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RESPOSTA FISIOLOGICA DE DIFERENTES GENOTIPOS DE CARNEIROS
RELACIONADA A PROCESSOS ADAPTATIVOS AMBIENTAIS EM CLIMA TROPICAL
UMIDO DURANTE O OUTONO E INVERNO
Adriano Braga Brasileiro de Alvarenga', Francisco Ernesto Moreno Bernal'
'Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria — FAV/UnB/DF

RESUMO

Com a introduc¢do de racas exoticas e crescimento do rebanho nacional de ovinos, a avaliacao
de aspectos relacionados com a adaptacao destes animais na regido Centro-Oeste, Brasilia - DF,
podendo auxiliar no aprimoramento das técnicas de manejo, alcangar maiores indices de
produtividade e garantir o bem-estar animal. Neste estudo, foram avaliados dezoito machos de
seis diferentes ragas de ovinos de diferentes origens em duas épocas do ano. Os parametros
hematologicos, o perfil bioquimico sérico, a concentracdo sérica de glicocorticoides e as
imagens termograficas resultaram em informagdes importantes no tocante a resposta
fisiologica de racas aloctones quando submetidas as condi¢des climaticas e ambientais do
Distrito Federal, podendo as mesmas ser utilizadas como referéncia local. Os dados foram
analisados pelo programa SAS®. A temperatura retal, os parimetros hematologicos e
bioquimicos séricos indicam a raca Santa Inés (deslanada), comparativamente as demais ragas
lanadas, como a mais bem adaptada as condi¢des climaticas da regido. De acordo com as
concentragdes de cortisol sérico a raga Texel ¢ a menos adaptada e a Santa Inés a mais adequada
para a criagdo de machos reprodutores em unidade de producdo animal e essas concentragdes
podem ser utilizadas para o monitoramento do estresse térmico. A termografia revelou que as
diferentes ragas apresentam diferencas nas temperaturas retais, do olho, da cernelha, da garupa
e do joelho, refletindo a termogénese, o estresse térmico sofrido e podendo as mesmas ser
utilizadas como referéncias. Seguindo o protocolo de mensuragdo de proteinas do estresse

(HSP70), ndo foi possivel mensurar as concentragcdes de HSP70 no soro de ovinos.

PALAVRAS-CHAVE: Adaptacdo climatica, bioquimica sérica, cortisol, ovinos,

parametros hematoldgicos, proteinas do estresse (HSP70), termografia.



PHYSIOLOGICAL RESPONSE OF DIFFERENT GENOTYPES OF RAMS
RELATED WITH ADAPTIVE ENVIRONMENTAL PROCESSES IN TROPICAL
HUMID CLIMATE DURING THE AUTUMN AND WINTER

Adriano Braga Brasileiro de Alvarenga', Francisco Ernesto Moreno Bernal'
'Faculdade de Agronomia e Veterinaria — UnB/DF

ABSTRACT

With the introduction of exotic breeds and growth of the national herd of sheep, the evaluation
of aspects related to the adaptation of these animals in the Midwest, Brasilia - DF, which could
aid in the improvement of management techniques, to achieve higher productivity levels and
ensure the animal welfare. This study evaluated eighteen rams from six different breeds of
sheep from different backgrounds and two seasons of the year. Hematologic parameters, serum
biochemical profile, serum concentrations of glucocorticoids and the thermographic images
resulted in important information regarding the exotic breeds in terms of the physiological
response when exposed to weather and environmental conditions of the Federal District and
may be used as a reference in the region. Data were analyzed by SAS® and the rectal
temperature, the hematological and biochemical parameters indicate the woolless breeds,
compared to other breeds were better suited to the climatic conditions. Considering
concentrations of serum cortisol, the Texel breed is less well adapted and Santa Inés the most
suitable for the breeding males in the animal production unit and these concentrations can be
used to monitor heat stress. Thermography revealed that different breeds have differences in
rectal temperatures, eye, withers, croup and knee, reflecting thermogenesis, heat stress suffered
and can be used as a references. Following the protocol used, it was not possible to measure the

concentrations of HSP70 in the serum of sheep.

KEYWORDS: Climatic adaptation, cortisol, hematological parameters, serum
biochemistry, sheep, stress proteins (HSP70), thermography.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Definicao do Problema

Nos tultimos anos cresceu o interesse por produtos de origem animal que estejam
garantindo o minimo de bem-estar aos animais.

As condi¢des climaticas/ambientais e as possibilidades alimentares do Centro-Oeste
conferem um potencial da regido para o desenvolvimento da ovinocultura.

Atualmente, ¢ notavel a necessidade de estudos que quantifiquem alguns aspectos

relacionados com a fisiologia dos animais criados sob diferentes condig¢des e regioes.

1.2 Justificativa

A intensificagdo dos meios de produgdo através das novas técnicas adotadas por
produtores visando atingir nimeros cada vez mais expressivos e tornar a atividade mais
rentavel, juntamente com a competitividade gerada por um mercado mais exigente, determina a
eficiéncia como uma condicao basica para a sobrevivéncia de qualquer setor (Gatto, 2007). Nao
obstante, a exigéncia de um publico consumidor mais bem informado tem levado ao
aparecimento de leis de prote¢do a saude do consumidor e de protegdo ao bem-estar animal
(Jaenisch, 2000).

O Brasil esta passando por uma transformacao significativa que visa atender a crescente
valorizacdo do bem-estar dos animais, a demanda de conhecimento e atuacdo nessa area sao
reconhecidas em varios niveis. Os estudos dos efeitos sobre o bem-estar incluem aqueles
provenientes de doenca, traumatismos, fome, estimulacdo benéfica, interacdes sociais,
condigdes de alojamento, tratamento inadequado, manejo, transporte, procedimentos
laboratoriais, mutilagdes variadas, tratamento veterinario ou alteragdes genéticas provenientes

de selegdo genética convencional ou por engenharia genética. Quando se define bem-estar



deve-se considerar a sua relagdo com outros conceitos como necessidades, liberdades,
felicidade, adaptacdo, controle, capacidade de previsdo, sentimentos, sofrimento, dor,
ansiedade, medo, tédio, saude e estresse (Broom & Molento, 2004).

A utilizagao da definicao de estresse baseada tdo somente em estimulos ou eventos que
ativam o cortex da adrenal ndo apresenta um valor cientifico e/ou pratico. Estabelecer um
critério preciso sobre o que ¢ adverso para um animal ¢ dificil, mas um bom indicador ¢ a
existéncia, real ou potencial, de um efeito na adaptacdo bioldgica. Neste contexto, o estresse
pode ser definido como um estimulo ambiental sobre um individuo que sobrecarrega seus
sistemas de controle e reduz sua adaptacao, ou parece ter potencial para tanto (Fraser & Broom,
1990; Broom & Johnson, 1993; Broom, 1993).

Ainda de acordo com Broom e Johnson (1993), o estresse pode ser definido como uma
situagdo provocada por algum efeito ambiental sobre o individuo, o que forga seu sistema de
controle e reduz o seu sucesso reprodutivo, possivelmente reduzindo as taxas de reprodugao,
crescimento, desenvolvimento, ganho de peso e, até mesmo, aumentando a taxa de mortalidade.

As respostas aos estimulos estressores estao diretamente relacionadas com a qualidade e
quantidade do mesmo (Ladewing, 1987), ou também, segundo Hamberger & Lohr (1984)
relacionar-se com as condigdes externas como dieta, espago individual disponivel, clima, hora
do dia e com as condicdes internas do individuo como a hereditariedade e memorias de eventos
anteriores.

Especificamente no caso de ovinos, a exposicao ao estresse térmico ¢ acompanhada
pelas alteragdes nas fungdes bioldgicas que incluem uma depressao da ingestao e utilizagao de
alimentos, disturbios no metabolismo de proteinas, equilibrio energético e mineral, secre¢des
hormonais e metabdlitos sanguineos. Durante o estresse térmico verifica-se uma elevagao do
metabolismo da dgua e o aumento da sua ingestdo de 50%, enquanto que a perda de agua
diminui aproximadamente 25% a 40% nas fezes e urina, respectivamente (Marai et al., 2007).

Em relacdo a funcdo termorregulatdria a evaporacdo representa a mais importante via
de dissipacdo de calor ja que a transpiragdo em ovinos ¢ menos importante que a evaporacao
respiratdria, devido a presenca da cobertura de 13 (Marai et al., 2007).

A temperatura retal tem sido frequentemente utilizada para representar a temperatura
central do animal. Considerando que os ovinos sdo essencialmente homeotermos, ou seja,

animais que buscam manter a temperatura interna dentro de uma estreita faixa de variagdo



mesmo quando submetidos a condi¢des climaticas adversas. Sob condigdes termoneutras a
temperatura retal varia entre 38,3°C e 39,9°C, sendo que um aumento de temperatura ambiente
de 18 para 35°C ¢ acompanhado de um significativo aumento da temperatura retal (Marai et al.,
2000, citado por Marai et al., 2007). De acordo com Thwaites (1985) a temperatura retal acima
de 42°C ¢ considerada perigosa.

Para mensurar o grau de estresse térmico ou a eficiéncia das diferentes respostas
fisiologicas ao estresse dos animais, alguns métodos sdo empregados, como por exemplo, a
observagao de componentes celulares do sangue uma vez que o mesmo ¢ um importante meio
para se avaliar o estado de saude de um animal (Oduye, 1976) auxiliando no controle da
temperatura corporal, manutengdo da concentracdo de 4gua e eletrdlitos nas células, regulando
a concentragdo do ion hidrogénio no corpo e defendendo contra microrganismos. O
conhecimento dos indices sanguineos permite aos cientistas saber de varias fungdes dos
corpusculos sanguineos que contribuem para a atividade homeostatica e/ou toda a fisiologia do
organismo (Addass, 2010).

Adicionalmente, a andlise de imagens termograficas dos animais, a quantificagdo de
proteinas de choque térmico (HSP - Heat Shock Protein) e de glicocorticoides (cortisol)
plasmatico e fecal podem representar uma importante ferramenta na avaliagdo do estresse.

Nos ultimos anos vem ocorrendo um crescimento da ovinocultura, principalmente no
Centro-Oeste onde o rebanho atual ¢ de, aproximadamente, 1.127.878 cabecas e o Distrito
Federal contribui com uma parcela de 21.000 animais, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2009).

No Brasil, observa-se a introdugdo de ragas exoticas como a Hampshire Down, Ile de
France, Texel, Sulffolk e, mais recentemente, a Dorper, especializadas, principalmente, na
producdo de carne. Estas ragas, embora se encontrem bem adaptadas as condi¢des climéaticas
brasileiras, carecem de um sistema de producdo coerente com suas potencialidades, assim
como de programas de sele¢do que proporcionem as suas progénies uma avaliagdo produtiva,
com critérios de selecao semelhantes aqueles utilizados nos seus paises de origem (Gouveia et
al., 2000).

Considerando o atual e significativo crescimento da ovinocultura na regido
Centro-Oeste e com a introdu¢ao de racas exoticas, a avaliagdo e o conhecimento dos

parametros hematoldgicos, do perfil bioquimico sérico, das imagens termograficas, das



concentragdes de glicocorticoides sérico e fecal e das proteinas de choque térmico (HSP70),
podem contribuir com informagdes indicativas do indice de estresse e do grau de adaptabilidade
de diferentes racas de ovinos criados sob as condi¢des ambientais e climaticas do Distrito

Federal.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o grau de adaptabilidade e estresse de diferentes racas de carneiros em duas
épocas do ano na regido Centro-Oeste por meio de analises do peso corporal, da temperatura
retal, dos parametros hematologicos, do perfil bioquimico sérico, das imagens termograficas,
das concentracdes de cortisol sanguineo e fecal e das proteinas de choque térmico com peso

molecular de 70kD (HSP70)

2.2 Objetivos Especificos

Analisar o peso corporal e a temperatura retal.

Avaliar os pardmetros hematoldgicos: hemoglobina, hemaceas, hematocrito, volume
corpuscular médio, concentracao hemoglobulinica corpuscular média, plaquetas, proteina total,
leucocitos, monocitos, linfécitos, eosindfilos e neutrofilos.

Avaliar o perfil bioquimico sérico: albumina; aspartato aminotransferase, fosfatase
alcalina, glicose, proteina, creatinina kinase e frutosamina.

Verificar os indices de cortisol sérico e a viabilidade do kif comercial em detectar
glicocorticoides fecais e/ou seus metabolitos.

Verificar qual das ragas de machos reprodutores avaliadas apresentam maiores
concentragdes de proteinas de choque térmico (HSP70);

Verificar a variacdo diaria de HSP70 a partir de amostras sanguineas;

Avaliar por meio de imagens termograficas a temperatura em diversos pontos do corpo
do animal e construir uma curva de temperatura corporal associada a curva de HSP70;

Avaliar a temperatura retal dos animais correlacionando-a com as condi¢des climdticas;



Correlacionar os niveis de estresse dos animais relacionados aos parametros
bioquimicos celulares, indices de cortisol e HSP70 com imagens dos animais obtidas com uma
camera infravermelho, temperatura retal e com as condi¢cdes ambientais;

Obter dados que possibilitem a otimizacdo do bem-estar das referidas ragas.

23 Hipotese

A capacidade adaptativa das diferentes racas de machos reprodutores ¢ divergente,
podera ser acessada pela avaliagdo dos valores hematoldgicos e bioquimicos séricos, cortisol
sérico e fecal, proteinas de choque térmico (HSP70), associados a termotolerancia sob as

condicdes climaticas e ambientais do Distrito Federal.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Parametros hematoldgicos e perfil bioquimico sérico

A importancia dos indices hematologicos e bioquimicos na produgao animal ¢ bastante
conhecida.

As mudancas dos constituintes hematoldgicos sdo importantes indicadores do estado
fisiopatoldgico de animais e a avaliacdo do sangue ¢ também realizada para procedimentos de
triagem no intuito de acessar o estado geral de satde (Jain, 1993).

Quando a andlise do histérico ou o exame fisico falham no fornecimento de um
diagnostico em casos mais dificeis, os profissionais optam pelas amostras sanguineas para uma
contagem completa do sangue e perfil bioquimico, esperando que tais testes possam refletir a
real condicao dos animais avaliados. Caso haja alguma anormalidade nos valores sanguineos
normais, estes testes podem auxiliar no estabelecimento de progndsticos e/ou desenvolvimento
de planos terapéuticos, mesmo na auséncia de diagnéstico especifico (Navarre, 2007, citato por
Shaikat, 2010).

Adicionalmente, os valores hematoldgicos e o perfil bioquimico podem fornecer

informagoes significativas do grau de estresse em que um animal se encontra (Birgel Junior et

al., 2001).



3.2 Glicocorticoides

Os animais respondem fisiologicamente quando percebem eventos nocivos ou
estressantes, tais como: tentativas de predacdo, estimulos externos nocivos ou estressantes,
mudancas de habitat, condigdes meterioldgicas hostis e distiurbios antropogénicos (Wingfield
et al., 1997; 1998; Sapolsky et al., 2000). Durante a resposta ao estresse ocorre a ativagao do
eixo HPA (hipotadlamo-pituitaria-adrenal) com secre¢do de glicocorticoides (GC, cortisol ou
corticosterona). Estes hormonios sdo secretados em resposta a uma cascata bioquimica com
estimulacdo priméria do sistema limbico, com resposta emocional de defesa e frustragdo
prolongada (Tilbrook & Clarke, 2006; Morgan & Tromborg, 2007).

A resposta ao estresse mediada por glicocorticoides € bastante conservada em
vertebrados e permite aos individuos lidar com estressores de curto prazo através de um
conjunto de alteracdes fisioldgicas e comportamentais que visam interromper atividades ndo
essenciais enquanto perdura o estimulo estressante. Dentre as alteracOes proporcionadas pela
secrecdo de glicocorticdides constatam-se algumas mudangas adaptativas como a mobilizacao
dos estoques de energia do corpo, gliconeogénese, dispersao de comportamentos e busca por
alimentos. Ainda de acordo com Wingfield et al. (1998), a ativagdo do eixo HPA sob situagdes
estressantes constitui uma “emergéncia” distinta na historia de vida dos vertebrados.

Os glicocorticoides ainda possuem efeitos inibitdrios sobre o sistema imunoldgico dos
animais incluindo uma redugdo do nimero de linfocitos circulantes (linfopenia), um aumento
do ntimero de neutrofilos (neutrofilia), uma redu¢ao do nimero de eosinéfilos (eosinopenia) em
diversas espécies, uma queda no nimero total de leucocitos circulantes (leucopenia) (Griffin,
1989).

