
das 8 semanas de tratamento.

Semanas de Tratamento com GH/Placebo

Grupos 12 P 32 42 52 62 72 82

G1 2,24 ABa 2,17Aab 2,18Bab 2,19 Aab 2,07 Abc 2,14 Aab 2,01 Abc 2,05 Ac
G2 221Ba 208Bb 205Cb 214Aa 2,10Aa 2,06Ab 205Ab 2,06 Ab
G3 2,35Aa 230Aa 235Aa 224Aab 203Ab 1,89Bc 1,83Bc  1,90Bc
G4 223ABa 2,06Bb 1,86Dc 191Bc 1,79Bc 162Cd 158Cd 1,67Cd

G1 — Tratado com GH e ACTH; G2 — Tratado com GH e Placebo; G3 — Tratado com Placebo e ACTH; e
G4 - Tratado com Placebo (GH) e Placebo (ACTH). Letras minlsculas iguais na mesma linha, nao
diferem entre si (p>0,05). Letras mailsculas iguais na mesma coluna, nao diferem entre si (p>0,05).
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Perda Acumulada na Producao de Leite (L)

58 6° 72 8? 9° 102 112 122

Semanas de Tratamento com GH

Figura 8. Queda de producéo de leite de cabras tratadas com GH/Placebo.
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4.4 MORFOMETRIA EXTERNA E INTERNA DE TETO E UBERE NO
DESENVOLVIMENTO (12 FASE)

A Unica medida realizada, que apresentou diferenca entre os grupos (p<0,05) foi
a “Distancia do Teto ao Solo”, como podemos notar na Figura 9. Contudo, os animais
do grupo G3 tiveram maior distédncia do teto ao solo que os animais do grupo G4
(p<0,05). Como esta distancia tende a diminuir com o maior desenvolvimento de Ubere
e teto, é possivel que os animais do grupo G4 tenham atingido a puberdade mais cedo
que os animais do G3, e por conseqiéncia tenham alcangado maior desenvolvimento
na época desta medida. Porém, s&o inumeros os fatores que influenciam os resultados
desta medida, como a altura do animal, comprimento de teto, posicao dos animais no
momento da mensuracao, sendo dificil fazer tal afirmacédo considerando apenas esta

distancia.
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Figura 9. Medidas externas realizadas ao final do tratamento com GH/placebo de cabritas da racga
Saanen. Letras iguais, ndo diferem entre si (p>0,05).
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O unico parametro interno que apresentou diferenga significativa (p<0,05) foi o
de “Espessura de Parede de Teto” (Figura 10). Esta medida é muito utilizada como
indicativo de deformacéao de teto em funcao de diferentes modos de ordenha (WEISS et
al., 2004; MARNET et al., 2005). A espessura de parede de teto dos grupos tratados
com GH (G1 e G2) foram maiores que as dos grupos tratados com placebo (G3 e G4),
entretanto, apenas a diferenca entre o grupo G1 e G4 foi estatistica (p<0,05). Nao
houve diferenca (p>0,05) entre as médias de espessura de parede de teto dos grupos
G2 e G3. Este maior espessamento de parede de teto pode ter ocorrido em fungéo da
hipertrofia das células, que ocorre em animais tratados com GH (KNIGHT & WILDE,
1993).
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o 70 70 35000
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B0 AB B 80 - 30000
{ } 400
150 4 50 - 50 25000
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Figura 10. Medidas de imagens de ultra-som realizadas ao final do tratamento com GH/placebo de
cabritas da raga Saanen. Letras iguais, ndo diferem entre si (p>0,05).
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45 MORFOMETRIA EXTERNA DE TETO E UBERE NA GESTACAO
(22 FASE)

