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RESUMO

Estudou-se o efeito do estresse fisiologico, via administragdo pontual de ACTH, sobre os niveis de
cortisol e a quantidade e qualidade do leite produzido. Para tanto, 12 cabras da raca Saanen foram
alocadas em dois grupos experimentais: o grupo ACTH recebeu 0,6 Ul de ACTH/kg PV, e o grupo
placebo recebeu solucéo placebo. A producéo de leite, os percentuais de proteina, gordura e lactose e a
contagem de células somaticas (CCS) do leite foram mensurados antes, durante e apds a administracéo de
ACTH e do placebo. Simultaneamente & administracdo de ACTH e placebo por trés dias consecutivos,
foram realizadas colheitas de sangue para mensuracdo dos teores de cortisol. Nos tempos -30 e zero,
ambos 0s grupos apresentaram concentragdes basais de cortisol. O aumento nos niveis de cortisol foi
significativo nos tempos 60min (grupo ACTH: 59,00+5,70 e grupo placebo: 5,23+1,37ng/mL) e 120min
(grupo ACTH: 47,96+9,72 e grupo placebo: 4,38+1,14ng/mL), pois a concentracdo de cortisol foi maior
no grupo ACTH. Os valores retornaram ao basal no tempo 300min. N&o houve diferencas na produgéo
leiteira entre os grupos ACTH e placebo, tampouco de proteina, gordura, lactose e CCS do leite dos
grupos, portanto o estresse induzido por trés dias consecutivos ndo trouxe prejuizos a produgao.
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ABSTRACT

The experiment aimed to study the effect of physiological stress on cortisol levels, quality and quantity of
milk through punctual administration of ACTH. Twelve Saanen goats were divided in two experimental
groups: ACTH group (0,549 of ACTH/Kg.L.W); Placebo group (placebo solution). Milk production, and
percentages of protein, fat, lactose and SCC (somatic cells counting) of the milk were analyzed before,
during and after the administration of ACTH/placebo. Simultaneously to the ACTH/placebo
administration and during three sequential days, blood was collected to evaluate cortisol concentrations.
At times -30 and zero, both groups presented basal concentrations of cortisol. The increase of cortisol
contents was significant at times 60 (group ACTH: 59.0045.70 and groups placebo: 5.23#1.37ng/mL)
and 120 (group ACTH: 47.9629.72 and group placebo: 4.38#1,14ng/mL) since the cortisol content was
higher on the ACTH group. The values returned to the basal level at 300 minutes. Concerning milk
production, no differences were found between ACTH and placebo groups. Milk, protein, fat, lactose and
SCC did not distinguish one group from another. The results indicated that the physiological stress
induced during three days was not harmful to milk production and milk quality of Saanen goats.
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INTRODUCAO

A qualidade do leite in natura é influenciada
pelo manejo, pela alimentacdo, pelo potencial
genético dos rebanhos, além de fatores
relacionados a ordenha e armazenagem do leite
(Maller, 2002). O leite de alta qualidade pode ser
caracterizado como um alimento livre de agentes
patogénicos e outros contaminantes (residuos de
antibioticos e pesticidas), apresentando reduzida
contaminagdo microbiana, sabor agradavel,
adequada composicdo e baixa contagem de
células sométicas (Santos, 2004).

Além da qualidade do leite, a produtividade das
cabras também deve ser valorizada pelos
caprinocultores (Wander e Martins, 2008).
Porém, alguns eventos pontuais relacionados ao
manejo — parto, desmame, déficit energético —
podem ser associados ao estresse, promovendo
manutencdo de niveis elevados de cortisol
(Mayer e Lefcourt, 1987; Moberg, 1987
Macuhova et al., 2002) e alteracdes metabolicas
que reduzem a produtividade dos animais
(Sapolsky et al., 2000; Pacak e Palkovits, 2001),
principalmente daqueles mais produtivos.

Por esta razdo, a administracdo exdgena do
ACTH, que promove a liberacéo de cortisol, vem
sendo utilizada para mensurar a habilidade dos
animais domésticos em suportar adequadamente
as diferentes situaces estressantes impostas ao
longo de sua vida produtiva (Fulkerson e
Jamieson, 1982; Negrdo et al., 2004; Delgado,
2008), mensurando, assim, a habilidade dos
animais em responder ao estresse (Fulkerson e
Jamieson, 1982; Negréo et al., 2004).