Entretanto, o tempo necessario para provocar uma resposta ao estresse difere entre as
espécies, dependendo também do contexto ou fatores que a desencadearam, como por exemplo,
a origem ou tipo de manejo destinado aos animais, se sdo provenientes de rebanhos confinados,
semi-confinados ou de criagdes extensivas ou em ultimo caso capturados diretamente na
natureza (Treiman & Levine, 1969). E comumente aceito que em todos estes casos as
concentragdes basais normais de glicocorticoides sdo obtidas se a coleta for realizada dentro de

trés minutos apos a captura (Place & Kenagy, 2000; Romero & Remage-Healey, 2000), porém,



as concentragdes séricas de cortisol podem mudar de forma bastante draméatica dentro de uma
estreita janela de tempo e render concentragdes séricas de menor utilidade como medida de
estresse (Paramastri et al. 2007).

Baseando-se nas informacdes supracitadas, a realizacao de comparagdes inter-raciais ou
mesmo individuais dos indices de glicocorticdides sdo problematicas devido as diferencas de
fatores especificos tais como o numero de receptores do tecido ou concentragdes de proteinas
ligadoras presentes no plasma, apresentando valores diferentes (Good et al., 2003).

Diversos métodos sao empregados na dosagem das concentragdes de glicocorticoides,
podendo ser invasivos ou ndo. A dosagem utilizando o plasma sanguineo consiste em uma
técnica considerada invasiva enquanto que a quantificagdo dos glicocorticdides utilizando
fezes, urina, saliva e pélos, sio métodos ndo-invasivos.

As medidas de hormodnios esterdides plasmaticos refletem o estado endocrino de um
individuo em um unico ponto no tempo. Portanto, alteragdes rapidas e de curto prazo nas
concentragdes de glicocorticéides como aquelas desencadeadas por situacdes ou ambientes
novos, sao melhores determinadas utilizando-se o plasma sanguineo. No entanto, torna-se
necessario verificar se as concentracoes de glicocorticdides refletem as mudangas
desencadeadas pela situagdo de interesse e ndo aquelas induzidas pelo tratamento e
procedimento de amostras em si (Romero & Romero, 2002).

Apesar da analise de hormonio no sangue ser considerado um método convencional, os
procedimentos de coleta de amostras como a captura, manipulagdo, contengao e venopungao,
representam em si uma fonte de estresse podendo alterar os concentracdes hormonais
requerendo entdo maior rapidez no procedimento de coleta (Bentson et al., 2000). Além disso,
deve-se considerar que as concentracdes plasmadticas de glicocorticdides pode ndo ser bons
indicadores, especialmente se forem utilizados para avaliar estresse a longo prazo.

De fato, o sistema regulatério por retroalimentacio (feedback) opera no sentido de
reduzir as concentragdes de hormodnios do estresse, ou seja, altas concentracdes de
glicocorticdide tendem a reduzir a producdo dos mesmos agindo sobre a glandula pituitaria e
inibindo a sintese de hormonio adrenocorticotréfico (ACTH). Normalmente, altas
concentragdes de glicocorticdides nao duram mais de 90 minutos (Van de Kar et al., 1991).

Como uma alternativa a andlise no sangue, o estresse pode ser avaliado através de

mensuracdes de glicocorticoides (em alguns casos, de imunoglobulinas) na saliva, urina e



fezes. Considerando que, quase todas as espécies possuem cortisol livres detectados e medidos
na saliva, o hormdnio ou seus metabolitos excretados na urina e fezes podem sofrer uma
variacao dependendo da espécie e, também, ser excretado preferencialmente em uma ou outras
vias de excregdoes. Em diversos estudos com animais domésticos e¢ nao-domésticos os
corticosterdides radioativos s3o administrados para monitorar a rota de excre¢do (fezes ou
urina), o tempo de excre¢do (time lag) e do tipo de metabolitos na urina e fezes (Paramastri et
al. 2007).

A utilizagao de métodos ndo invasivos para a mensuracao de cortisol mediante o uso do
ensaio imunoenzimatico (EIA), por exemplo, ELISA, oferece vantagens como a ndo utilizagdo
de is6topos radioativos como no radioimunoensaio (RIA) sendo, portanto, uma metodologia
considerada precisa na obtencao de resultados e muito mais pratica, embora reagdes cruzadas
de anticorpos para outros glicocorticoides possam aparecer. O método de anticorpos
policlonais para cortisol foi desenvolvido inicialmente para a mensuracdo a partir de amostras
de sangue, contudo, pode também ser usado eficientemente em amostras de fezes (Young et al.,

2004).

33 Aplicabilidade biolégica de camaras termograficas

A termografia por infravermelho pode ser usada para avaliacdo remota da temperatura
cutinea (Jones & Plassmann, 2002) sem interferir no comportamento dos animais (Kastberger
& Stachl, 2003).

Para se investigar aspectos correlacionados com a fisiologia, como por exemplo, a
termogénese, a termografia (infravermelho) tem-se revelado cada vez mais Util e com maior
aplicabilidade biologica no campo da produ¢do animal e ambiéncia (Dauncey & Ingran, 1983;
Banhazi et al., 2002).

A avaliagdo da temperatura dos animais em seu ambiente natural pode fornecer
informacdes sobre o estado térmico dos mesmos sem a necessidade de envolvé-los em
procedimentos comprovadamente estressantes como a captura e a contengao.

O registro prévio e remoto da temperatura dos animais de producdo poderia antecipar na
deteccdo de eventuais problemas de saude apresentados pelos animais ja que a elevagdo da

temperatura corporal ¢ um dos primeiros sinais clinicos observados e, ainda poderia auxiliar na



economia de tempo e mao-de-obra, haja vista a praticidade e agilidade na obtengdo e

interpretacdo das imagens obtidas em campo.

34 Proteinas de Choque Térmico (HSP)

Dentre alguns métodos que permitem acessar o nivel de estresse dos animais
encontra-se a mensuragao de proteinas de choque térmico (heat shock proteins — HSP). Essas
proteinas, também chamadas de proteinas de resposta ao estresse, foram descobertas por
Ritossa (1962) que observou um padrao expandido em cromossomos de Drosophila sp. apos a
exposicdo ao calor. Desde entdo, diversos pesquisadores tém demonstrado que a resposta de
choque térmico € muito importante em um contexto clinico. Aumento da producdao de HSP,
especificamente HSP70, foi relatado em algumas doengas em seres humanos (Cabin &
Buchman, 1990; Deguchi & Kishimoto, 1990; Heufelder et al., 1992; Harrison et al., 1993;
Moseley, 1998; Flohe et al., 1999).

O aumento da capacidade para sobreviver e adaptar-se ao estresse fisioldgico ¢
dependente da capacidade das células em estabelecer uma resposta compensatoria apropriada
ao estresse (Sonna et al., 2002) necessaria para a regulacdo da expressdo de HSP.

A familia das proteinas de choque térmico ¢ composta de proteinas altamente
conservadas e presentes em todos os organismos. Essas proteinas sdao normalmente
consideradas como proteinas intracelulares, embora alguns estudos tenham demonstrado que
podem ser secretadas na circulacdo periférica (Pockley et al., 1998; Rea et al., 2001).

Sob condigdes fisiologicas normais, HSP sdo expressas em concentragdes baixas (Craig
& Gross, 1991) e desempenham diversas fungdes como chaperonas moleculares (Soti &
Csermely, 2000), prevengdo da desnaturacdo de proteina (Feder & Hofmann, 1999) ou
agregacoes polipeptidicas inadequadas (Young, 1990). Véarios estimulos estressantes, incluindo
estressores fisioldgicos e ambientais, induzem substanciais aumentos na sintese intracelular de
HSP.

Elevadas concentracdes de HSP também tém sido observadas durante situagdes de
relevancia clinica (Berberian et al., 1990; Kiessling et al., 1991; Heufelder et al., 1992; Xu &
Wick, 1996; Morimoto, 1998). Varios estudos tém demonstrado a expressio de HSP,

especialmente HSP70, apds isquemia e reperfusdo no figado, cérebro, coragao e rins (Givisiez
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et al., 1999; Nowak et al. 1990; Schiaffonati et al., 1990; Knowlton et al., 1991, Simon et al.,
1991; Gingalewski et al., 1996).

Exames de antigenos envolvidos na resposta imune contra bactérias e parasitas
revelaram uma variedade de proteinas do estresse (Kaufmann, 1990). Além disso, a familia
HSP tem sido relatada a suscitar “priming” antigeno-especifico de linfocitos T citotoxicos
quando ligadas a antigenos virais ou peptideos de tumores (Song-Dong et al., 2001). Em
virtude do seu papel na inflamacdo e doencas infecciosas, HSP foi estudada em uma variedade
de modelos clinicamente relevantes ou condigdes, tais como hipertermia (Li et al., 1995),
hipertensao (Lovis et al., 1996), a exposi¢do a agentes quimicos e toxicos (Witzmann et al.,
1996), hipoxia (Chen et al., 1999), isquemia (Gray et al., 1999; Perdrizet et al., 1999),
inflamacao (Jacquier-Sarlin et al., 1994), auto-imunidade (Feige & Van Eden, 1996), cancer
(Jaattela, 1999) e infecgdes bacterianas (Delogu et al., 1997; Nishimura et al., 1997) e virais
(Kilgore et al., 1998).

As proteinas de choque térmico sdo proteinas muito abundantes que desempenham
papel fundamental na promocao da sobrevivéncia celular ¢ manutengdo da funcao celular
normal (Mayer & Bukau, 1998). A interagdo com componentes celulares das HSP demonstrou
potenciais terapéuticos. Por exemplo, foi demonstrado que a HSP 70 interfere nas respostas

inflamatorias (Mufioz et al., 1996).
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CAPITULO 2

AVALIACAO DO PESO CORPORAL, TEMPERATURA RETAL, PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E PERFIL BIOQUIMICO SERICO DE DIFERENTES RACAS
DE OVINOS CRIADOS SOB AS CONDICOES CLIMATICAS DO DISTRITO
FEDERAL

RESUMO

Objetivou-se neste estudo avaliar o peso, a temperatura retal, os pardmetros hematoldgicos, o
perfil bioquimico sérico e as suas relagdes com as condigdes climaticas do Distrito Federal.
Dezoito machos reprodutores de ovinos de seis ragas diferentes foram investigados em trés dias
consecutivos em duas diferentes épocas do ano (maio e agosto), com a analise dos dados
realizada pelo programa estatistico SAS®™. As caracteristicas PESO (massa corporal), TR
(temperatura retal), HEM (heméceas), VCM (volume corpuscular médio), CHCM
(concentracdo hemoglobulinica corpuscular média) e PPT (proteina plasmatica total) foram
altamente significativos (P<0,001) para as diferentes racas. A época (outono € inverno)
influenciou significativamente (P<0,001) nos fatores PESO, TR, VG (volume globular), HEM,
HB (hemoglobina) e PPT e a interacdo da época com a raga foi significativa (P<0,01) para os
fatores PESO, VG, HEM, HB. Observou-se entre as ragas uma diferenga significativa de AST
(aspartato aminotransferase), ALB (albumina) (P<0,001) ¢ FA (fosfatase alcalina) e PT
(proteina total) (P<0,01), enquanto que a época influenciou a GLI (glicose) (P<0,001), FRUT
(frutosamina) (P<0,01) e PT (P<0,05) e a interagdo raga x época apresentou diferenca
significativa apenas para AST (P<0,05). A temperatura retal, os parametros hematolédgicos e o
perfil bioquimico sérico podem ser utilizados na avaliacdo e na comparacdo da adaptabilidade
dos animais em diferentes ambientes. Valores obtidos nesta investigacdo podem ser usados
como referéncia local em futuros estudos e, em concordancia com os valores obtidos, a raca
deslanada (Santa Inés), em comparacdo com as ragas lanadas ou com ragas que apresentam
pouca 1a (Dorper), apresentou uma maior adaptabilidade as condi¢gdes climaticas do Distrito
Federal.

Palavras-chave: Adaptacdo; massa corpdrea; parametros fisioldgicos; ovinos; racas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the weight, the rectal temperature, hematological
parameters, serum chemistry profile and their relationship with climatic conditions in the
Federal District. Eighteen rams of six different breeds of sheep were investigated on three
consecutive days in two seasons (May-August), with data analysis performed using the
statistical program SAS®. Differences in WEIGHT (body mass), RT (rectal temperature), HEM
(erythrocytes), MCV (mean corpuscular volume), MCHC (mean corpuscular hemoglobin
concentration) and TPP (total plasma protein) were highly significant (p <0.001) for the
different breeds. The season (1 and 2) significantly influenced (p <0.001) by the WEIGHT, TR,
VG (globular volume), HEM, HB (hemoglobin) and PPT and the effect of season on breed was
significant (p <0.01) for WEIGHT, VG, HEM, HB. A significant difference in AST (aspartate
aminotransferase), ALB (albumin) (p <0.001) and FA (alkaline phosphatase) and TP (total
protein) (p <0.01) was observed between breeeds, while the season influenced GLI (glucose) (p
<0.001), FRUT (fructosamine) (p <0.01) and PT (p <0.05) and the interaction breed x season
was significant only for AST (p <0.05). The rectal temperature, haematological parameters and
serum biochemical profile can be used to comparing the adaptability of animals in different
environments. Values obtained in this investigation can be used as a local reference in future
studies and, in agreement with the values obtained, hair breeds (Santa Inés) in comparison with
the wool breeds our breeds with few wool (Dorper), showed greater adaptability to climatic

conditions of the Federal District.

Keywords: Adaptation; Body weight, physiologic parameters, sheep; breeds.
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1. INTRODUCAO

O sistema sanguineo € essencial para manter o equilibrio hidroelétrolitico, para o
controle térmico e para o funcionamento do sistema imunologico do organismo (Voigt, 2003).

Dados sobre a hematologia sdo importantes para a fisiologia comparativa na tentativa
de entender a adaptacdo dos animais ao ambiente e para monitorar a saude da espécie (Peinado
et al, 1999).

A hematologia, caracterizada pelo estudo dos constituintes do sangue, permite analisar
as variacdes causadas por patologias no sistema sanguineo, tecidos e 6rgdos, informando o
estado de satde dos animais, diagnosticando doencas, até mesmo antecedendo o aparecimento
de sintomas e, possibilitando o acompanhamento da resposta a tratamentos (Garcia-Navarro &
Pachaly, 1994).

Um grupo ou combinacdes de constituintes sanguineos analisados em um teste de forma
conjunta sdo denominados de perfil metabdlico e as escolhas das varidveis a serem avaliadas
dependem do problema investigado, do custo, da facilidade de andlise e da estabilidade da
amostra até o momento de processamento no laboratorio (Gonzélez & Scheffer, 2003).

Mesmo nao sendo uma medida direta da integridade do ambiente intracelular o perfil
hemato-bioquimico sérico reflete a fun¢do organica e a integridade celular (Lima et al., 2006).
Variagdes nos padroes hematologicos e bioquimicos séricos podem ocorrer como resultado,
por exemplo, de lesdes musculares ou disfuncdo organica e ainda podem ser reflexo de
extravasamento de constituintes celulares para o soro devido a regulagdo deficiente da
absorcdo, excre¢do ou producdo de constituintes séricos (Osborne et al., 2004).

Os animais respondem diferentemente quando sao expostos com frequéncia a radiagao
solar, as mudangas drasticas de temperatura e outros fatores ambientais que alteram o
comportamento, a produtividade e diversos fatores fisiologicos. Destes fatores, podemos
destacar os parametros hematoldgicos que sdo considerados uma importante ferramenta na
avaliacdo do estado de saiide do animal, bem como o grau de estresse ao qual o0 mesmo esta
submetido (Birgel Junior et al., 2001).

Virias condi¢des podem influenciar nos valores de hematocrito dos animais, como por
exemplo, a espécie, 0 sexo, a raga, a origem, a idade, o habitat, o estresse, a dieta, o nivel de

producao leiteira, o estado fisiologico (lactacdo, gestacdo e estado reprodutivo), a hora do dia,



14

a época do ano, as condigdes geograficas e, até mesmo o laboratério que realizou as
avaliagdes, devido as diferentes metodologias existentes (Jaim, 1993; Gonzalez et al., 2001).
Adicionalmente, os procedimentos laboratoriais ¢ de manipulacdo das amostras ndo estdo
padronizados, possibilitando altera¢des entre os dados existentes (Thrall et al., 2007)

O conhecimento de valores ou intervalos de referéncia ¢ de suma importincia para os
parametros hematologicos e bioquimicos sanguineos de animais saudaveis e, também, para
detectar os fatores que podem causar alteracOes destes valores (Pogliani & Birgel Junior,
2007).