Na morfometria desta fase nao houve efeito da interagdo entre os grupos e os
meses de gestacao (p>0,05), sobre qualquer parametro mensurado, (Figura 11). O
tratamento com GH realizado durante o desenvolvimento dos caprinos ndo promoveu
maior crescimento de Ubere e tetos (p>0,05), como demonstrado nas Tabelas 6 e 7. O
tratamento com GH n&do promoveu a hiperplasia, ou aumento mitético das células
secretoras da glandula mamaria (aumento da sintese de DNA), porém estimulou a
hipertrofia das mesmas e foi possivel observar diminuicdo na taxa de apoptose destas
células (KNIGHT & WILDE, 1993). Ap6s o pico de lactacdo, cabras apresentam
significativa diminuicdo na sintese de DNA e, consequente, diminuicao da producgao de
leite. Contudo as cabras tratadas com GH mantém o mesmo numero de células, ou
seja, apresentam menos apoptose e podem manter alta producéo de leite apds o pico
de lactagcdo (KNIGHT & WILDE, 1993). RADCLIFF et al. (2000) experimentando o
tratamento com GH em novilhas pré-puberes alimentadas com concentrado altamente
energético e protéico, demonstraram que o GH permitiu a producédo de leite mais
precocemente e sem prejuizos na producao, ja que o GH diminuiu a lipogénese que
ocorre em detrimento do tecido secretério, em novilhas que recebem alimentagéo super
concentrada. Assim, podemos notar que mesmo que o GH tenha diminuido o acumulo
de tecido adiposo, ndo pudemos verificar estes efeitos, j& que a ultra-sonografia de

glandula mamaria ndo permite esta diferenciacao.
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Figura 11. Gréficos das morfometrias externas realizadas durante a gestacdo das cabritas tratadas com
GH/Placebo e ACTH/Placebo. A — Comprimento de Teto; B — Diametro de Teto; C — Distancia
Entre Tetos; D — Distancia do Teto ao Solo; E — Perimetro de Ubere; e F — Profundidade de
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Ubere. G1 — Tratado com GH e ACTH; G2 — Tratado com GH e Placebo; G3 — Tratado com
Placebo e ACTH; e G4 - Tratado com Placebo (GH) e Placebo (ACTH).

Tabela 6. Medidas de Teto realizadas durante a gestacao de cabras Saanen tratadas com GH/Placebo e
ACTH/Placebo, média total dos grupos.

Medidas de Teto Gi G2 Grupos G3 Ga

Comprimento (mm) 36,57 +1,38 a 39,05+1,63a 32,40 +1,49 b 39,71+1,49a
Diametro de Teto (mm) 17,55 +1,01 ab 18,60 £1,20 a 15,177 £1,09b 20,17 +1,09a
Entre Tetos 7,16 £0,37 ab 7,22 +0,44 ab 6,58 + 0,40 b 8,21 +0,40 a
Teto ao Solo (cm) 30,96 +0,60b 31,20+0,60ab 32,54 +0,54 a 30,33+0,54 b

G1 — Tratado com GH e ACTH; G2 — Tratado com GH e Placebo; G3 — Tratado com Placebo e ACTH; e
G4 - Tratado com Placebo (GH) e Placebo (ACTH). Letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 7. Medidas de Ubere realizadas durante a gestacéo de cabras Saanen tratadas com GH/Placebo
e ACTH/Placebo, média total dos grupos.

. ., Grupos

Medidas de Ubere Gi G2 G3 Ga
Perimetro (cm) 46,00 £1,21 a 4537 £1,43 a 4223+1,35a 46,78 £1,31 a
Profundidade (cm) 17,24+ 0,47 a 14,90+ 0,56 b 15,33+0,53 b 17,06 +0,51 a

G1 — Tratado com GH e ACTH; G2 — Tratado com GH e Placebo; G3 — Tratado com Placebo e ACTH; e
G4 - Tratado com Placebo (GH) e Placebo (ACTH). Letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Com o decorrer da gestacdo as cabritas Saanen apresentaram
desenvolvimentos importantes nos parametros medidos (Tabelas 8 e 9). Em todas as
medidas realizadas podemos notar maiores medidas no quarto més e menores medidas
nos dois primeiros meses (p<0,05). O Unico parametro mensurado que exibe redugao
de medidas ao longo da gestacdo foi o de “Distancia do Teto ao Solo”, porém a
diminuicdo das medidas deste parametro, ao longo da gestacao, é esperada.