Alguns estudos também sugerem que o estresse
pode intensificar o processo de apoptose na
glandula  maméria  durante a lactacéo,
aumentando a contagem das células somaticas
(CCS) e reduzindo, consequentemente, a
produtividade dos animais (Jeng Su et al., 2002;
Stefanon et al., 2002; Tian et al., 2005). Nesse
contexto, a produtividade e a qualidade do leite
sdo indicadores da evolugdo do tecido epitelial e
da salde da glandula mamaria (Burvenich et al.,
1994; Paape et al., 2002).

Desta forma, o presente experimento teve por
objetivo estudar o efeito do estresse fisiolégico,
via administracdo pontual de ACTH durante trés
dias consecutivos, sobre os niveis de cortisol e a
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quantidade e qualidade do leite produzido por
cabras Saanen.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado com 12 cabras
lactantes da raca Saanen, que permaneceram
alocadas em baias com cobertura e piso ripado,
tendo acesso a solario com piso de concreto.
Como alimento volumoso, receberam silagem, e
como concentrado uma mistura de milho, casca
de soja e soja extrusada, além de sal vitaminico-
mineral. Concentrado e volumoso foram
fornecidos na razdo de 30:70 e apresentaram 47,
8% de MS; 9,9% de PB; 4,1% de EE; 7,9% de
MM; 36,9% de FDN e 22,0% de FDA. As cabras
também tinham livre acesso a agua em
bebedouros providos de boia. Assim, todas as
cabras experimentais receberam uma dieta
semelhante, ajustada de acordo com o AFRC
(Technical ..., 1997) em funcéo da idade, do peso
vivo, da categoria das fémeas e da produgdo
leiteira.

Todas as cabras experimentais foram ordenhadas
uma vez por dia, com a ordenhadeira regulada
para manter vacuo de 48 KPa e taxa de pulsacéo
de 120 ciclos/minuto. As 12 cabras lactantes
foram subdivididas casualmente em dois grupos:
seis cabras receberam, via intravenosa, 0,6 Ul de
ACTH/kg PV (Sigma, Saint Louis, Missouri,
USA), para se avaliar a influéncia do estresse
pontual por trés dias consecutivos (grupo ACTH)
durante a lactacdo (Fulkerson e Jamieson, 1982);
as outras seis cabras experimentais receberam,
também por via intravenosa, uma solucdo
fisiol6gica (grupo placebo).

A colheita de sangue coincidia com a
administracdo de ACTH (ou placebo) e foi
executada com inicio as 12h00min, nos seguintes
tempos de coleta composta: -30, zero (logo antes
da aplicagdo de ACTH ou placebo), 60, 120 e
300 minutos. As amostras de sangue foram
obtidas por meio da puncdo da veia jugular da
cabra em tubos heparinizados. Ap0s colheita, 0s
tubos eram mantidos em gelo. Logo apds, o
sangue era centrifugado a 3000rpm, a 4°C,
durante 17 minutos, e o plasma obtido era
acondicionado em tubos e estocado a —20°C para
posterior analise e monitoramento dos niveis de
cortisol.
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O plasma descongelado era utilizado
para as andlises de cortisol, por meio
de kits imunoenzimaticos (Diagnostic Systems
Laboratory Inc, Webster, Texas), executadas no
Laboratorio de Fisiologia Animal da FZEA/USP.
A leitura dos resultados foi feita em leitor de
microplacas do tipo Elisa (Multiscan MS
Labsystem, Tiilitie, Vantaa, Finland), utilizando
comprimento de onda de 450nm, baseado em
uma curva padrdo de sete pontos, com
concentragdes variando de 0,5 a 60ng/mL de
cortisol.

A producdo leiteira das cabras foi mensurada
diariamente, pois a ordenhadeira possui copos
coletores individuais do tipo proveta. Para
anlise da qualidade do leite (proteina, gordura e
lactose), o leite foi colhido durante 65 dias: 31
dias antes, trés dias durante e 31 dias apds a
aplicacdo de ACTH/placebo. J& para a contagem
de células somaticas (CCS), o leite foi colhido
durante 41 dias: 19 dias antes, trés dias durante e
19 dias ap06s a aplicacdo de ACTH/placebo.

As laminas para CCS foram confeccionadas e
coradas com azul de toluidina para contagem
microscopica direta (Prescott e Breed, 1910).
Para contagem do nUmero de células, foram
observados 60 campos em cada cm?, utilizando-
se microscopio Optico comum com objetiva de
imersdo. Cada amostra foi feita em duplicata. O
resultado das contagens de cada amostra foi
obtido calculando-se a média dos campos
multiplicada pelo fator do microscépio, obtendo-
se a quantidade de células/mL de leite. Os
resultados da CCS foram convertidos para seus
valores logaritmos (base 10) para analise
estatistica.