Os valores considerados normais da série eritrocitica de ovinos (machos e fémeas) sao:
eritrocitos (x10%/pL) entre 9 el5, hemoglobina (g/dL) entre 9 — 15, VG (%) entre 27 — 45,
MCYV (fL) entre 28 — 40, MCH (pg) entre 8 — 12, e MCHC (%) entre 31 — 34. J4 os valores da
série leucocitica sdo: leucocitos totais (/puL) entre 4.000 — 8.000, neutrofilos (segmentados)
entre 700 — 6.000, linfocitos entre 2.000 — 9.000, monocitos entre 0 — 750, eosinodfilos entre 0
—1.000 e basofilos entre 0 — 300. As proteinas totais (g/dL) apresentam valores entre 6,0 — 7,5
(Jain, 1993).

Diversas informagdes sdo importantes para a caracterizacdo de uma raga, dentre elas
os parametros hematologicos e bioquimicos, pois sdo indicativos de homeostase e estdo
associados aos fatores nutricional, sanitario e adaptativo. Essas varidveis estdo sujeitas as
influéncias causadas pela condi¢ao corporal do animal e que geralmente sofre alteragcdes com
a época do ano.

No caso de ovinos, a temperatura retal ¢ um bom indicador de balango térmico e pode
ser usada para acessar adversidade da temperatura ambiente que afeta diversos fatores como o
crescimento (West, 1999).

Sob esse ponto de vista, os animais criados sob diferentes condigdes climaticas podem
apresentar evidentes variagdes dos elementos constituintes do hemograma e da composi¢ao
bioquimica do sangue. Assim, a utilizacdo de valores de referéncia encontrados em
determinada regido deve passar por uma padronizacdo antes de serem usados como referéncia
em outra localidade (Birgel Junior et al., 2001).

O estudo das caracteristicas fisiologicas, o estabelecimento de parametros
hematologicos e do perfil bioquimico de ragas exoticas e nativas, na regido do Centro-Oeste,

poderd auxiliar a determinagao de gendtipos mais adaptados as condi¢des ambientais.
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Assim, o presente estudo foi realizado objetivando-se analisar correlagdes existentes
entre caracteristicas fisiologicas, parametros hematoldgicos e perfil bioquimico sérico de
diferentes ragas de ovinos, e também as possiveis influéncias das condi¢des ambientais e

climéaticas, mensuradas durante os periodos de colheita dos dados.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local do experimento

O presente estudo foi realizado durante trés dias consecutivos no outono (dias 03, 04 e
05 — Epoca I) e inverno (dias 20, 21 e 22 — Epoca II) de 2010 no Campo Experimental
Sucupira de propriedade da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA/CENARGEN) e Hospital de grandes animais da Universidade de Brasilia,
localizados na cidade de Brasilia. O clima predominante da regido apresenta invernos secos e
verdes chuvosos, altitude média de 1.100m e a precipitacao anual média de aproximadamente

1.493mm.

2.2 Colheita de dados climaticos

A colheita de temperatura (TA) em graus Celsius (°C) e da umidade relativa do ar UR
em porcentagem (%) foi realizada em intervalos de 30 minutos pelo uso de um
termohigrometro digital (TFA), enquanto durava o experimento.

Foi calculado o indice de temperatura e umidade (ITU) de acordo com o LPHSI
(1990) e modificagdes realizadas por Marai et al. (2001), seguindo a formula: ITU = db°C —
{(0,31 — 0,31UR)(db°C — 14,4)} onde db°C ¢ a temperatura de bulbo seco (°C) e UR ¢ a
umidade relativa (UR%)/100.

2.3 Animais e manejo implementado
Foram utilizados 18 (dezoito) animais com idade média de 2,5 anos e de diferentes
procedéncias, exceto do Distrito Federal, sendo trés machos reprodutores de cada uma das seis

diferentes ragas de ovinos: Santa Inés, Bergamadcia, Ile de France, Texel, Dorper e Hampshire
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Down.
Os animais eram mantidos em um sistema semi-extensivo, em pasto de Andropogon

gayanus, recebendo suplemento concentrado (400g/animal/dia), sal mineral e 4gua a vontade.

24 Procedimento de pesagem e registro da temperatura retal dos animais

Todos os animais foram pesados individualmente no periodo de no minimo uma
semana antecedendo o experimento ou no maximo uma semana apOs 0 experimento com a
utilizacdo de uma balanga comercial de uso veterinario. A temperatura retal foi aferida com o
uso de termOmetro veterinario digital em contato direto com o reto do animal durante 3

minutos.

2.5 Colheita de sangue para hemograma e analises bioquimicas

As colheitas iniciaram as 6 horas e trinta minutos terminando no méximo as 10 horas e
posterior transferéncia das amostras, em caixas térmicas com gelo seco, sendo imediatamente
levadas para o Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade de
Brasilia (Hvet/UnB) para processamento.

Cerca de 10 mL de sangue foi obtido por venopuntura jugular, utilizando-se tubos
vacuolizados. Uma aliquota de 2,5 mL foi tratada com anticoagulante (&cido
etilenodiaminotetracético dissodico - EDTA) para confec¢do dos esfregacos e realizagdo do
hemograma, os outros 2,5 mL de sangue, com anticoagulante fluoretado, sendo utilizada para
dosagem de glicose. Os 5 mL restantes, sem anticoagulante, foram utilizados para obtencao do
SOrO0.

As amostras destinadas a dosagem de glicose e as utilizadas para realizagdo do
hemograma foram centrifugadas em uma centrifuga digital (Hermle® - Z326K) a 3.500
rpm/1.300 rcf durante 10 minutos a temperatura ambiente dentro de um prazo maximo de uma
hora ap0s a centrifugacao.

O sobrenadante resultante da centrifugagdo do tubo desprovido de anticoagulante foi
separado em aliquotas de 1,5 mL para dosagens bioquimicas e 1,5 mL estocados em freezer a

-6°C.
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2.6  Parametros hematolégicos avaliados

Utilizou-se um contador de células sanguineas veterinario automatico (Abc® - vet
sheep card) para a mensuragio dos valores de eritrocitos (HEM = namero x 10%pL),
leucdcitos (LEU = numero/puL), volume globular (VG = hematdcrito em porcentual - %),
hemoglobina (HB = concentracdo em g/dL), volume corpuscular médio (VCM = volume em
fentolitros - fl) e a concentragdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM = concentragao
em porcentual - %).

O volume globular (VG) foi obtido usando tubos capilares em centrifuga
microhematocrito (CELM®-MH) se baseando na técnica descrita por Wintrobe (Birgel, 1982).

Os esfregacos destinados as contagens diferenciais dos leucdcitos por microlitro (uL),
(monocitos, linfocitos, eosinodfilos e neutrofilos, respectivamente MON, LIN, EOS e NEU)
foram corados por panoético rapido.

Foi mensurada também a proteina plasmatica total em g/dL (PPT) através do

refratOmetro.

2.7  Analises da bioquimica sanguinea

As andlises bioquimicas foram realizadas em até duas semanas apos a colheita das
amostras e estocagem do soro. Foram mensuradas as concentragdes séricas de albumina
(ALB) em gramas por decilitro (g/dL) pelo método do verde de bromocresol, proteina total
em g/dL (PT) pelo método do biureto, glicose (GLI) em miligramas por decilitro (mg/dL)
pelo método GOD-Trinder, frutosamina (FRUT) em mol por litro (mol/L) pelo método de
redu¢do do NBT, fosfatase alcalina (FA) em UI por litro (UI/L) pelo método de Roy
modificado, creatina quinase (CK) e aspartato aminotransferase (AST) em UI por litro (UI/L)
pelo método cinético UV-IFCC.

Todos os procedimentos foram realizados utilizando kits laboratoriais de uso
comercial (Labtest™) e as leituras usando aparelhos para analises bioquimicas (BIOPLUS® —

Bio 2000), com luz de comprimento de onda apropriado para cada teste.
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2.8 Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando o programa Statistical Analysis System
SAS®. Utilizou-se o modelo linear geral (GLM) para determinacdo de efeitos fixos incluindo
raca (6), dia (6), época do ano (outono e inverno) e, ainda, o efeito aleatorio do reprodutor
dentro da raga sobre os parametros avaliados.

Realizaram-se analises de variancia, de correlagdes e de componentes principais entre
as caracteristicas. O valor de P <0,05 foi considerado significativo.

Por meio do procedimento de discriminantes e de candnicas foram avaliadas quais as
caracteristicas que afetam as diferencgas entre as racas e a utilidade das mesmas em determinar

tais diferencas. O animal dentro do grupo foi tratado como efeito aleatorio.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a temperatura ambiente (°C), umidade relativa do ar (%) e do
indice de temperatura e umidade (ITU) durante outono (dias 3, 4 e 5 de maio) e inverno (dias
20, 21 e 22 de agosto) estdo apresentados na figura 1.

Conforme pode ser observado na figura 1, houve um decréscimo da média (= DP) da
temperatura do outono (20,7+0,8°C) para o inverno (8,94+2,6°C) acompanhado pela
diminui¢do da média (= DP) do ITU de 21,4+1 (outono) para 9,4+2,3 no inverno.

De acordo com Marai e et al. (2001), o ITU com valores abaixo de 22,2 indicam
auséncia de estresse térmico, mas no entanto, para Yousef (1985) a temperatura ambiente ideal
para ovinos ¢ de 12°C enquanto que para Hahn (1985) a temperatura critica superior da zona de
conforto ¢ de 30°C, lembrando que esses dados sdao oriundos de ovinos tosquiados de regides

temperadas e espera-se que, em ovinos nativos deslanados, este limite seja maior.
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Figura 1- Variacdes climaticas e do indice de temperatura e umidade (ITU) durante outono

(dias 3,4 e 5 de maio) e inverno (dias 20, 21 e 22 de agosto).

Observa-se na tabela 1 que as diferencas entre os fatores PESO, TR, HEM, VCM,
CHCM e PPT foram altamente significativos (P<0,001) para as diferentes ragas. A época
(outono e inverno) influenciou significativamente (P<0,001) os fatores PESO, TR, VG, HEM,
HB, CHCM e PPT e a interacdo da época com a racga foi significativa (P<0,01) para os fatores
PESO, VG, HEM, HB.
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Tabela 1. Pesos corporais, temperatura retal e eritrograma das diferentes ragas no outono e no

inverno
PESO TR VG HEM HB VCM CHCM PPT
R’ 0,55 0,59 0,58 035 048 042 0,37 0,19
CvV 12,98 1,24 11,7 13,7 11,68 4737 10,66 9,1
Meédia 79,1 38,4 30,6 8,8 9,8 32,2 34,4 7,5
Raca - - ns " s - - %
Epoca * Kk Kk Kk Tk ns *k *
Raca x época ok p>0,06 * * * ns p>0,09 ns
BE 65°¢ 38,5 31,1 91  99° 325 333> 736"
DR 75,9° 38,2¢ 29,7 8,6° 9,8 30,1 38,9°  7,37°¢
HD 96,6  38,7%°  31,9* 9™  99*  329* 3330 7 4pabe
IF 89,4 385" 296 85" 94* 328" 338" 725
SI 74° 37,4¢ 3L1° 96 102° 318" 32,8 7,77
TX 77° 38,9° 30,2° 84> 95 333" 342" 787
Val. R. - 383-39,9' 24-50* 8-16* 8-16% 23-48" 31-38*  6-7,5°

TR = temperatura retal em graus Celsius; VG = volume globular em %; HEM = eritrocitos x 10%/uL; HB
concentragdo de hemoglobina em g/dL; VCM = volume corpuscular médio em fentolitro (fl); CHCM
concentragdo hemoglobinica corpuscular média em % e PPT = concentragdo de proteina plasmatica em g/dL;
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 e ns = nio significativo; coeficiente de determinagio (R?); coeficiente de variagio
(CV); média (X ); BE = Raga Bergamacia; DR = Raga Dorper; HD = Raga Hampshire Down; IF = Raga Ile de
France; SI = Raga Santa Inés; TX = Raga Texel. Médias na mesma coluna seguida de letras diferentes representam
diferengas significativas (P<0,05) pelo teste de Duncan. 'Marai et al., 2007, “Jain, 1993.

Na época mais quente do presente estudo a média (£DP) da UR foi de 63,5+6,2,
considerada abaixo da média ideal de 75% proposta por Naas (1989) e a média da TA foi de
20,7°C, propiciando a termorregulagcdo por evaporacao, mas, os valores mais elevados da TR
nas ragas lanadas, comparativamente a raca SI (deslanada), pode indicar uma dificuldade de
adaptacdo as condicdes climaticas do Distrito Federal e resultar em menores indices de
produtividade ja que, de acordo com McDowell (1972), um aumento de 1°C ou menos na TR ¢
o suficiente para reduzir o desempenho da maioria dos animais domésticos.

Aparentemente, a maioria das ragas apresentou um mecanismo de termorregulacao
eficiente ja que a transpiragdo cutanea ndo ¢ tdo eficiente em ovinos com a presenc¢a de 1a
quando comparado com a evaporagdo respiratoria (Silva, 2000) e a temperatura retal ndo

alcancou valores considerados criticos que sao superiores a 42°C (Thwaites, 1985).
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As ragas IF e TX, além de exibirem uma TR mais elevada dentre as racas estudadas no
outono ainda apresentaram uma redu¢do de TR de aproximadamente 0,8°C entre outono e
inverno, enquanto que as demais ragcas mantiveram a TR independente da temperatura do ar ou
da época (tabela 2). Esta diferenca pode ser atribuida a uma menor adaptagdo das referidas racas
ao clima local, uma vez que as ragas importadas expostas ao calor (radiagdo solar) apresentam
acréscimo da transpiracdo e maior atividade da glandula tire6ide e, consequentemente, taxa
metabolica elevada o que justifica o incremento da TR (Rai et al., 1979; Ross et al., 1985). Tais
diferencas que refletem menor tolerdncia ao calor das ragas TX e IF também foram
demonstradas em trabalho realizado por Neves e et al. (2009).

Todos os valores da série eritrocitaria estavam dentro dos valores de referéncia (Tabela
1) e embora o VG ndo tenha apresentado diferenga significativa para a raga, analisando-se a
época e a interagdo raga x época, observa-se diferencas significativas (P<0,001 e P<0,05,

respectivamente).
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Comparando o outono com o inverno (tabela 2) pode-se constatar que todos os animais
apresentaram menores indices de VG e PPT no outono sugerindo que estavam mais hidratados,
consequéncia da temperatura mais elevada nesta €poca, o que desencadeia o ajustamento do
balanco hidrico efetuado por sensores térmicos cerebrais, sensores estes que regulam a sede € a
liberacdo de vasopressina que estdo interrelacionados no hipotalamo (Baker, 1982). Esta
depressdo dos valores de VG estd de acordo com os resultados obtidos por El-Nouty et
al.(1990), nos quais relataram o mesmo decréscimo para bovinos submetidos a estresse por
calor, como resultado de um mecanismo adaptativo para propiciar 4gua necessaria a0 processo
de resfriamento evaporativo.

Notter et al. (2003) verificaram os valores de VG de ovinos lanados e deslanados e
concluiram que animais deslanados apresentam maiores percentuais, o que nao foi confirmado
com os resultados obtidos neste trabalho avaliando-se os grupos raciais SI, TX e HD no outono
e araga SI e as demais (exceto TX e HD) no inverno (tabela 2). Porém, os valores referentes ao
VG, HEM, HB e PPT da raca SI sdo maiores do que o da raca BE, assemelhando-se aos
resultados obtidos por McManus ¢ et al. (2009), para as mesmas racas.

A elevagao dos valores de VG, HEM e HB do outono para o inverno (tabela 2), da
maioria das ragas estudadas, foi proporcional aos maiores indices d¢ VCM e CHCM, ja que
estes dois ultimos sdo calculados utilizando-se valores de VG, HEM e HB, aumento que pode
ser justificado pela menor ingestdo hidrica no inverno devido as menores temperaturas do ar ou
ainda resultado do periodo de aclimatacdo ao ambiente mais quente (outono) quando ocorreu
um aumento da demanda de oxigénio (Silva et al., 2006).

Em relacdo aos resultados da série leucocitaria (Tabela 3), houve diferenca significativa
entre as racas investigadas (P<0,001) para os valores de LEU, LIN, NEU e PLA. Entre a outono
e 2 foram identificadas diferencas significativas para LIN, NEU e PLA (P<0,001) e para EOS
(P<0,05). O efeito da época sobre a raca foi significativo para LEU e NEU (P<0,01).

A raca TX foi a Unica a apresentar as concentragdes médias de LEU e NEU acima dos
valores de referéncia (tabela 3) para a espécie e, de acordo com Jain (1993), a leucocitose
apresentada pela raca TX normalmente ocorre em animais estressados mediante a liberagao de
epinefrina e glicocorticdides, mas esta liberacao endégena de glicocorticoéides que tipicamente
causa a leucocitose ¢ acompanhada de neutrofilia e linfopenia, esta ultima nao foi constatada.