Durante a gestagao, ocorrem os principais desenvolvimentos da glandula, ubere
e tetos (TUCKER, 1987; FONSECA, 1995), assim sendo, os resultados de morfometria

encontrados no presente experimento coincidem com a literatura cientifica.
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No quarto més de gestacao, o comprimento médio de teto encontrado (Tabela 8),
foi semelhante ao relatado por MANFREDI et al. (2001), que em cabras Saanen de
primeira lactagdo observaram comprimento médio de teto de 5,8 cm + 1,56. Porém, LE
DU & BENMEDERBEL (1984), em pesquisa com cabras Saanen, encontraram média
de comprimento de teto de 3,12 cm * 0,83. Esta diferenca nos resultados se deve ao
uso de diferentes técnicas de mensuracao, sendo a técnica usada no presente trabalho
a mesma utilizada por MANFREDI et al. (2001) para a mensuragao de comprimento de
teto.

Em experimento com cabras Alpinas multiparas, FREIRIA (2003) encontrou
didmetro médio de tetos entre 8,0 cm e 4,3 cm £ 0,14 aos 150 dias de lactacdo. Porém,
cabras Saanen apresentam didmetro de teto menor, em relacdo a fémeas Alpinas. A
média de diametro de teto no quarto més de gestacao, das cabritas experimentais foi de
2,6 cm, pouco menor do que relatado por MANFREDI et al. (2001) que observaram
médias de comprimento de teto de 2,95 cm £ 0,92 em cabras Saanen, ao longo da
lactagdo. O diametro de teto possui alta herdabilidade (LUO et al., 1997), sendo um
importante parametro para a selegéo de animais.

A distancia entre tetos, que as cabritas experimentais apresentaram no segundo
més de lactagdo foi de 6,91 cm, sendo foi semelhante a observada em cabritas
nuliparas da raca Murciano-Granadina, dias antes ao parto (SALAMA et al., 2007).

N&o houve diferenga na distancia média entre tetos dos grupos (p>0,05), assim
como, nao observamos diferenga de producéo de leite entre os tratamentos ao inicio da
lactacao (p>0,05). Segundo CAPOTE et al. (2006), existe uma alta correlacéo (0,77) da
distancia entre tetos e a producdo de leite de cabra, correlagdo muito préxima a
encontrada entre volume de Ubere e producgéo de leite em cabras Alpinas (GALL, 1980).

A distancia do teto ao solo ao longo da gestacédo foi decrescente, havendo
grande diferenga das medidas realizadas mensalmente. A distdncia média do teto ao
solo das cabritas Saanen no quarto més gestacdo (Tabela 8) corroboram com os
resultados encontrados por LE DU & BENMEDERBEL (1984), em cabras Saanen no
inicio de lactacdo. Este mesmo resultado foi menor do que o observado em cabras da
ragca Alpina (aproximadamente 27,8 cm) em inicio de lactagdo (FREIRIA, 2003). Estes
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mesmos animais, do experimento de FREIRIA (2003), também apresentaram producgéo
de leite inferior (<1,5 L) as cabras estudadas no experimento em questao (>2,25 L) ao
30° e 35° dia de lactagao, respectivamente. Esta correlagdo negativa entre distancia do
teto ao solo e a produgéo de leite € atribuida a maior elasticidade necessaria para o
armazenamento de um maior volume de leite pelos animais mais produtivos (LE DU &
BENMEDERBEL, 1984).