A maior aliquota do leite foi armazenada em
frascos contendo pastilhas do conservante
bronopol (2-bromo-2nitropropane-1,3-diol) para
posterior andlise de proteina, gordura e lactose,
determinadas por infravermelho  (Bentley
Instruments, Inc. 2000).

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso, com dois grupos — ACTH e placebo — e
seis animais por grupo. Foram feitas colheitas de
sangue de medidas repetidas em cinco ocasifes,
-30, zero, 60, 120 e 300 minutos em cada animal,
durante trés dias consecutivos.
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Para analise estatistica da producdo de leite,
CCS, proteina, gordura e lactose do leite e
cortisol, o0 modelo utilizado incluiu o efeito de
grupo, de tempo, de dia de colheita e a interagdo
ACTH x Tempo. Em todas as andlises foi usado
0 proc mixed do SAS, com o desdobramento da
interaco visando estudar a diferenca entre as
respostas médias dos dois grupos em cada uma
das ocasides. Neste processo utilizou-se uma
estrutura de covariancias que melhor explicou a
possivel correlacdo existente entre as medidas
repetidas nos mesmos animais e a possivel
heterogeneidade das varidncias nas diferentes
ocasioes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No tempo -30 — meia hora antes da aplicacéo de
ACTH/placebo — e no tempo zero — momento
anterior a aplicagdo —, ambos 0s grupos
apresentaram concentra¢fes basais de cortisol
semelhantes (Fig. 1). A diferenca entre os grupos
foi observada 60 minutos apds a aplicacdo do
horménio, pois a concentracdo plasmatica de
cortisol foi maior no grupo ACTH quando
comparado ao grupo placebo, respectivamente,
59,00+5,70ng/mL e 5,23£1,37ng/mL.

No tempo 120min, a concentragdo de cortisol
ainda se encontrava em niveis significativamente
altos no grupo que recebeu ACTH:
47,96+9,72ng/mL, versus 4,38+1,14ng/mL do
grupo placebo. Entretanto, ap6s 300 minutos da
aplicacdo do ACTH, os valores de cortisol
retornaram ao considerado basal para ambos 0s
grupos. Desse modo, o grupo que recebeu ACTH
apresentou um mesmo modelo de liberacdo de
cortisol nos trés dias de desafio, com valores de
cortisol superiores aos do grupo placebo, o que
indica que houve estimulo da adrenal pelo
ACTH (Escobar et al., 1998; Negréo et al., 2004;
Delgado, 2008). Tanto o perfil quanto o aumento
nos niveis de cortisol mensurados nas cabras
experimentais que receberam ACTH foram
préximos aqueles observados ap6s a inducdo de
diferentes agentes estressores, seja em cabras
(Escobar et al., 1998; Duvaux-Ponter et al.,
2003; Delgado, 2008; Canaes et al., 2009;
Canaes e Negréo, 2009), em ovelhas (Fulkerson
e Jamieson, 1982; Marnet e Negrdo, 2000) ou
em vacas (Tancin et al., 1995; Rushen et al.,
2001; Negréo et al., 2004; Negrao, 2008).
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Figura 1. Teores plasmaticos médios de cortisol de ambos os grupos (ACTH e placebo) durante o periodo

experimental em trés dias consecutivos de aplicacdo de ACTH/placebo.

Ndo foram observadas diferencas entre
tratamentos para producéo de leite (Fig. 2), o que
indica que cabras estressadas pontualmente por
trés dias consecutivos ndo diminuiram a
producdo de leite em fun¢do do aumento dos

Producio Leiteira (L)

—+—ACTH
—s—Placebo

25/ag0 Afset 14/set 24/set A/out 14700t 24/out Jmov

Cloletas

niveis de cortisol. Outros estudos também néo
demonstraram o efeito do estresse pontual sobre
a producdo leiteira (Tancin et al., 1995; Rushen
et al., 2001; Delgado, 2008; Canaes e Negréo,
2009).
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Figura 2. Producdo leiteira média de ambos os grupos (ACTH/placebo) durante 65 dias: 31 dias antes do

tratamento, trés dias durante e 31 dias depois.