Ademais, as catecolaminas causam a contragdo do baco com conseqliente liberagdo de



24

eritrocitos na circulacdo periférica (Cross, et al., 1988) o que também nao foi constatado na raga

TX mas, pode ser uma explicacdo para os altos valores de VG, HEM e HB da raga HD durante a

outono (tabela 2).

No entanto, Meyer et al. (1995) afirmaram que a leucocitose fisioldgica ¢ acompanhada

de linfocitose e neutrofilia fisiologica, sendo esta ultima induzida pela epinefrina e de efeito

temporario (durando algumas horas) podendo ser o resultado da ansiedade e esforco fisico

durante a contengao.

Tabela 3. Leucograma das diferentes racas no outono e no inverno

LEU MON LIN EOS NEU PLA
R’ 0,36 0,20 0,33 0,18 0,38 0,43
CvV 32,11 72,24 36,7 73,76 51,57 35,8
Média 9 2414 3290 556,4 4959 475,9
Raca s ns et p>0,06 e st
Epoca ns ns *dek * *dek *dek
Raca x época *k ns ns ns *k ns
BE 9P 230,6° 3441% 702,8° 4791° 648,6°
DR 8,5 244 4*° 2412° 621,3*" 4980° 457.4°
HD 8,5° 168,4° 4265 549 5*° 3925° 312,7°
IF 7,3 210,6" 2979"¢ 404,8*° 3746 415,3°¢
SI 8P 224,7° 2781%¢ 368,1° 4615 503,7°
TX 12,4° 371,7° 3870 720,6° 7696 517,6°
Val. R. *4-12x10°  *0-750  *2-9x10°  *0-1x10° *700-6x10° Y250 750

LEU = numero de leucdcitos/uL; MON = numero de monoécitos/puL; LIN = nimero de linfocitos/pL; EOS = numero de
eosindfilos/uL; NEU = nimero de neutrdfilos /uL; PLA = niimero x 103/uL; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 e ns = ndo
significativo; coeficiente de determinagdo (R?); coeficiente de variagdo (CV); média (X ); BE = Raca Bergamicia; DR = Raga
Dorper; HD = Raga Hampshire Down; IF = Raga Ile de France; SI = Raca Santa Inés; TX = Raga Texel. Médias na mesma coluna
seguida de letras diferentes representam diferengas significativas (P<0,05) pelo teste de Duncan. *Jain, 1993, YGarcia-Navarro &
Pachaly, 1994.

A avaliagdo dos resultados encontrados no leucograma nas duas épocas (tabela 4) indica

uma resposta leucocitaria fisiologica de todas as ragas, visto que a relagdo neutréfilos/linfocitos

em ruminantes ¢ da ordem de 0,5 (Jones & Allison, 2007) e a raca TX, por exemplo, apresentou

relacdo igual a 1,9. De acordo com Batista (2009), a relacdo NEU : LIN pode aumentar em até
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trés vezes seguido de dréstica reducdo do numero de eosinofilos, indicando que estas ragas
poderiam apresentar um quadro de infec¢do, hipotese descartada uma vez que as ragas ndo
apresentaram eosinopenia.

A raca TX apresentou a maior média para o valor de LEU no outono (tabela 4) e,
juntamente com a raca DR apresentaram elevados indices para relagdo NEU : LIF, (2,8 e 3,3,
respectivamente), podendo indicar que as referidas ragas estavam submetidas a algum tipo de
estressor, possivelmente a elevada temperatura. No caso da raga DR, esta alta relacdo pode ser
explicada pela linfopenia, observada em animais sob estresse severo.

Entretanto, Peinado et al. (1999) ressaltam que na maioria dos estudos com a Ordem
Artiodactyla ndo esta claro a tendéncia de maior frequéncia dos dois tipos mais abundantes de
leucocitos e, possivelmente, a contagem total de leucocitos e a razao entre os tipos de células

podem sofrer influéncia da exposicao a doengas, manejo ou ser caracteristica da propria raca.
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Todas as ragas apresentaram o leucograma dentro dos valores de referéncia no inverno,
mas a relacdo N : L de todas as racas (exceto a HD) ainda apresentava valores acima de 1,0
(tabela 4).

O numero de PLA da raga BE estava acima do valor referencial no outono, enquanto
que as demais ragas apresentaram indices normais em ambas as épocas. A plaquetose da raca
BE pode ser transitéria, sendo um reflexo da mobilizagdo esplénica ou pulmonar proporcionada
pela agitacdo fisica durante a contencao (tabela 4).

Pode ser observada entre as ragas (tabela 5) uma diferenga significativa de AST, ALB
(P<0,001) e FA e PT (P<0,01), enquanto que a época influenciou a GLI (P<0,001), FRUT
(P<0,01) e PT (P<0,05). A interagdo raca x época apresentou diferenca significativa apenas
para AST (P<0,05).

Tabela S. Perfil bioquimico sérico das diferentes ragas no outono e no inverno

AST ALB FA GLI  PT A/G CK  FRUT
R’ 034 027 021 019 021 - 0,14 0,16
CvV 247 14,7 444 13,9 102 - 1202 22,9

Média 91,5 2,7 414 516 7,5 - 1482 208,7

Raca - s s s s i ns ns

Epoca ns ns ns ok * - p>0,05 *k

I?ag:a ¥ * ns ns ns ns - ns ns

época
BE 87,2 2,68™¢ 5594* 535% 733 0,52 112**  221°
DR 100,9*° 2,71°¢ 41,22°  53* 7,05 0,61 230° 208"
HD 75,1 3,00 41,72 50,6 7.4 0,66 95° 221°
IF 75,85 255 4227° 50,6 7,56 0,53 135%*  188°
SI 107 2,93** 34,66° 5005 @ 8§ 0,55 123 217°
TX 1032  246° 3283 52,05 7,8 0,50 195*° 196

Val R. 60-280" 2.4-3' 68-387' 50-80' 50-80' 0,42-0,76' 8,1-12.,9! -

AST = aspartato aminotransferase; ALB = albumina; FA = fosfatase alcalina; GLI = glicose; PT = proteina total;
A/G =relacao ALB/globulinas; CK = creatina quinase; FRUT = frutosamina; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 e ns
- ndo significativo; coeficiente de determinagio (R?); coeficiente de variagio (CV); média (X ); Val. R. = valores de
referéncia; BE = Raga Bergamacia; DR = Raga Dorper; HD = Raga Hampshire Down; IF = Raca Ile de France; SI =
Raga Santa Inés; TX = Raca Texel. Médias na mesma coluna seguida de letras diferentes representam diferencas
significativas (P<0,05) pelo teste de Duncan. 'Kaneko et al., 2008.
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Os valores apresentados para a enzima FA (tabela 5) estdo todos abaixo dos valores de
referéncia utilizados, ndo evidenciando nenhum sinal clinico. No entanto, tais valores sdo uteis
apenas para investigacdes realizadas sob as mesmas condi¢cdes do presente estudo, pois
apresentam indices divergentes de outros trabalhos, como por exemplo, Silveira (1988) com
valores compreendendo de 5 a 30 UI/L e Baumgartner & Pernthaner (1994) compreendendo de
56 a 445 UI/L.

O contrario ocorre com os valores de CK que estdo acima dos valores de referéncia
podendo indicar alguma lesdo ou estresse muscular. De acordo com Masek et al. (2009) os
valores de referéncia para CK estdo entre 96,4 e 368,8 UI/L. Tais diferengas de valores médios
encontrados entre os trabalhos, evidencia a necessidade de utilizacdo de valores referenciais
locais. Para Bornez et al. (2009), as diferencas na atividade da CK podem ser parcialmente
atribuidas as diferencas de temperamentos/comportamentos das racas, observados em estudos
com diferentes ragas de cabras (Kannan et al., 2008) e também neste estudo, demonstrando
limitagdes da atividade enzimatica como indicadores de estresse.

O aumento da CK observado em todas as ragas (exceto HD) no inverno (tabela 6),
também pode ser resultado do esforco fisico destes animais durante a conten¢do ou do tremor
muscular (termogénese) apresentado pelos animais em resposta a baixa temperatura, bastante
perceptivel (observacao pessoal) nas racas DR e SI.

A relacdo albumina/globulina (tabela 5) de cada raga dentro da época e entre as médias
de outono (x =0,57) e de inverno (x = 0,58), se encontraram dentro dos valores referenciais
conforme as demais ragas.

De um modo geral, as racas originadas ou adaptadas a clima frio possuem valores de
HEM circulantes e de substratos plasmaticos (Glicose) mais elevados (Young, 1989), o que nao
foi constatado neste estudo, pois o aumento de HEM e GLI no inverno ocorreu em todas as racas
(tabela 6), independente de serem racas autdctones ou aloctones.

Mirkena et al. (2010) apontaram que a caracterizacdo de algumas racas como
improdutivas ¢ resultado de programas de melhoramento animal orientados errdneamente que
importam ragas exoticas consideradas mais produtivas baseadas em seus desempenhos nos
ambientes de origem. Os mesmos autores afirmam que estudos genéticos sobre adaptacdo de
animais de produgdo podem ser determinados em trés niveis genéticos: espécie, raga ¢ variacao

genética individual dentro da raga.
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A maior adaptabilidade da raca SI e a menor adaptabilidade da raga TX sdo semelhantes
as afirmacdes de Mikerna et al. (2010) de que em areas tropicais quentes e condi¢des climaticas
estressantes, onde os patdgenos e doencas epidémicas estdo espalhados e 4gua e alimentos sdao
escassos, ragas autoctones localmente adaptadas apresentam grau de resisténcia e adaptacao

bem superiores devido as suas raizes evoluciondrias, comparadas as ragas importadas.
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A alta correlacdo verificada entre a TA, LIN e NEU (tabela 7) também foi observada por
estudos realizados com diferentes ragas de equinos (Paludo et al., 2002) e ovinos (McManus et
al., 2009) nos quais a leucocitose fisioldgica ocorreu provavelmente devido a exposi¢do ao sol
ou a a¢do da epinefrina e cortisol liberados mediante outros agentes estressores (Jain, 1993).

A correlagdo da FRUT com a ALB (P<0,001; r=0,35) na tabela 8, se assemelha com o
trabalho de Soares e et al. (2009) no qual os mesmos autores também encontraram correlagdes
da FRUT com GLI e PT (P<0,05).

No presente trabalho ndo houve correlacdo significativa (tabela 8) entre FRU e o PESO
(p=0,3; r=-0,09), mas a raca TX foi a que exibiu menor ganho de peso (comparada as demais
racas) e a raga IF foi a tnica a perder peso do outono para o inverno (Tabela 2) acompanhado de
menores indices de FRUT em ambas as épocas (Tabela 6), enquanto a raca BE permaneceu com
os valores de FRUT estavel independente da época. Estes resultados vao ao encontro dos achados
de Stear et al. (2001), no qual foi encontrada uma correlagdo positiva entre a concentracao de
frutosamina ¢ a massa corporal dos animais, podendo a mesma ser utilizada para o

monitoramento indireto do ganho e/ou perda de peso de ovinos.

Tabela 8. Correlacdes entre os dados climaticos, a temperatura retal e o perfil bioquimico sérico
no outono € no inverno
TA UR TR AST ALB FA GLI CK FRUT
UR -0,69
TR 0,51 -0,04
AST  -0,93 0,71 -0,12
ALB 0,59 -0,11  -0,17 0,12
FA 0,78  -0,29 0,09 0,25 0,22
GLI -0,58  -0,13  -0,04 0,14 0,09 0,17
CK 0,56  -0,86 -0,03 0,13 -0,13 -0,14 0,08
FRUT -0,04 0,55 0,07 0,03 0,35 0,10 -0,13  -0,12
PT 0,51 -0,36  -0,00  -0,01 -0,22 -0,27 -0,29 0,06 0,05

TA = temperatura ambiente em °C; UR = umidade relativa em %; TR = temperatura retal em °C; AST = aspartato
aminotransferase; ALB = albumina; FA = fosfatase alcalina; GLI = glicose; PT = proteina total; CK = creatina
quinase; FRUT = frutosamina.




33

Existe um grupo de animais com alta VG, HEM e HB e com baixa FRUT, PLA e
CHCM, indicando uma possivel desidratagao (aumento de VG, HEM e HB) e deficiéncia de
ferro (PLA). A baixa CHCM ¢ consequéncia do aumento da HEM e da FRUT pode ser

resultado de uma deplecdo de carboidratos.

Analisando-se os coeficientes de autovetores associados as componentes principais do
outono (Figura 2), o primeiro componente indica que um alto LEU, NEU, PT e LINF esta
associado com um baixo ALB e GLI. Isto significa que este subgrupo de animais apresentou
uma leucocitose fisiologica podendo ser um reflexo do procedimento de contencdo ou estresse
térmico por calor, acdo da epinefrina ou cortisol, enquanto que baixa ALB pode indicar alguma

insuficiéncia hepatica e da GLI relacionada a aspectos nutricionais.

0.5 -
vG ¢
0.4 EB
L 2
HEM
0.3 -
ALB® VCMe
0.2
AST PPT
0.1 - ¢ ok ¢ ¢ LINF
~ GLI® FAg
5 Moy TR @PT LEU
E r T T OO T 0 T T ’ T 1
g ' * *
Zo03 0.2 0.1 00 0.1 02EOS 03 NEUQ4 0.5
0.1
¢ FRUT
0.2
¢ PLA
0.3 1 ¢ CHCM
0.4 -

Autovetor 1

Figura 2. Primeiros dois autovetores do outono para a temperatura retal (TR), parametros hematologicos e perfil
bioquimico nas diferentes ragas de ovinos criados na regido Centro-Oeste. Aspartato aminotransferase (AST),
albumina (ALB), fosfatase alcalina (FA), glicose (GLI), proteina total (PT), creatina quinase (CK) e frutosamina
(FRUT), volume globular (VG), hemoglobina (HB), hemaceas (HEM), volume corpuscular médio (VCM),
concentragdo hemoglobulinica corpuscular média (CHCM), leucécito (LEU), mondcito (MON), linfocito (LINF),
eosinéfilo (EOS), neutréfilo (NEU), plaquetas (PLA) e proteina plasmatica total (PPT).
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Observa-se na figura 3 (inverno) que no segundo momento existem animais com altos
EOS, LINF e FA, mas com baixos PT e PPT. A elevacao de EOS e LINF pode estar associada a
agentes estressores como o processo de contencdo ¢ a de FA com danos hepaticos e/ou
musculares. A reducdo de PT e PPT pode ser resultado de uma maior retencdo de liquidos,
consequéncia da redu¢ao da sudorese e da transpiragcdo na época mais fria.

No primeiro momento existem animais com alta HEM, HB e VG e baixa TR, VCM e
EOS. O aumento de HEM, HB e VG pode ser explicado pela provavel reducdo da ingestao
hidrica nesta época mais fria do estudo, temperatura refletida também na baixa da TR. A
redugdo de VCM ¢ resultado do aumento de HEM e a de EOS pode indicar que este subgrupo

apresentava algum processo infeccioso.
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Figura 3. Primeiros dois autovetores do inverno para a temperatura retal (TR), pardmetros hematologicos e perfil
bioquimico nas diferentes ragas de ovinos criados na regido Centro-Oeste. Aspartato aminotransferase (AST),
albumina (ALB), fosfatase alcalina (FA), glicose (GLI), proteina total (PT), creatina quinase (CK) e frutosamina
(FRUT), volume globular (VG), hemoglobina (HB), hemaceas (HEM), volume corpuscular médio (VCM),
concentragdo hemoglobulinica corpuscular média (CHCM), leucdcito (LEU), mondcito (MON), linfocito (LINF),
eosinoéfilo (EOS), neutréfilo (NEU), plaquetas (PLA) e proteina plasmatica total (PPT).
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4. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho sugerem uma maior adaptabilidade as condi¢des climaticas

do Distrito Federal da raga deslanada (Santa Inés) em detrimento das demais ragas investigadas.

A escassez de investigagoes cientificas sobre os valores hemato-bioquimicos e térmico,
possibilita o uso dos resultados obtidos neste estudo como uma referéncia em futuros estudos

realizados sob as mesmas condi¢des climaticas e ambientais.