Tabela 8. Medidas de teto realizadas durante a gestagdo de cabras Saanen tratadas com GH/Placebo e
ACTH/Placebo, média total dos meses.

Meses de Gestacao

Medidas de Teto 18 22 30 28

Comprimento (mm) 26,58 £1,50d 31,94 +1,50¢c 37,75+1,55b 51,46 £ 1,50 a
Diametro de Teto (mm) 11,69 +1,13 ¢ 14,65 +1,08c 18,92+1,10b 26,22+1,10 a
Entre Tetos (cm) 5,83+0,40b 6,91 +0,41b 8,25+0,44 a 8,19+0,41a
Teto ao Solo (cm) 37,07 +0,50 a 33,74 +0,55b 28,73 +0,67 c 25,50+0,55d

Letras minUsculas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 9. Medidas de Ubere realizadas durante a gestacao de cabras Saanen tratadas com GH/Placebo
e ACTH/Placebo, média total dos meses.

Meses de Gestacao

Medidas de Ubere 5 3 2
Perimetro (cm) 35,14 +1,17b 49,70 £ 1,14 a 50,43 +1,14 a
Profundidade (cm) 12,23 +0,46 C 17,24 +0,45 b 18,92 +0,45 a

Letras minUsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

N&o foi encontrado efeito de grupos sobre o perimetro de ubere (p>0,05), como o
apresentado na Tabela 7. Ao longo dos meses de gestacdo ocorreu aumento do
perimetro de Ubere (p<0,05) (Tabela 9), resultado esperado, ja que nesta fase
observamos o maior desenvolvimento da glandula mamaria (ANDERSON et al., 1981).
Em cabras Mohair com 45 dias de lactacdo, SIMSEK et al. (2005) encontraram um
perimetro médio de Ubere de 44,33 cm e CAPOTE et al. (2006) encontraram 43,1 cm
de perimetro de Ubere em cabras Tinerfefia em inicio da lactagdo. O perimetro de Ubere

mensurado no ultimo més de gestagao foi coerente com os resultados desses autores,
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pois as ragas, por eles estudadas, sdao animais menos produtivos, que os da raca
Saanen e que, portanto, possuem Uberes menores.

A profundidade de Ubere foi crescente ao longo do 29, 32 e 4° més de gestacao
(p<0,05), como podemos observar na Tabela 9. Este tipo de caracteristica é um
importante indicador da producdo dos animais, por apresentar alta correlacdo com a
producéo leiteira de cabras (GALL, 1980). Além de apresentar 0,33 de herdabilidade,
valor considerado alto (LUO et al., 1997). Em cabras Tinerfeia em inicio de lactacao,
CAPOTE et al. (2006), demonstraram profundidade de ubere de 21,4 cm, sendo que
estas foram ordenhadas apenas uma vez por dia e 18,2 cm em cabras da mesma raca
ordenhadas trés vezes por dia. Em cabras Murciano-Granadina nuliparas, a
profundidade encontrada foi de 14,1 cm (SALAMA et al., 2007). Considerando a
diferenca de porte entre as racas e estagios fisioldgicos, os resultados encontrados no
presente experimento sdo semelhantes aos observados por outros autores.

As medidas de ubere, como profundidade, perimetro e forma, em ovelhas,
possuem alta correlagdo entre si (FERNANDEZ et al., 1997; MILERSKI et al., 2006).
Podemos observar em nossos resultados de perimetro e profundidade de ubere,
durante os 3 meses intermediarios de gestag¢édo, que houve o maior desenvolvimento do
2° para o 3° més, e um crescimento menos acentuado do 3° para o 4° més,
evidenciando uma alta correlacao entre as duas caracteristicas.