Também ndo houve diferencas na distribuicdo
dos valores médios de proteina no leite durante o
estresse pontual por trés dias consecutivos.
Cabras submetidas ao estresse via transporte e
com aumento dos niveis de cortisol também néo
apresentaram mudangas nos teores de proteina do
leite (Canaes e Negrdo, 2009). No periodo
experimental, os teores de proteina variaram de
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3,15+0,09 e 3,23+0,07% para cabras do grupo
placebo e ACTH, respectivamente (Fig. 3).
Valores observados no presente estudo estdo
entre 2,3 e 4,2%, faixa considerada normal para
cabras (Karin e Lofti, 1987; Espie e Mullan,
1990), pois a proteina é um dos componentes do
leite que apresenta concentracdo mais estavel no
leite (Queiroga et al., 2007).
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Figura 3. Teores médios de proteina do leite de cabras de ambos os grupos (ACTH/placebo) durante 65
dias: 31 dias antes do tratamento, trés dias durante e 31 dias depois.
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Ndo foram observadas diferencas entre os
grupos, e os teores médios de gordura do leite
foram de 3,88+0,4 e 3,96+0,35% para 0s grupos
placebo e ACTH, respectivamente (Fig. 4).
Apesar de a gordura ser 0 componente que sofre
maior variagdo (Gomes et al., 2004; Brito et al.,
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2006), os percentuais médios de gordura do leite
mensurados no presente estudo estdo situados
entre 3,5 e 4,5%, sendo considerados normais
para cabras leiteiras (Brasil et al., 2000; Barbosa
et al., 2002).

Gordura (%)

1 ——ACTH

—m—Placebo

0 1 2 3
Administracio de ACTH/Placebo

Figura 4. Teores médios de gordura do leite de cabras de ambos os grupos (ACTH/placebo) durante 65
dias: 31 dias antes do tratamento, trés dias durante e 31 dias depois.

Também ndo houve diferencas significativas nos
teores de lactose do leite entre 0s grupos
experimentais, sendo que os teores de lactose
variaram de 4,46+0,12 para o grupo placebo e
4,39+0,09% para o grupo ACTH (Fig. 5). Por ser
precursora da sintese lactea, a lactose (glicose +
galactose) é o componente mais estavel do leite,
com isso, sua concentracdo sofre poucas

Lactose (%)

14 ——ACTH
—&—Placebo

25/ag0 A/set 14/set 24/5et out 14/out 24/out 3mov

Coletas

el

alteraces durante a lactagdo. Assim, mesmo
com a maior disponibilidade de glicose no
sangue e 0 aumento na sintese de lactose, ndo
haverd aumento da concentracdo  deste
componente no leite e sim aumento do volume
de leite produzido (Harmon, 1994; Gonzélez,
2003).
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Figura 5. Teores médios de lactose do leite de cabras de ambos os grupos (ACTH/placebo) durante 65
dias: 31 dias antes do tratamento, trés dias durante e 31 dias depois.

N&o foram observadas diferencas significativas
na CCS entre 0os grupos experimentais (Fig. 6).
Os valores de CCS mensurados estdo situados na
faixa indicada para cabras sadias (auséncia de
mastite): 270 a 2000x10*/mL de leite (Galiero e
Morena, 2000; Paape et al., 2001). Quando a
CCS foi convertida em valor de log, o grupo
placebo apresentou média de 5,93+0,01 de valor
de log, enquanto o grupo placebo apresentou
média de 6,10+0,14 de valor de log durante o
periodo  experimental,  valores  também
considerados normais (Zeng e Escobar, 1996;
Andrade et al., 2001; Olechnowicz e Sobek,
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2008). O fato de a CCS ndo ter sido influenciada
pela administracdo de ACTH por trés dias
consecutivos ndo era o esperado, j& que o
estresse supostamente elevaria a taxa de apoptose
das células epiteliais (Boutinaud et al., 2004;
Tian et al., 2005), o que diminuiria a produgdo
(Capuco et al., 1997; Caldoncelli et al., 2002).
Porém, a CCS permaneceu estavel no presente
experimento, o que indica que cabras estressadas
pontualmente por trés dias consecutivos nao
diminuem a qualidade e a produtividade do leite
devido ao aumento dos niveis de cortisol.
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Figura 6. Média do logaritmo da contagem de células somaticas do leite de cabras de ambos os grupos
(ACTH/placebo) durante 41 dias: 19 dias antes do tratamento, trés dias durante e 19 dias depois.

N&o houve qualquer tipo de correlacéo
significativa (P<0.05) entre niveis de cortisol e
guantidade de leite (r=-0,08), proteina (r=-0,39),
gordura (r=0,05), lactose (r=-0,14) e log de CCS
(r=-0,21). Caroprese et al. (2010), contudo,
verificaram que ovelhas lactantes isoladas
apresentaram elevacdo dos teores de cortisol,
diminuigdo da producdo leiteira e aumento da
CCS. Assim, embora as cabras que receberam
ACTH tenham liberado significativamente mais
cortisol que as cabras que receberam a solugéo
placebo, ndo houve queda na qualidade
tampouco na quantidade de leite produzido,
portanto o estresse induzido por trés dias
consecutivos ndo causou efeito negativo as
cabras Saanen.
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