O melhor entendimento dos resultados encontrados neste trabalho pode ser auxiliado
por estudos que avaliem a velocidade do vento e demais caracteristicas dos animais como a taxa

de sudac¢do, espessura, comprimento e densidade da 1a.
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CAPITULO 3

CONCENTRACAO SERICA E FECAL DE GLICOCORTICOIDES NAS
DIFERENTES RACAS DE OVINOS CRIADOS NO DISTRITO FEDERAL

RESUMO

Objetivou-se neste trabalho a investigagdo, por meio do método ELISA, das concentragdes de
cortisol sérico (CORTS) e fecal (CORTF) de dezoito machos reprodutores de ovinos de seis
diferentes racas (n=18), criados sob as condigdes climaticas do Distrito Federal. Os dados
foram analisados no programa estatistico SAS®” e, embora a concentragio de (cortisol sérico)
esteja acima dos valores de referéncia para a espécie, os resultados de CORTS e de TR
(temperatura retal), monstraram que a raga deslanada SI (Santa Inés) se apresenta melhor
adaptada as condigdes climaticas do Distrito Federal, comparativamente a raga lanada TX
(Texel). Referente aos valores médios de CORTF (cortisol fecal), houve uma diferenca
(P<0,001) entre épocas e nao foram detectadas diferencas significativas para a raca e para a
interacdo raca x época. Os achados anteriores nos permitem inferir que os kits comerciais

utilizados nao foram adequados para a mensuragao de glicocorticdides fecais intra-época.

Palavras-chave: Cortisol fecal; cortisol sérico; ovinos; temperatura retal.
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ABSTRACT

The objective of this work was to investigate, using ELISA, the levels of serum (CORTS) and
fecal (CORTF) cortisol in eighteen rams from six different sheep breeds, raised under the
climatic conditions of the Federal District. The data were analyzed with the statistical program
SAS® and although the concentration of serum cortisol is above the reference values for the
species, the results of CORTS and TR (rectal temperature), showed that hair breed SI (Santa
Ines ) appears to be suited to the climatic conditions of the Federal District when compared to
the wool breed TX (Texel). Referring to the average values of CORTF (fecal cortisol), there
was a significant difference (P <0.001) between seasons and there were no significant
differences between breeds or interaction breed x season. Which previous finding allows for the

inference that commercial kits are not suitable for measuring fecal glucocorticoid intra-season.

Keywords: Fecal cortisol; rectal temperature, serum cortisol, sheep.
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1 INTRODUCAO

O “estresse” ¢ um termo geralmente utilizado para fatores ambientais que requerem dos
animais um mecanismo adaptativo e uma resposta a estes desafios (Mormede et al., 2007). Os
animais respondem fisiologicamente quando percebem perigo externo ou estimulo estressante
incluindo tentativas de predagdo, climas hostis, mudangas de habitat e disturbios
antropogénicos, através de uma cascata rapida de secre¢do endocrina no eixo
hipotaldmico-pituitaria-adrenal (HPA) (Sapolsky et al., 2000).

O sistema nervoso autdbnomo (SNA) (Cannon, 1935) e o eixo HPA (Selye, 1936) sdo os
mais explorados nos estudos sobre estresse, embora a interpretacao da ativacao destes sistemas
ainda necessita de continuadas pesquisas (Mormede et al., 2007).

Esta resposta fisiologica ao estresse estd bastante preservada em vertebrados e a
elevagdo das concentracdes de glicocorticoides possibilita ao individuo enfrentar estressores de
curto prazo através de uma complexa rede de alteragdes fisioldogicas € comportamentais com
suspensdo das atividades que ndo sdao consideradas essenciais, enquanto durar o evento
estressor (Cabezas et al., 2007).

As repostas ao estresse podem ser agudas ou cronicas. Estresse agudo ocorre quando
fatores ambientais de vida curta exigem do animal algum comportamento imediato ou resposta
fisioldgica de curto prazo para evitar o efeito negativo. Ao contrario, o estresse cronico ¢ uma
condi¢do causada por um estressor ou uma série de eventos estressantes com magnitude e
duragdo suficiente para deslocar recursos que seriam destinados para outras fungdes biologicas,
como o metabolismo, o crescimento, a reprodu¢do, ou a fungao imune, no intuito de enfrentar o
agente estressor e, ainda, pode ser um fendmeno importante conduzindo a mudangas
fisiologicas de longo prazo e a susceptibilidade a doengas (Moberg, 2000).

No que diz respeito aos mecanismos fisioldgicos o estresse nao ¢ uma heranga ruim. Os
glicocorticdides, por exemplo, sdo secretados em situagdes que ndo sdo consideradas
estressantes como a corte, a copula € a caga e a concentragcdo sanguinea embora seja a mais
usada para indicar o estresse, requer algumas precaugdes ja que o aumento da secre¢do deste
hormonio pode ndo ocorrer com qualquer tipo de estressor (Broom & Johnson, 1993).

Ademais, a coleta de amostras de cortisol frequentemente envolve a contencdo e
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manipulagdo dos animais, podendo ser um evento estressante e confundir os resultados
(Hopster et al., 1999).

Diversos pesquisadores t€ém optado pelo uso de métodos considerados ndo-invasivos
colhendo amostras de corticoides (metabolitos) e determinando-as em saliva (Cooper, 1989),
urina (Ray & Mormede, 1998) ou leite (Verkerk et al.,, 1998). No entanto, todas essas
possibilidades de determinagdo apresentam limitagdes, pois a obtengdo da urina e saliva exige
algum tipo de manipulagdo e pode ser aplicado a um numero limitado de animais em
movimento e o leite esta restrito a animais lactantes (Mormede et al., 2007)

De acordo com Molst et al. (2002), dentre todos os métodos, a colheita de amostras
fecais sao as melhores pelo fato de ndo estressar o animal e a facilidade de obtencao.

Sob o ponto de vista da producdo animal, a exposi¢do de animais a altas temperaturas
estimula receptores térmicos periféricos a transmitirem impulsos nervosos que suprimem o
centro de apetite no hipotdlamo reduzindo a ingestdo de alimentos e, consequentemente,
diminuindo os substratos disponiveis para as atividades enzimaticas e a produ¢do de hormonios
(Marai et al., 2007).

Neste estudo, objetivou-se avaliar o nivel de estresse das racas de ovinos criados sob as
condig¢des climaticas do Distrito Federal por meio da mensuragao das concentracdes de cortisol

sérico e de glicocorticoides fecais.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local do experimento

O presente estudo foi realizado durante trés dias consecutivos nos meses de maio (dias
04, 05 e 06) e agosto (dias 20, 21 e 22) de 2010 no Campo Experimental Sucupira de
propriedade da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/CENARGEN) e
Hospital de grandes animais da Universidade de Brasilia, localizados na cidade de Brasilia. O
clima predominante da regido ¢ do tipo Aw de Kdppen (tropical chuvoso), com invernos
secos, verdes chuvosos, altitude média de 1.100 m e a precipitagdo anual média de

aproximadamente 1.493 mm.
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2.2 Animais e manejo implementado

Foram utilizados 18 (dezoito) animais com idade média de 2,5 anos e de diferentes
procedéncias, exceto do Distrito Federal, sendo trés machos reprodutores de cada uma das seis
ragas de ovinos: Santa Inés, Bergamaécia, Ile de France, Texel, Dorper e Hampshire Down.

Os animais foram mantidos em um sistema semi-extensivo, em pasto de Andropogon

gayanus, recebendo suplemento concentrado (400g/animal/dia), sal mineral e 4gua a vontade.

2.3 Colheita de sangue para a mensuraciio da concentracio de cortisol sérico

As colheitas do outono iniciaram as 06 horas e trinta minutos e terminaram no
maximo as 09 horas. Durante o inverno as colheitas iniciaram as 06 horas e finalizaram trinta
minutos apos e todas as amostras foram posteriormente transferidas em caixas térmicas com
gelo seco, para o Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade de
Brasilia (Hvet/UnB) para o processamento imediato.

Aproximadamente 5 mL de sangue foram coletados por venopuntura jugular
utilizando-se tubos vacuolizados sem anticoagulante. As amostras foram centrifugadas em uma
centrifuga digital (Hermle® - Z326K) a 3.500 rpm/1.300 rcf durante 10 minutos & temperatura
ambiente no maximo uma hora ap0s as colheitas, o soro foi separado em microtubos plasticos
(2 mL) em aliquotas de 1,5 mL e estocadas em freezer a -25°C para determinagdes de cortisol

Sérico.

24 Colheita de fezes e extraciao de glicocorticoides fecais

A colheita de aproximadamente dez gramas (10 g) de fezes do reto dos animais com o
auxilio de sacos plasticos transparentes foi realizada nas baias de descanso no periodo da
manha (entre as 7 e 8 horas). Posteriormente, as fezes foram transportadas em gelo seco, e a
extracdo dos glicocorticdides (GC) foi realizada dentro de uma hora, segundo a metodologia
sugerida a seguir.

Aliquotas de cinco gramas (5g) de fezes foram pesadas em uma balanca digital (Marte®
- BL3200H, N° IMETRO 6482858 em 04/04/2010) transferidas para tubos plasticos de 1,5mL

com adigdo de etanol a 80% e submetidas ao agitador (Phoenix” - AP59) durante 30 segundos.
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Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 3.500rpm/1.300rcf durante 5 minutos a
temperatura ambiente (25°C) e aliquotas de 1,5mL do sobrenadante foram estocados em

microtubos plasticos e congelados (-25°C).
2.5 Mensuracao de glicocorticoides séricos e fecais

A mensuragdo dos indices cortisolémicos foi realizada através do método
imunoenzimatico ELISA, utilizando-se kit comercial para mensuracdo da concentragdo de
cortisol. A sensibilidade do kit para cortisol direto € de 0,4 ug/dL e a reatividade cruzada ¢ a
seguinte: cortisol, 100%; prednisolona, 13,6%; corticosterona, 7,6%; deoxicorticosterona,
7,2%; progesterona, 7,2%; cortisona, 6,2%; deoxicortisol, 5,6%; prednisona, 5,6% e
dexametasona, 1.6%. A curva-padrdo foi construida a partir da densidade optica (D. O.) média
dos calibradores em nandmetros (nm) e as concentracoes (ug/dL) de 0, 0.5, 2, 5, 10, 30 e 60.

A absorbancia foi mensurada com um comprimento de onda de 450nm através de um

leitor de placas automatico (Biotek Instruments” - USA, EL-800).
2.6 Analise estatistica

Durante as duas €pocas (outono e inverno), os animais (ragas) foram selecionados de
forma aleatoria e o grupo de pesquisadores se alternava entre as ragas para reduzir o efeito do
pesquisador, da sequéncia e do tempo de colheita das amostras sobre os resultados.

Utilizou-se o modelo linear geral (GLM) para determinacao de efeitos fixos incluindo
raca (6), dia (6), época do ano (outono e inverno) e, ainda, o efeito aleatorio do reprodutor
dentro da raga sobre os parametros avaliados. O valor de P<0,05 foi considerado como
significativo.

As andlises foram feitas utilizando o programa estatistico Statistical Analysis System

(SAS®).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se que a TR e o CORTS apresentaram diferencas significativas (P<0,001)
entre as racas e épocas de estudo e o CORTF somente para a época (P<0,001). A interagdo
época*raca apresentou diferenca significativa (P<0,01) apenas para TR (tabela 9).

Todas as racas apresentaram valores de CORTS acima dos valores utilizados como
referenciais, indicando a necessidade de utilizacao de valores de referéncia por regido (local).

A raga que apresentou o maior valor médio de TR foi a TX, acompanhado do maior
valor médio de CORTS, enquanto que a raca IF exibiu uma TR de 0,4°C abaixo da TX e com
uma média das concentragdes de CORTS menor, comparativamente as demais ragas. Por outro
lado, a raca SI que apresentou menor TR, apresentou valor de CORTS intermediario (tabela 9).

Avaliando os resultados do outono observa-se que a raca TX possui a TR e CORTS
mais elevados. Baseado apenas nestes dois parametros fisioldgicos avaliados sugere-se que a
raca TX esteja enfrentando maior grau de dificuldade para adaptar-se ao clima local.

Comparando a média da TR de todas as racas entre a outono e 2, pode-se observar que
houve uma reducao média de apenas 0,1°C nas racas BE, DR e HD e uma manuten¢ao da média
na raga S, enquanto que nas racas IF e TX houve uma reducdo média de 0,7°C e 0,8°C,
respectivamente. Todas as ragas sofreram uma reducdo dos valores médios de CORTS de
aproximadamente 3,0 pg/dL com exce¢do da raca TX que reduziu sua concentragdo em 3,7
ng/dL, devido ao seu alto indice de cortisol sérico no outono (7,2 pg/dL). A redugdo da TR e
CORTS do outono para o inverno da raga TX pode indicar que a raga mencionada se adapta
melhor em condigdes de temperatura média do ar reduzida (TA inverno, x = 8,9°C) ja que a
mesma possui origem em pais de clima temperado, embora ainda continuasse a apresentar os
maiores valores médios de CORTS em relagao as demais ragas.

De acordo com Young et al. (1989), animais oriundos de clima temperado possuem
adaptagdes morfologicas como a redugdo do tamanho das orelhas e pernas para reduzirem o
fluxo sanguineo em tecidos periféricos, diferengas estas que podem ser observadas
comparando-se, por exemplo, as ragas de regides do referido clima (TX) com as de clima
tropical (SI).

Webster et al. (1969) sugerem que a exposicdo prévia ao frio em ovinos adultos oferece
um consideravel aumento (50%) na capacidade de resistir ao frio, resultando no aumento da

taxa cardiaca, da capacidade de produgdo de calor e da taxa metabdlica basal, o que poderia
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justificar a manuten¢dao da TR ou reducdo de 0,1°C no inverno (tabela 9) de algumas racas
como a BE, DR, HD e SI.

Em situagdes de frio, Young et al.(1989) relataram que ocorre um aumento dos
hormonios relacionados ao metabolismo energético, situacdo esperada para as ragas SI e DR
(tabela 9), mas que ndo foi confirmada mesmo considerando o clima dos locais originarios.

Com a excecao da raga TX , todas as racas reduziram o CORTS do outono para o
inverno (tabela 9) e no inverno a raca IF apresentou o menor valor médio de CORTS, podendo
sugerir que as oscilagdes climaticas ndo sdo potenciais fontes de estresse para a raga.

Os valores de TR, CORTS e CORTF no outono e no inverno (tabela 9), indicam que as
racas DR e SI se encontram bem adaptadas as condigdes climaticas do Distrito Federal,
considerando a relacdo existente entre a adaptabilidade e o pais de origem das mesmas, onde as
temperaturas ambientais sdo relativamente elevadas.

Os resultados do presente estudo nao estdo em conformidade com os encontrados por
outros pesquisadores nos quais as ragas mais selecionadas (produgdo de carne) como a TX e
HD apresentaram menores indices de cortisol plasmatico do que as ragas menos especializadas
ou selecionadas (Hall et al., 1998; Goddard et al., 2000) o que pode ser devido as diferengas
climéticas entre os locais de estudo, evidenciando diferengas na adaptacdo em relagdo a origem

das respectivas racas.
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Referente aos valores médios de CORTF, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre raga ou na interagdo raga x época.

A anélise de amostras sanguineas pode oferecer nao apenas a concentragdo total de
glicocorticoides (GC), mas também a quantidade que estd livre. Os GCs normalmente se
encontram ligados as proteinas carreadoras, as globulinas ligantes de corticosterdides (GLC) e
apenas a forma livre ¢ biologicamente ativa, compreendendo de 5 a 10% do total (Rosner,
1990).

E comum a utiliza¢do da liberagio de GCs como a resposta completa do organismo a
um estressor, no entanto existem multiplos fatores que estdo associados aos efeitos dos GCs
como o numero de receptores e a abundancia das proteinas ligantes do plasma que podem ser
reguladas de acordo com as condigOes fisiologicas e ambientais para alterar a resposta do
organismo ao estresse (Breuner & Orchinik, 2002). De acordo com os mesmos autores, essa
ligacao de GCs com GLCs pode servir como um tampao do tecido contra efeitos deletérios da
elevacdo de CORT, regulador da disponibilidade de hormoénio livre para os tecidos-alvos, ou
alterador da taxa de purificagdo (clearance) de CORT.

Os GCs sao metabolizados pelo figado antes de serem excretados na urina e nas fezes
por meio da bile (Palme et al., 2005) e de acordo com os mesmos autores, apenas os GCs livres
ou os ndo ligados a GLC sdo degradados pelo figado fazendo com que amostras fecais
fornecam um perfil hormonal de longo prazo com menos interferéncia de estressores agudos.

Para Sheriff et al. (2010) a interpretacdo dos ensaios com amostras fecais reside em dois
pressupostos criticos e ndo testados ainda: o primeiro se os metabolitos fecais de GCs refletem
os niveis livres e ativos de GCs no plasma e segundo, se as diferencas nas concentracdes de
GCs fecais dos animais ¢ um reflexo acurado do seu estado fisiologico e, consequentemente, da
sua habilidade de responder ao estressor.