Estes resultados demonstraram que estes parametros utilizados como
indicadores de desenvolvimento de glandula mamaria sédo eficientes, porém nao

indicam diferenciacéo dos tecidos.
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POR ULTRA-SONOGRAFIA
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MORFOMETRIA DE TETO E UBERE NA GESTACAO (22 FASE)

Nao houve efeito de grupos e da interacdo de grupos com meses de gestacao

(Figura 12) sobre os parametros mensurados (p>0,05) por meio das imagens de ultra-
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Figura 12. Graficos das morfometrias, por ultra-sonografia, realizadas durante a gestacdo das cabritas
tratadas com GH/Placebo e ACTH/Placebo. A — Comprimento de Teto; B — Diametro de Teto; C -
Espessura de Parede de Teto Tetos; D — Comprimento de Canal de Teto; E — Area de Cisterna
de Teto; e F — Area de Cisterna de Ubere. G1 — Tratado com GH e ACTH; G2 — Tratado com GH
e Placebo; G3 — Tratado com Placebo e ACTH; e G4 - Tratado com Placebo (GH) e Placebo
(ACTH).

Porém, todos os parametros mensurados apresentaram resultados crescentes ao
longo da gestacao das cabritas (p<0,05), exceto os resultados da espessura de parede
de teto que nao foram significativos (p>0,05), como descritos nas Tabelas 10 e 11.
Também pudemos observar um maior desenvolvimento dos parametros mensurados do
3¢ para o0 4° més, no qual ocorreu maior desenvolvimento da glandula mamaria dos
caprinos, maior sintese de DNA, RNA e aumento do peso da glandula mamaria
(ANDERSON et al.,, 1981; TUCKER, 1987; DIJKSTRA et al.,, 1997), sendo neste
periodo também, que se observa maior mitose de tecido parenquimatoso. CAJA et al.
(2004) em experimento com vacas avaliaram a area de cisterna ao longo da lactacao,
concluindo que ocorreu diminuigcdo da area com o avanco do tempo de lactacédo, nesta
fase também, se observa diminuicdo da sintese de DNA (TUCKER, 1987). Tais
relacdes entre os resultados da sintese de DNA e da area de cistena podem ser
indicativos de uma correlagao entre ambos indicadores.

A area de cisterna mensurada por meio da ultra-sonografia apresentou alta

correlacao com a fracao de leite cisternal (0,76) e com o leite total (0,70), em cabras da
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raca Murciano-Granadina, 8h. ap6s a ordenha (SALAMA et al., 2004) e correlacdes
maiores ainda (0,82), foram descritas por NUDDA et al. (2000) em ovelhas da racga
Sarda, 24h. apos a ordenha. As areas de cisterna de uUbere e tetos, apresentaram o
mesmo perfil de curva de crescimento entre si, sendo estas semelhantes ao perfil da
curva de sintese de DNA em cabras prenhes, no mesmo periodo (TUCKER, 1987).

Tabela 10. Medidas de teto realizadas durante a gestacao de cabras Saanen tratadas com GH/Placebo e
ACTH/Placebo. Medidas realizadas a partir de imagens de ultra-sonografia, média total dos

meses.
Medidas de Teto Meses de Gestacao
(pixels) 1¢ 2° 3¢ 42
Comprimento 267,03+18,97¢c 308,16 +18,64c 383,29+19,30b 511,10 +18,97 a
Diametro 96,09 +10,86c 129,52+10,66b 159,70+11,05b 252,63+11,12a
Espessura de 3274+441a  31,86+589a  3384+488a  4342+438a
Parede
g::;'?"me“m de 19,48 +188c  2731+188b  2663+201b  3313+207a
. . 76135 + 17640,0 + 32959,0 + 87628,0 +
Area de Cisterna 4448,96 ¢ 4793,04 ¢ 5093,41 b 5088,57 a

Letras minUsculas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 11. Médias mensais das Areas de Cisterna de Ubere (pixels) de cabras Saanen tratadas com
GH/Placebo e com ACTH/Placebo.

Meses de Gestacao
20 30 4°

Area de Cisterna 150689,0 +11138,0 ¢ 212720,0 £11538,0 b 447324,0 £11752,0 a

Letras minuUsculas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

As imagens obtidas com o ultra-som e mensuradas por programa de computador
apresentaram grande variacdo entre os resultados apresentados pelos pesquisadores.
Isto, pois, ha muitas variantes que influenciam as medidas: freqtiéncia do ultra-som,
modelo de probe, tamanho da imagem em que se realiza a medida, unidade de medida,
tamanho do recipiente utilizado para conter a 4gua e tamanho do monitor. PEREZ et al.
(2002) em experimento com cabras Alpinas Francesas apresentaram médias de area
de cisterna de Ubere de 59,59 + 15,27 cm?, enquanto que SALAMA et al. (2004)

mensurou 28,3 cm? de area de cisterna de Ubere em cabras Murciano-Granadina, apds
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24h. da dltima ordenha. WOJTOWSKI et al., (2006) que desenvolveu e aprimorou a
técnica de imagens de ultra-som em Uberes e tetos de cabras imersos na agua,
encontrou areas de cisternas de ubere de 38,91 cm? em animais da raga Polish White.
No entanto, este método é muito eficiente para realizar comparagdes entre grupos, ao
longo de estagios fisiolégicos ou tratamentos, pois se torna possivel a utilizacdo da
mesma técnica e equipamentos para realizar as medidas.

Os resultados das medidas de comprimento de teto e didmetro foram
semelhantes aos resultados encontrados na morfometria externa deste mesmo
experimento (Tabela 8). Tais medidas estao relacionadas ao melhor acoplamento de
teteiras de ordenhadeiras mecanizadas, sendo atualmente iniUmeros os estudos que
consideram estas medidas como indices para programas de melhoramento genético
(MARNET et al., 2005). Podemos observar nos resultados de comprimento de canal de
teto, que houve o alongamento do canal durante a gestacao. Este resultado coincide
com o relato de WOJTOWSKI et al. (2006), que demonstraram que o comprimento de
canal de teto aumentou com a idade e com o numero de lactagdes em ovinos, além de
manter uma correlagdo positiva com as medidas externas de comprimento e diametro
de teto em vacas (HEBEL,1978 citado por WEISS et al., 2004). O comprimento de canal
€ uma importante medida, j& que maiores comprimentos de canal de teto de ovelhas
estdo relacionados a um maior nimero de células somaticas no leite produzido (FRANZ
et al., 2003).

Este foi o primeiro experimento que avaliou o desenvolvimento de Ubere e tetos
em cabritas por meio de imagens de ultra-som. Desta forma, nao foi possivel realizar

comparag¢des com outros trabalhos semelhantes.
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V CONCLUSOES

Geral — O tratamento com GH em cabritas Saanen n&o alterou o
desenvolvimento da glandula mamaria durante a fase pré-pubere e de gestacao; o GH
diminui o estresse de cabras lactantes e aumenta a persisténcia de producéo de leite,
sem afetar a composicao e qualidade do leite.

12 Fase - Desenvolvimento — O tratamento com GH n&o inibiu a resposta de
cortisol nas cabritas desafiadas com ACTH. Cabritas Saanen desafiadas com ACTH
respondem com a maior produgao de cortisol, de forma semelhante a animais adultos.

E possivel realizar a morfometria por ultra-sonografia em cabritas pré-puberes.

22 Fase — Gestacao — O tratamento com GH, realizado anteriormente a
gestacdo, ndo altera o desenvolvimento da glandula mamaria ao longo deste periodo. E
possivel utilizar a ultra-sonografia como ferramenta de medicdo de desenvolvimento da

glandula mamaria em cabritas.

32 Fase — Lactacao — Cabras tratadas com GH apresentam maior persisténcia
na producao de leite, sem alteracdo da composicado e contagem de células somaticas.
O tratamento com GH diminui a resposta de cortisol em cabras desafiadas com ACTH.
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