Para Mostl et al. (2002) através da realizacdo de cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) combinando fase direta e reversa, existem pelo menos 21 metabdlitos de
cortisol nas fezes de ovinos. Nesse caso, a concentragao de cortisol fecal em ruminantes devera
ser mensurada utilizando o EIA-11-oxoetiocholanolone, desenvolvido por Palme & Mostl
(1997), j4 que estes autores demonstraram que os metabolitos fecais predominantes sdo
esterdides ndo conjugados e que ndo podem ser detectados com cortisol imunorreativo. A
hidrolisacdo dos metabdlitos de cortisol fecal conjugado durante a passagem pelo intestino

pode ser devido a atividade bacteriana (Mostl & Palme, 2002).
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Entretanto, estudos recentes mostram a pertinéncia da similaridade entre as
concentragdes de glicocorticoides livres e fecais, confirmando que os metabdlitos fecais
refletem o cortisol sanguineo, livre e biologicamente ativo e que sdo excelentes para predizer a
resposta do animal aos estressores (Sheriff et al., 2010).

Houve correlacdo significativa entre a TR e o CORTS (r = 0,32; P<0,01) e entre TR e
CORTF (r = 0,23; P<0,05).

As concentracdes de cortisol sérico de outono indicam que os animais estavam
submetidos a algum tipo de estressor, possivelmente estresse agudo devido a contengdo. As
concentragdes de cortisol fecal de outono ndo refletem fidedignamente as concentragdes séricas
do mesmo periodo, podendo a fecal ser uma medida de longo prazo (estresse cronico) e mais
confiavel na avalia¢do dos efeitos da temperatura sob a adaptacao dos animais.

As diferengas nas concentracdes de cortisol das ragas investigadas podem estar
refletindo o perfil cortisolémico de cada uma das ragas, podendo também ser utilizado como

referéncia em trabalhos realizados na regido.

4 CONCLUSOES

Considerando os parametros analisados as ragas Santa Inés e Dorper foram as que
melhor se adaptaram ao clima da regido, durante outono e inverno, indicando serem as mais
propicias para a criagdo em unidades de produgdo animal e a raga TX a menos adequada.
Ovinos criados sob estas condi¢des climaticas podem ser monitorados em relagdo ao estresse
refletido pelas concentracdes de cortisol em diferentes épocas do ano e os resultados obtidos

neste trabalho podem servir de referéncia para estudos posteriores.
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CAPITULO 4

IMAGENS TERMOGRAFICAS COMO UMA ALTERNATIVA METODOLOGICA
COMPLEMENTAR DA AVALIACAO TERMICA EM DIFERENTES RACAS DE
CARNEIROS CRIADOS NO DISTRITO FEDERAL

RESUMO

As imagens termograficas podem fornecer informagdes sobre o conforto térmico dos animais
de produgdo possibilitando alteragdes no manejo implementado, visando a maximizag¢ao do
bem-estar animal, do desenvolvimento ¢ do aumento da rentabilidade da atividade. Neste
trabalho, objetivou-se a utilizacdo de imagens termograficas, como uma alternativa na
avaliagdo do estresse térmico de seis diferentes ragas de ovinos machos (n=18) criados sob as
condigdes climaticas do Distrito Federal. Os dados foram analisados no programa estatistico
SAS®™. A temperatura retal (TR), temperatura da cernelha (Tcer), temperatura da garupa (Tgar)
e a temperatura do joelho (Tjoe) apresentaram diferencas significativas (P<0,001) entre as ragas
(exceto para a temperatura do olho - Tolh) e épocas investigadas. Nao houve diferencas
significativas entre a interacdo época x raca estudada. A Tjoe pode ser utilizada como uma
medida aproximada da termogénese dessas racas de ovinos sob as condigdes climéticas, ja que
apresentou o maior valor de correlagdo (r = 0,38) com a TR, considerada uma medida da

temperatura central dos animais.

Palavras-chave: estresse térmico, racas de carneiros, temperatura retal, temperatura corporal.



48

ABSTRACT

Thermographic images can provide information on the thermal comfort of livestock allowing
changes in management implemented, aiming to maximize animal welfare, development and
increased profitability of the activity. This work aimed to study of use of thermographic
images, as an alternative to evaluate the thermal stress of six different breeds of rams (n=18)
reared under the climatic conditions of the Federal District. Data were analyzed using statistical
package SAS®™. Rectal temperature (RT), temperature of the withers (Tcer), temperature of the
rump (Tgar) and the temperature of the knee (Tjoe) differed significantly (p <0.001) between
all breeds, except temperature of the eye (tolh), and seasons investigated. There were no
significant differences in the interaction between season and breed. The Tjoe may be used as an
approximate measure of thermogenesis of these breeds of sheep under these weather conditions
as they showed the highest correlation (r = 0.38) with RT, considered a measure of core

temperature of animals.

Keywords: Body temperature, heat stress, ram breeds, rectal temperature.
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1 INTRODUCAO

O monitoramento do estresse de animais de cativeiro, como por exemplo, os mantidos
em laboratorios, zooldgicos e campo experimentals ¢ importante, especialmente sob o ponto de
vista do crescimento da consciéncia da necessidade de melhorar o bem-estar animal e
considerando-se que os animais estressados sao mais suscetiveis a doengas, conforme estudos
que comprovam a relagdo entre o sistema nervoso e o enddcrino e o imunologico (Siegel et al.
1987; Herbert & Cohen, 1993). Adicionalmente, tem crescido também a consciéncia sobre a
necessidade de se avaliar o estresse utilizando métodos validos e confiaveis (Beerda et al.
1996).

O importante ndo ¢ somente usar indicadores apropriados para o estresse, mas também
reduzir o proprio estresse que, considerando o impacto do mesmo na fisiologia e
comportamento, em Ultima analise melhora a qualidade e a confiabilidade dos dados (Queyras
& Carosi, 2004).

O bem-estar de animais ¢ um assunto complexo e uma avalia¢ao acurada envolve uma
extensa investigacdo de parametros fisiologicos, enddcrinos e comportamentais. Embora o
estudo dos componentes do comportamento seja um meio ndo invasivo de avaliar o estresse, ele
pode ser melhorado e realgado pelo conhecimento da resposta hormonal. E vélido ressaltar que
em alguns casos o estresse deve ser avaliado baseando-se em dados fisiologicos, pois estimulos
estressantes nem sempre desencadeiam mudangas comportamentais (Vicent & Michell, 1992).

Diversos meios sdo utilizados para verificar o estresse em animais, tais como a
temperatura retal, a taxa de batimento cardiaco e a taxa respiratoria (Marai et al., 2007). Porém,
o método mais utilizado para mensurar o estresse ¢ a analise de hormonios sanguineos
(principalmente glicocorticoides), o qual envolve a contencdo para a colheita de amostras, a
manipulagdo e a venopuncdo, representando uma fonte de estresse para o animal, podendo
ainda alterar os niveis hormonais (Bentson, 2000).

Uma abordagem alternativa seria a verificagcdo do estresse térmico, que ¢ considerado
um fator limitante do desempenho para alguns animais de produc¢do, como ovinos. Quando o
animal comega a sofrer em virtude da elevada temperatura, ocorre uma redugio da ingesta de
alimentos, do metabolismo e da atividade da tiredide, afetando o crescimento, conversao

alimentar, eficiéncia reprodutiva, producdo leiteira e conduzindo a perdas econdmicas (West,
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2003).

De acordo com Pollock et al. (1994), mecanismos complexos controlam a temperatura
corporal e cutinea envolvendo estimulagdo e inibicdo simpatica combinada para as artérias,
arteriolas, vénulas, veias e anastomoses arteriovenosas. Existe ainda a contribuicdo da
vasoconstricao cutdnea para a hipertermia do corpo (Blessing & Seaman, 2003) e evidéncias de
que o fluxo sanguineo cutdneo e a vasoconstricdo simpatica das artérias da pele alteram a
temperatura da mesma (Vianna & Carrive, 2005).

A utilizagdo de imagem térmica (infravermelho) de animais de producdo e do
alojamento dos mesmos permite uma avaliacdo objetiva do ambiente e do conforto térmico dos
animais sob um manejo especifico e, posteriormente, o uso destas informagdes para a tomada
de decisdes que maximizem o desenvolvimento dos animais e a rentabilidade da atividade.
Ainda pode ser avaliada a variagdo de temperatura dos componentes estruturais dos galpoes de
producdo, o impacto do spray de refrigeracdo e da pele molhada sobre a temperatura da
superficie cutanea, a produgdo e acompanhamento da producdo de calor pelos animais,
consequentemente, a atividade metabolica em repouso, em atividade, ou durante e apds a
alimentacdo (Kastberger & Stachl, 2003).

O principal problema da mensuragdo da temperatura da pele e do corpo esta associado a
dificuldade de registro das mesmas sem a indu¢@o de outras reacdes de estresse devido a
presenca ou manipulagdo por humanos (Berz, 1998).

Neste contexto, a termografia por infravermelho pode ser usada para avaliagao remota
da temperatura cutdnea (Jones & Plassmann, 2002) sem interferir no comportamento dos
animais (Kastberger & Stachl, 2003). Técnicas termograficas tém obtido sucesso em algumas
pesquisas com animais domésticos, com o intuito de avaliar a resposta ao estresse térmico, mas,
no entanto, sua utilizacao na producao de ovinos € pouco pequena.

Partindo deste ponto de vista, a avaliacdo do estresse térmico ao qual o animal esté
submetido poderia auxiliar sinergicamente os demais meios de identificagdo do grau de estresse
térmico em unidades de produgdo animal.

Objetivou-se com este estudo mensurar por meio de imagens termograficas e
temperatura retal a fim de avaliar o grau de adaptacdo de diferentes racas de carneiros as

condigdes climaticas do Brasil Central.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local do experimento

O presente estudo foi realizado durante trés dias consecutivos nos meses de maio (dias
04, 05 e 06) e agosto (dias 20, 21 e 22) de 2010 no Campo Experimental Sucupira de
propriedade da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/CENARGEN) e
Hospital de grandes animais da Universidade de Brasilia, localizados na cidade de Brasilia. O
clima predominante da regido ¢ do tipo Aw de Kdppen (tropical chuvoso), com invernos
secos, verdes chuvosos, altitude média de 1.100m e a precipitagio anual média de

aproximadamente 1.493mm.

2.2 Colheita de dados climaticos

A colheita de temperatura ambiente (TA) e da umidade relativa do ar (UR) foi
realizada em intervalos de 30 minutos com o uso de um termohigrometro digital (TFA),
enquanto durava o experimento. Foi calculado o indice de temperatura e umidade (ITU) de
acordo com Marai e et al. (2001), seguindo a férmula: ITU = db°C — {(0,31 — 0,31UR)(db°C
— 14,4)} na qual o db°C ¢ a temperatura de bulbo seco (°C) e UR ¢ a umidade relativa

(UR%)/100.

2.3 Animais e manejo implementado

Foram utilizados 18 (dezoito) animais com idade média de 2,5 anos e de diferentes
procedéncias, exceto do Distrito Federal, sendo trés machos reprodutores de cada uma das seis
diferentes ragas de ovinos: Santa Inés, Bergamadcia, Ile de France, Texel, Dorper e Hampshire
Down.

Os animais foram mantidos em um sistema semi-extensivo, em pasto de Andropogon

gayanus, recebendo suplemento concentrado (400g/animal/dia), sal mineral e 4gua a vontade.
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2.4 Procedimento de pesagem, registro da temperatura retal e imagens termograficas

dos animais

Todos os animais foram pesados no minimo uma semana antes do experimento ou no
maximo uma semana apos o experimento com a utilizagdo de uma balanca digital.

A temperatura retal foi aferida simultaneamente as demais coletas (periodo matutino)
com o uso de termdmetro veterinario digital (PetQuality™) em contato direto com o reto do
animal durante 3 minutos.

As imagens termograficas foram obtidas com uma camera portatil infravermelho (Flir
Systems® — 150/b50). Este tipo de cAmera converte a radiagio, com comprimento de onda de
8-12 um, emitida naturalmente por um objeto (neste caso a superficie da pele ou 1a dos
animais) em um sinal elétrico que ¢ processado em um padrdo térmico. O valor de
emissividade utilizado foi de 0,98, conforme as orientagdes do fabricante para os tecidos
bioldgicos.

Todas as imagens foram registradas a uma distdncia méxima de dois metros de cada
animal. Posteriormente, foi selecionada a imagem que compreendia completamente toda a
lateral esquerda do animal para que a temperatura externa dos seguintes pontos fosse
registrada uniformemente: olho, cernelha, garupa e membro ou pata anterior esquerda, regiao
do joelho.

As 1magens foram selecionadas, arquivadas e, posteriormente, analisadas em um
programa computacional especifico (ThermaCam®~ QuickReport, versdo 1.1) fornecido pelo

fabricante da cAmera termografica.
2.5 Analise estatistica

As analises foram feitas utilizando o programa Statistical Analysis System SAS®.
Utilizou-se o modelo linear geral (GLM) para determinacdo de efeitos fixos incluindo raga
(6), época do ano (outono e inverno) e, ainda, o efeito aleatorio do reprodutor dentro da raga
sobre os parametros avaliados. Os valores de P <0,05 foram considerados significativos.

Através do procedimento de discriminantes e de canonicas foram avaliadas quais as
caracteristicas que afetam as diferencas entre as ragas e a utilidade das caracteristicas em

determinar diferengas. O animal dentro do grupo foi tratado como efeito aleatorio.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a temperatura ambiente, umidade relativa do ar e o indice de
temperatura e umidade (ITU) durante o periodo de colheita dos dados podem ser observados na
tabela 10.

O ntimero de amostras, a média e desvio padrao (x £DP), valores minimos € méximos
dos pesos, das temperaturas retal (TR) e do ambiente (TA) e da umidade relativa do ar (UR)

estdo apresentados na tabela 11.

Tabela 10. Médias dos dados climaticos e do indice de temperatura e umidade durante a

colheita dos dados fisioldgicos dos carneiros.

DIA TA (°C) UR (%) ITU*
03/05/10 20,2 69,5 20,75
04/05/10 20,3 64 20,95
05/05/10 21,7 57 22,67
20/08/10 6,8 68 7,55
21/08/10 8,2 77 8,64
22/08/10 11,9 70 12,13

*ITU = indice de temperatura ¢ umidade.
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Tabela 11. Numero de amostras analisadas (N), média e desvio padrdo (x +DP), valores

minimos e maximos das variaveis analisadas no outono e no inverno

N (x £ DP) MIN. MAX.
TR 107 383 + 0,7 36,4 39,7
PESO 96 79,0 +143 52,7 125,3
TA 108 148 + 66 6,8 21,7
UR 108 67,5 + 6,6 57 77

PESO = massa dos animais em kilogramas (kg); TA = temperatura ambiente em graus Celsius (°C); UR =
umidade relativa do ar em porcentual (%).

Podem ser observados dois exemplares das imagens termograficas (figuras 4 e 5)

registradas no outono de duas diferentes racas de ovinos (SI e TX).’

3 .
” _SDE 23.3 _SDQ 237
; Sp2 34.9
A ~ O o~

»

‘,s"" A

Sp123.2

’ j i

Figura 4 - Imagem termografica Figura 5 - Imagem termografica
com registro das temperaturas de com registro das temperaturas de
quatro pontos corporais da raga SI, quatro pontos corporais da raga TX,
no outono. no outono.

A TR, Tolh, Tcer, Tgar e Tjoe apresentaram diferencas significativas (P<0,001) para
todas as ragas (exceto Tolh) e épocas investigadas (tabela 12). Nao houve diferencas

significativas para o efeito da época sobre as ragas estudadas.
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Tabela 12. Analise das temperaturas corporais em carneiros das diferentes ragas no outono e no

inverno.
TR Tolh Tcern Tgar Tjoe
R 0,6 0,9 0,9 0,9 0,9
CV 1,2 4,9 8,0 8,3 7.8
Média 38,4 30,5 20,4 20,6 25,5
Raca s p>0,05 - st et
Epoca Kk Kk Kk *kk *kk
Raca x época p>0,06 ns ns ns ns
BE 38,5%¢ 31,2 20,1° 20,4"¢ 25.4°
DR 38,2° 29,9 21,3° 21,5° 25,8"
HD 38,7*° 30,4*° 19,1¢¢ 19,2%4 26,1°
IF 38,5%¢ 30,7*° 19,1¢¢ 19,7%¢ 26,3
SI 37,44 29,6 24,1 24,1 22,5
TX 38,9° 31,2° 18,5¢ 18,6 26,9°
Val. R. 38,3 —39,9' - - - -

TR = temperatura retal; Tolh = temperatura externa do olho; Tcer = temperatura da cernelha; Tgar = temperatura
da garupa e Tjoe = temperatura externa do joelho esquerdo. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 e ns = ndo
significativo; coeficiente de determinagdo (R?); coeficiente de variagdo (CV); média ( X );BE = Bergamécia; DR =
Dorper; HD = Hampshire Down; IF = Ile de France; SI = Santa Inés; TX = Texel. Médias na mesma coluna
seguida de letras diferentes (a,b,c,d) representam diferengas significativas (P<0,05) pelo teste de Duncan. 'Marai,

2007.
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Tabela 13. Comparagdes entre a temperatura retal e das regides corporais dos carneiros das

diferentes ragas no outono e no inverno.

TR' TR® | Tolh' Tolh’ | Tcern' Tcern® Tgar1 Tgar2 Tjoe1 Tjoe2
R’ 074 038 030 0,11 | 0,56 067 | 055 0,60 | 0,30 0,50
CV 094 149 | 3,7 74 6,7 122 | 65 143 | 63 11,6
Média 38,5 381 | 35 239 | 262 11,7 | 264 11,9 | 30,6 17,9
Raca  *%%  wwx | ns - Wt | wws dewk Wk wdw
BE  385"° 384" 359" 242°| 26" 11,3 |26,3™ 11,5"¢[29,8*" 20°
DR 382° 381%| 343° 235 | 273> 125" | 27,6° 12,5 | 31,2 17,8
HD  38,7° 38,7%|34.8™ 239" | 249° 10,5 | 25%¢ 10,5"°| 31,1* 18,5
IF 38,8°  38,1° | 34,6° 25 | 24,8  10,7° | 254 11,1°| 314" 18,8
SI 37,49 374°| 34° 232 | 298" 15,6 | 29,6 158" | 283" 138"
TX  393* 385" 36,2 238 | 243°  99° | 244" 10° | 31,7 198
val. 383- - - - - - - - - -
R. 39,9

"Outono e “Inverno; TR = temperatura retal; Tolh = temperatura externa do olho; Tcer = temperatura da cernelha;
Tgar = temperatura da garupa ¢ Tjoe = temperatura externa do joelho esquerdo. **P<0,01; ***P<0,001 ¢ ns = ndo
significativo; coeficiente de determinacio (R?); coeficiente de variagio (CV); média ( X );BE = Raca Bergamécia;
DR = Raca Dorper; HD = Raga Hampshire Down; IF = Raca Ile de France; SI = Raca Santa Inés; TX = Raga Texel.
Médias na mesma coluna seguida de letras diferentes (a,b,c,d) representam diferengas significativas (P<0,05) pelo
teste de Duncan. *Marai, 2007.

A Tjoe pode ser utilizada como uma medida aproximada para a producdo de calor por
estes animais ja que outro trabalho com a aplicacdo da termografia infravermelho (Montanholi
et al., 2008) demonstrou uma alta correlagio (r’=0.88; P<0.001) da temperatura do membro
anterior com a producao de calor em ruminantes, indicando esta regido como a mais apropriada
para predizer a producdo de calor. De acordo com os estudos de Van den Heuvel et al. (2004) as
extremidades corporais sdao reconhecidos como os principais locais de armazenamento e
producao de calor sendo responsavel pela explicacdo da melhor relagdo entre a producao de
calor e a curva de temperatura das patas ao longo do dia em compara¢do com outras medidas

termograficas (Montanholi et al., 2008).
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Tabela 14. Coeficiente de correlagdo entre a temperatura retal e alguns pontos corporais no outono

€ no inverno

TR Tolh Tcer Tgar
Tolh 0,31
Tcer 0,07 0,91
Tgar 0,09 0,90 0,99
Tjoe 0,38 0,92 0,85 0,86

TR = temperatura retal; Tolh = temperatura externa do olho; Tcer = temperatura da cernelha; Tgar = temperatura da
garupa e Tjoe = temperatura externa do joelho esquerdo.

A maior correlagdo verificada entre os pontos corporais e a temperatura retal foi o da
regido do joelho (Tjoe) demonstrando ser este o local mais apropriado para o estabelecimento
de uma estimativa da temperatura interna destas ragas de ovinos (machos reprodutores) criados

sob as condicoes climaticas do Distrito Federal.

Embora o valor do coeficiente de correlagao entre a TR e a Tolh (r = 0,31) estivesse
proximo do valor do coeficiente entre TR e Tjoe (r = 0,38), existem indicagdes de que no
cérebro de ovinos opera um sistema de resfriamento por contracorrente onde o sangue venoso
frio que retorna da cavidade nasal banha a rede carotidea contida em um seio cavernoso,
removendo calor do sangue arterial que flui para o circulo de Willis e entdo para o cérebro
(Randall et al., 2000). Esta informa¢do sugere que a regido do olho pode apresentar uma
oscilagdo de temperatura influenciada pelo resfriamento do cérebro, ndao sendo, portanto,

adequada para estimar a temperatura corporal interna de ovinos.

Ambos os coeficientes de autovetores associados as componentes principais do outono
(Figura 6), apresentam animais com alta TR e Tolh, mas baixos Tcer e Tgar, significando que o
aumento da TR ¢ acompanhado pelo aumento da Tolh. A reducdo da Tcer e Tgar pode
representar a termorregulacdo dos animais pela transpiragdo, reduzindo assim a temperatura

cutanea ou sendo reflexo da menor temperatura nas extremidades corporais.



58

Tolh &

TR ¢

Autovetor 2

@ Tjoe

-0.2 -
Tgar

2
-0.2 A

Leer

-0.3 -
Autovetor 1

Figura 6. Primeiros dois autovetores do outono para a temperatura retal (TR) e demais pontos
corporais nas diferentes ragas de ovinos criados na regido Centro-Oeste. Temperatura da
cernelha (Tcer), temperatura da garupa (Tgar), temperatura do olho esquerdo (Tolh) e

temperatura do joelho esquerdo (Tjoe).

No primeiro momento verifica-se na figura 7 (inverno) que o aumento da TR esta
associado ao aumento de Tjoe acompanhada de baixas Tcer e Tgar, demonstrando que a Tjoe
mesmo sendo uma regido com pouco isolamento térmico (pélo ou 13) € a que mais representa a
temperatura corporea central (TR), enquanto que as baixas Tcer e Tgar refletem a temperatura
externa da cobertura de 12 (independente da espessura), sendo, portanto, proxima da

temperatura ambiente.

No segundo momento observa-se que Tcer e Tgar mais altos foram acompanhados de
TR e Tjoe mais baixos. Neste caso quando a Tcern e Tgar aumentam, refletindo uma perda de

calor por transpiragdo cutanea, ocorre uma reducao de TR e Tjoe.
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Figura 7. Primeiros dois autovetores do inverno para a temperatura retal (TR) e demais pontos
corporais nas diferentes ragas de ovinos criados na regido Centro-Oeste. Temperatura da
cernelha (Tcer), temperatura da garupa (Tgar), temperatura do olho esquerdo (Tolh) e

temperatura do joelho esquerdo (Tjoe).

4 CONCLUSOES

As diferentes ragas carneiros, criados no Distrito Federal, apresentam diferengas na TR
e em alguns pontos do corpo (exceto Tolh), observadas também em diferentes €épocas do ano.
Sendo a temperatura retal considerada uma medida de temperatura central de animais, as
temperaturas de outras regides como, por exemplo, a temperatura do joelho, a temperatura da
cernelha, a temperatura da garupa e a temperatura do olho podem ser utilizadas como uma
alternativa para estimar a temperatura central e, consequentemente, as imagens termograficas
obtidas com cameras infravermelho podem ser utilizadas como um método adicional para o

monitoramento da termogénese e zoneamento térmico corporal de ovinos.
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CAPITULO 5

AVALIACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA QUANTIFICAR
PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO EM DIFERENTES RACAS DE CARNEIROS
CRIADOS SOB AS CONDICOES CLIMATICAS DO DISTRITO FEDERAL

RESUMO

As proteinas de choque térmico (HSP- heat shock protein) ou proteinas do estresse sao
conhecidas e classificadas de acordo com o seu peso molecular (70, 90, 110 Kd) e podem ser
encontradas em diversos organismos. Neste estudo, objetivou-se quantificar as concentracdes
séricas de HSP70 e a sua possivel correlacao com dados climaticos e temperatura retal em seis
diferentes racas de carneiros (n=18), criados sob as condi¢des climaticas do Distrito Federal.
Cada animal teve o sangue coletado em intervalos de duas horas entre as 6 horas e 50 minutos
e as 18 horas e 50 minutos, totalizando sete amostras/animal. Para a mensuracdo das
concentracoes de HSP70 foi utilizado o método imunoenzimatico (ELISA), testando-se
protocolos com e sem o procedimento de captura, aplicando testes com diferentes
concentragdes e diluigdes de dois anticorpos primarios e secundarios. De acordo com a
metodologia seguida, ndo foi possivel a deteccdo e/ou mensuragdo das concentragdes de
HSP70, provavelmente devido a sua reduzida concentragdo ou reacao cruzada dos anticorpos

com imunoglobulinas G (IgGs) presentes no soro de ovinos.

Palavras-chave: Elisa, HSP70; ovinos.
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ABSTRACT

The heat shock proteins (HSP) or stress proteins are known and classified according to their
molecular weight (70, 90, 110KD) and can be found in many organisms. This study aimed to
determine serum levels of HSP70 and their possible correlation with climatic data in six
different breeds of rams (n=18) reared under the climatic conditions of the Federal District.
Each animal had blood collected at intervals of two hours between 6:50 am and 18:50 pm
totaling seven samples/animal. To measure the levels of HSP70 the immunoassay method
(ELISA) was used, testing protocols with and without the capture procedure, applying tests
with different concentrations and dilutions of primary and secondary antibodies. It was not
possible to detect and / or measure the levels of HSP70, probably due to their low concentration
or cross-reactivity of antibodies with immunoglobulin G (IgG) in serum of sheep.

Keywords: Elisa, HSP70; sheep.
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1 INTRODUCAO

O primeiro modo conhecido para a inducao da formagdo das proteinas do estresse foi
por meio da exposicao ao calor, o que as tornou conhecidas também como proteinas do choque
térmico (Heat Shock Protein — HSP) (Lindquist & Craig, 1988). A utilizacdo da terminologia
“proteinas do estresse” na descri¢ao de eventos biologicos assume um carater genérico ja que
diversos estimulos induzem o mesmo mecanismo de defesa celular (Welch, 1993).

As proteinas de choque térmico pertencem a um grupo de proteinas altamente
conservadas e que representam entre 2% e 15% da proteina total presente nas células e
expressada por todos os organismos vivos (Morimoto et al., 1994)

As proteinas de choque térmico sao classificadas em familias e divididas de acordo com
o seu peso molecular (60, 70, 90 e 110KD) e pelo fato de serem encontradas em diversos
organismos sdo consideradas principais (Kiang & Tsokos, 1998). Os outros dois grupos sdo as
HSPs de baixo peso molecular (inferior a 20KD) e as HSPs secundarias, grupo ao qual pertence
a familia da HSP40, que tem importancia essencial para a regulagcdo génica da HSP70.

As HSPs sdo expressas constitutivamente em células ndo estressadas, mas além do
quadro de hipertermia, diversos estados de alteracdes homeostaticas podem desencadear uma
resposta heat shock de todas as células, como a exposi¢do a metais pesados, elevacao da
concentracdo de célcio, diminui¢do de glicose para fornecimento de energia para as células,
infecgdes virais e bacterianas, hipoxia, andlogos de aminoacidos, estresse oxidativo, presenca
de toxinas, ataques de radicais livres, exposi¢ao a luz ultravioleta e 0zonio (Schlesinger, 1986;
Bienz & Pelham, 1987; Welch, 1992; Yellon, Marber, 1994).

Estas proteinas sao também conhecidas como “chaperones” moleculares, um grupo de
proteinas originalmente definido por promover o agrupamento de proteinas de forma correta,
mas ndo pertencem ao componente final da estrutura funcional (Hendrick & Hartl, 1993; Hartl,
1996). As HSPs, atuando como "chaperones” celulares participam da sintese protéica e
transporte através de varios compartimentos celulares e existem indica¢des de que essas
proteinas de estresse tém a habilidade de modular a resposta imune celular (Moseley, 2000).

Em ovinos os genes de HSP70 ainda ndo estdo bem caracterizados mas, a presenga de
um gene de HSP70 na regido Ovar-Mhc (Ovine major histocompatibility complex) do

cromossomo 20 foi publicada (Dukkipati et al., 2006). A expressao protéica e mRNA de
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HSP70 foi verificada em células epiteliais de pulmdes (Kramer et al., 2002), miocardio
(Scharte et al., 2001), cérebro (Andrews & Matthews, 2000) e tecido do utero (Wu et al., 1996)
de ovinos.

A resposta rapida e transitoria de individuos submetidos a hipertermia, tanto em nivel
transcripcional quanto traducional, ¢ o mecanismo considerado o responsavel pela
sobrevivéncia das células durante a fase de estresse, segundo Burdon (1986). Das HSPs
existentes, a HSP70 € a que se encontra em maiores concentracdes em situacdes estressantes € a
aquisicdo de termotolerancia se relaciona com o aumento das concentragoes de HSP70 (Parsell
& Lindquist, 1995).

Parte da energia metabolizdvel usada para a produ¢@o de subprodutos de origem animal
(carne, leite, 13 e etc) ¢ direcionada para assegurar o equilibrio térmico sob condigdes
ambientais desconfortaveis, particularmente condigdes que estdo fora do limite da zona
termo-neutra do animal e, consequentemente, animais sob estresse térmico apresentam indices
de produtividade reduzidos (Patir & Upadhyay, 2010).

Considerando que o estresse térmico altera a produtividade de ovinos, o presente estudo
teve como objetivo disponibilizar informag¢des de como as diferentes racas de ovinos
respondem as condi¢des climaticas e ambientais do Distrito Federal, através da avaliagdo da
influéncia das condi¢des climaticas na adaptabilidade dos carneiros através da analise das

concentragdes de HSP70, durante 12 horas de um unico dia.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local do experimento

O presente estudo foi realizado no dia 04 de junho de 2010 no Campo Experimental
Sucupira de propriedade da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA/CENARGEN) e Hospital de grandes animais da Universidade de Brasilia,
localizados na cidade de Brasilia. O clima predominante da regido ¢ do tipo Aw de Koppen
(tropical chuvoso), com invernos secos, verdes chuvosos, altitude média de 1.100m e a

precipitagdo anual média de aproximadamente 1.493mm.
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2.2 Colheita de dados climaticos

A colheita de temperatura (TA) em graus Celsius (°C) e da umidade relativa do ar UR
em porcentagem (%) foi realizada em intervalos de 30 minutos através do uso de um

termohigrometro digital (TFA), das 6 horas e 50 minutos até 18 horas e 50 minutos.

2.3 Animais e manejo implementado

Foram utilizados 18 (dezoito) animais com idade média de 2,5 anos e de diferentes
procedéncias, exceto do Distrito Federal, sendo trés machos reprodutores de cada uma das seis
diferentes racas de ovinos: Santa Inés, Bergamaécia, Ile de France, Texel, Dorper e Hampshire
Down.

Os animais eram mantidos em um sistema semi-extensivo, em pasto de Andropogon
gayanus, recebendo suplemento concentrado (400g/animal/dia), sal mineral e 4gua a vontade,
sendo transferidos ao curral para colheita das amostras com 10 minutos de antecedéncia e logo

em seguida retornavam ao pasto.

2.4  Colheita de sangue para quantificacio de HSP70 sérica

Cada animal teve o sangue coletado em intervalos de duas horas entre as 6 horas e 50
minutos e as 18 horas e 50 minutos, totalizando sete amostras/animal. As amostras foram
mantidas em caixas térmicas com gelo seco e no final da colheita foram transferidas para o
Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterindrio da Universidade de Brasilia
(Hvet/UnB) onde foram processadas.

Um total de, aproximadamente, 2 mL de amostra de sangue/animal/amostragem foi
obtido por venopuntura jugular, utilizando-se tubos vacuolizados desprovidos de
anticoagulante. Apos a centrifugagio em centrifuga digital (Hermle® - Z326K) a
3.500rpm/1.300rcf durante 10 minutos a temperatura ambiente, o soro foi separado em
aliquotas de ImL para serem estocados em freezer a -6°C para posterior mensuragdo da

concentracao de HSP70 sérica.
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2.5 Reagentes e anticorpos

Para a realizacdo do ensaio imunoenzimatico (ELISA) foram utilizados os seguintes
anticorpos: anticorpo primario monoclonal - camundongo anti HSP70 - (Santa Cruz-SC-66048;
C92F3A-5), anticorpo primario policlonal — cabra anti HSP70 (Santa Cruz — SC - 1060),
anticorpo secundario bovino anti-IgG (imunoglobulina G) camundongo conjugado com
fosfatase alcalina (Santa Cruz-SC-2377) e anticorpo secundario coelho anti-IgG cabra
conjugado com fosfatase alcalina (Pierce — 31337). Para a constru¢do da curva padriao foi
utilizada a proteina HSP70 de calibracao (Assay Designs - NSP 555).

De acordo com o fabricante, os anticorpos primarios sdo especificos para a forma de
HSP70 induzivel e ndo apresenta reagao cruzada com a forma constitutiva HSC70.

O substrato utilizado para detectar a fosfatase alcalina foi o pNPP (p-nitrofenil fosfato)
(Sigma-Aldrich — S0942).

O tampao carbonato consistiu de 15 mM Na,COs, 35 mM NaHCO; e 3 mM NaNj. O
tampao fosfato salino (PBS) consistiu de 135 mM NaCl, 40 mM Na,HPO, — 2H,0, 1 mM
KH,PO4, 3 mM HCI e o tampao de fosfatase alcalina (APB) consistiu de 100mM NaCl,
100mM Tris-HCI (pH = 9,5) e SmM MgCl,.

A solugdo de lavagem (PBS/T) foi elaborada com PBS e 4gua destilada (1:9) com
adicao de 0,1% de polisorbato 20 (Tween 20, Sigma-Aldrich). A solu¢ao de bloqueio foi
preparada com leite bovino liofilizado (5%) diluido em PBST.

2.6  ELISA para detec¢io de HSP70

Todos os procedimentos para a deteccdo de HSP70 sérica foram realizados conforme o
descrito previamente por Njemini et al. (2003) com algumas modificagdes. A concentragao de
HSP70 no soro seria determinada pela comparacao da absorbancia de referéncia da proteina
HSP70 recombinante purificada com a absorbancia das amostras de soro, com uma margem de

deteccao variando de 0,2 a 0,001 pg/mL.

O processo de sensibilizagdo das placas foi realizado em triplicata, utilizando-se para o
revestimento a proteina HSP70 de calibragao (80ul; 0,0062ug/uL) diluida em 0,1M de tampao
carbonato (pH = 9,6) e o soro dos animais (80ul/poco).
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Ap0s incubacdo durante 1 hora e 30 minutos a 4°C, a placa revestida foi lavada seis
vezes com 100uL de PBS contendo 0,1% de Tween 20 (PBS/T) e os sitios de ligagdes
inespecificas foram bloqueados com 120uL de PBS/T contendo 5% de leite bovino (Itambé®)

por um periodo de 1 hora e 30 minutos.

Apods a lavagem (6 X), foi adicionado 80uL do anticorpo primario monoclonal -
camundongo anti HSP70 (diluido em PBS, 1:1000) e incubado por 1 hora e 30 minutos a
temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada (seis vezes) e adicionou-se 80uL de
anticorpo secundario bovino anti-IgG camundongo conjugado com fosfatase alcalina (diluido

em PBS, 1:5000) e incubado por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente.

Apos lavagem por 3 vezes com PBS/T e uma vez com APB, adicionou-se a cada pogo
da placa 80uL de solugdo reveladora (0,03g pNPP/15mL APB) e apds 10, 15 e 20 minutos as
leituras foram realizadas em um leitor de microplacas automatico (Biotek® — EL800) com

absorbancias de 405nm e 450nm, para a defini¢ao do tempo e absorbancia ideais.

Nesta etapa, seguindo o protocolo citado acima, com exce¢do dos pogos destinados a
construg¢do da curva padrao, realizou-se alguns controles (+/-) em duplicatas, com o mesmo
volume (po¢o) e anticorpos primario (camundongo anti - HSP70) e secundério (bovino anti —

IgG camundongo), sendo eles:

a) revestimento com soro e adicdo de anticorpos primario e secundario;

b) revestimento com soro e HSP70 (500ng) seguido de adi¢ao de anticorpos primario e
secundario;

¢) revestimento com apenas PBS com adicdo dos anticorpos priméario e secundario;

d) revestimento com HSP70 (500ng) e adi¢do somente do anticorpo secundario;

e) revestimento com soro e adicdo somente do anticorpo secundario;

f) revestimento com HSP70 (500ng), desprovido da etapa de bloqueio;

g) revestimento com soro, desprovido da etapa de bloqueio;

h) revestimento com soro e HSP70 (1,6pg/uL) com adi¢do dos anticorpos primario e

secundario.

O controle (h) realizado com a concentragdo maxima de HSP70 possuia o intuito de

verificar uma possivel competi¢ao dos anticorpos pelos constituintes do soro dos ovinos.
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2.7  ELISA de captura/sanduiche para detec¢io de HSP70

O procedimento realizado nesta etapa, para mensuragdo sérica de HSP70, também foi
baseado no trabalho de Njemini et al. (2003) com pequenas modificagdes. A concentragao de
HSP70 no soro seria determinada pela comparacao da absorbancia de referéncia da proteina
HSP70 recombinante purificada com a absorbancia das amostras de soro, com uma margem de
detec¢do variando de 0,2 a 0,001 pg/mL.

Inicialmente, a placa foi revestida em triplicatas com anticorpo priméario policlonal —
cabra anti HSP70 (100uL; 100pg/mL) diluido em PBS e, incubada durante toda a noite
(“overnight”) a 4°C.

Ap0s a incubagdo a placa foi lavada seis vezes com 120pL de PBS contendo 0,1% de
Tween 20 (PBS/T) e os sitios de ligagdes inespecificas foram bloqueados com 150uL de PBS/T

contendo 5% de leite bovino (Itamb¢) por um periodo de 1 hora e 30 minutos.

A placa foi lavada seis vezes e adicionou-se a HSP70 de calibragao (100uL;
0,0062pg/ul) diluida em 0,1M de tampao carbonato (pH = 9,6) e o soro dos animais
(100pul/poco), conforme o esbogo da placa (triplicatas), permanecendo incubada por mais 1

hora e 30 minutos.

Apods seis lavagens, adicionou-se 100uL de anticorpo primario monoclonal —
camundongo anti HSP70 (diluido em PBS, 1:1000) e incubou por 1 hora e trinta minutos a
temperatura ambiente. Lavou-se novamente seis vezes e adicionou 100uL de anticorpo
secundario bovino anti-IgG camundongo conjugado com fosfatase alcalina (diluido em PBS,

1:2500) e incubou por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente.

A placa foi lavada trés vezes com PBS/T e uma vez com APB, adicionou-se 100uL de
solucdo reveladora (0,03g pNPP/15mL APB) e apds 10, 15 e 20 minutos as leituras (leitor de
microplacas automatico) foram realizadas com absorbancias de 405nm e 450nm, para a

definicdo do tempo e absorbancia ideais.

Nesta placa, seguindo o protocolo mencionado acima, além da constru¢do da curva

padrdo, foram realizados alguns controles (+/-) em duplicatas com os mesmos anticorpos
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primarios (policlonal — cabra anti HSP70 e monoclonal - camundongo anti HSP70) e

secundario (bovino anti-IgG camundongo):

a) revestimento com 1° cabra, adicdo de soro, adi¢do de 1° camundongo e 2°
camundongo;

b) revestimento com 1° cabra, adi¢do de soro e HSP70 (500ng), adigao de 1°
camundongo e 2° camundongo;

¢) revestimento com 1° cabra, desprovido de soro, adicdo de 1° camundongo e 2°
camundongo;

d) revestimento com 1° cabra, adicdo de HSP70 (1,6pg/uLl), desprovido de 1°
camundongo e adi¢do de 2° camundongo;

e) revestimento com 1° cabra, adi¢do de soro, desprovido de 1° camundongo e adicao
de 2° camundongo;

f) revestimento com 1° cabra, adi¢do de soro, sem a fase de bloqueio e adi¢ao de 1°
camundongo e 2° camundongo;

g) revestimento com 1° cabra, adicdo de HSP70 (500ng), sem a fase de bloqueio e

adi¢do de 1° camundongo e 2° camundongo;

Estes mesmos controles foram repetidos utilizando-se para o revestimento o anticorpo
primario monoclonal - camundongo anti HSP70, seguidos da adi¢dao de primario policlonal —

cabra anti HSP70 e secundario coelho anti-IgG cabra.

Para averiguar a eficicia e adequado funcionamento dos anticorpos supracitados,
realizou-se um teste suplementar para deteccao de anticorpos denominado de immunoblot com
a utilizagdo de dois papéis filtro separados, ambos com deposi¢ao de 5 e 10uL. de HSP70 na
concentracdo maxima e testando o anticorpo com diferentes dilui¢des (1:500 e 1:1000). O

resultado do teste (ndo apresentado) confirmou a eficacia do referido anticorpo.

Durante a efetuagdo dos controles foram testadas diferentes concentracdes da proteina
de calibragdo para o revestimento dos pocos, como 50ng/80uL, 100ng/80uL, 200ng/80uL e
500ng/80uL. No caso dos anticorpos utilizados para a revelagdo, aplicaram-se diferentes

dilui¢des como 1:500, 1:1000, 1:2500 e 1:5000.
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Foram testados dois diferentes tipos de placas comercializadas (Nunc® e Greiner®) e
para garantir que as amostras congeladas (< 3 meses) ndo haviam sido degradadas devido a

acdo das proteases, foram repetidos alguns controles com soro fresco (< 2 horas apos colheita).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados referentes ao horario, temperatura ambiente (°C) e umidade relativa do ar
(%) durante o periodo de realizagdo do experimento, estdo apresentados na tabela 15.

Tabela 15. Hora de registro dos dados, temperatura ambiente (TA) e umidade relativa do ar

(UR) durante o dia quatro de junho de 2010

MATUTINO VESPERTINO
HORA TA(CC)  UR (%) HORA TA(C) UR (%)
06:50 16,3 68 12:20 25,8 57
07:20 16,4 77 12:50 26,3 55
07:50 16,7 78 13:50 27 50
08:20 17,3 80 14:20 28,1 42
08:50 18,3 79 14:50 - -
09:20 19,3 77 15:20 27.8 42
09:50 20,6 70 15:50 27,7 43
10:20 21,6 67 16:20 - -
10:50 23,1 62 16:50 26,7 46
11:20 23,9 62 17:20 24,7 50
11:50 24,8 60 17:50 22,2 56
18:20 21,1 58
18:50 20,8 60

Os resultados da construgdo da curva padrao e dos controles (+/-) do ELISA (405nm)
realizado sem o procedimento de captura ou sanduiche estdo apresentados na figura 8, na qual
se observa a curva de proteina HSP70, reflexo do decréscimo na concentragdo da mesma em

fun¢ao da diluigao, porém, ndo foi verificado o resultado esperado para os controles, sugerindo
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uma reduzida concentragdo de HSP70 nas amostras analisadas ou incapacidade de ligagcdo dos
anticorpos (a-HSP70) na HSP70 sérica, sob estas condigdes, uma vez que o ultimo controle
com soro ¢ HSP70 em sua concentracdo maxima (S+HSPméx.+C+a-C) resultou em um valor

de densidade 6tica desconsideravel.

R L B mypra HSPHC+oe-C
g mompra HS P+ C+oe-C
2400 Hourea HEPHC+o-C
R . B s HS PHC+o-C
a0 - mmurra HSP+HC4e-C
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oo ) D S+HS Pz +C 4 O
Curva padrio e coniroles

Densidade dtica(D. 0.)

Figura 8. Curva padrao construida com proteina HSP70 purificada - 0,51g/80uL e 1,6pug/uLlL
(HSP e HSPmaéx.), anticorpos primario camundongo (C) e secundario anti-IgG camundongo

(a-C) e controles (+/-) com uso de soro (S), PBS e sem a fase bloqueio (s/bloq.).

Os resultados do ELISA conforme o protocolo de captura ou sanduiche estdo
apresentados na figura 9. Embora os pontos iniciais da curva juntamente com a nona coluna
(verde, Cb+S+C+a-C) tenham sugerido que o processo de captura estivesse funcionando, ja
que apresentaram valores de D.O. aproximados, percebe-se na antepentltima coluna (azul
claro, Cb+S+a-C) que o anticorpo secundario anti-IgG camundongo provavelmente apresenta
uma reagdo cruzada com IgGs presente nas amostras de soro de ovinos ou com o anticorpo
primario de cabra, ja que apresentou um significativo valor de D.O. na décima primeira coluna

(preto), etapa esta desprovida de soro.
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Figura 9. Curva padrao construida com proteina HSP70 purificada - 0,5ug/80uL e 1,6pug/ulL
(HSP e HSPmax.), anticorpos primdrio cabra (Cb), camundongo (C) e secundario anti-IgG

camundongo (a-C) e controles (+/-) com soro ou sem (S ou s/S) e sem a fase bloq.

O fato de que o controle com adicdo de somente soro (coluna verde, Cb+S+C+a-C)
apresentou um valor de D.O. superior ao controle com adi¢do de soro e HSP70 ( coluna
vermelha, Cb+S+HSP+C+a-C), evidenciando uma competi¢cao dos anticorpos empregados por
sitios de ligacdo inespecificos.

A tentativa de confeccdo de uma nova curva padrio seguindo o esbogo
C+HSP+Cb+a-Cb e Cb+HSP+C+a-C, novamente nao surtiu os resultados esperados.

Optou-se, entdo, por uma constru¢do de curva padrdo sem o processo de captura
(HSP+Cb+a-Cb), uma tentativa de construgdo de uma curva a partir da dilui¢do seriada do soro
(1:2) com o procedimento de captura (C+S+Cb+a-Cb) e, por fim, foi repetido o controle
seguindo a metodologia de captura ou sanduiche adicionando-se soro e retirando-se o anticorpo

secundario (a-Cb), resultados estes apresentados na figura 10.
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Figura 10. Curva padrdo construida com proteina HSP70 purificada - 0,5ug/80ul. (HSP),
anticorpos primario cabra (Cb), camundongo (C) e secundario anti-IgG cabra (a-Cb), curva

com diluigdo seriada do soro e controle com soro.

Na figura 10 observa-se que ambas as curvas responderam conforme o esperado, porém,
o controle (C+S+a-Cb) mostrou novamente alguma interferéncia na propriedade ligante dos
anticorpos, como ja mencionado, uma reagdo cruzada entre o anticorpo secundario (a-Cb) e
IgGs provenientes do soro ou, possivelmente, a concentragdo sérica de HSP70 foi

suficientemente reduzida tornando-a incapaz de ligar-se aos anticorpos.

4 CONCLUSOES

O protocolo de ensaio, com ou sem o procedimento de captura ou sanduiche, ndo
detectou e ndo quantificou a concentracao sérica de HSP70 em ovinos. Sugere-se a realizagao
de um tratamento prévio das amostras, submetendo-as a uma coluna de cromatografia de
afinidade de proteina G com o intuito de retirar as IgGs e repeticao dos ensaios (ELISA) com a
amostra resultante, ou seja, o flow through.

Alternativamente, podera ser realizada uma mensuragdo por meio da técnica de reagdo

em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-RT).
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CONCLUSAO GERAL

CONTRIBUICOES, IMPACTOS ESPERADOS, EVENTUAIS IMPLICACOES
E IMPORTANCIA PARA O DISTRITO FEDERAL.

O estudo revelou uma maior adaptacdo da raga Santa Inés ao clima da regido,
confirmando sua maior resisténcia as elevadas temperaturas conferidas em paises de climas
tropicais comparados aos de regides de clima temperado. Foi possivel identificar por meio dos
parametros avaliados uma dificuldade adaptativa de racas exoticas, introduzidas nas ultimas
décadas, sem um adequado e necessario monitoramento prévio das respostas fisiologicas das
referidas ragas quando foram submetidas as caracteristicas climaticas e ambientais da regido,
resultando, provavelmente, em indices de produtividade inferiores aos atingidos em seus
respectivos paises de origem.

A preocupagdo com o futuro do consumo interno e exportacdes para 0s paises
consumidores mais exigentes, como a Comunidade Econdmica Européia, nos conduz a
comercializagdo de produtos que atendam aos requisitos minimos de Saude Publica e de
bem-estar animal, e também a emissdo de certificados de qualidade que nos permitam o
rastreamento dos produtos até a sua origem. Este estudo pode contribuir fornecendo subsidios
aos produtores de ragas exdticas ja estabelecidos e auxiliando aos que se encontram em fase de

implantagao resultando em maiores niveis de produtividade e rentabilidade do setor.
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