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1 CAPITULO I: REFERENCIAL TEORICO

1.1 ESTRESSE TERMICO EM BOVINOS LEITEIROS

O clima é um dos componentes ambientais que exerce efeito mais pronunciado
sobre o0 bem-estar animal e, por consequéncia, sobre a producdo e produtividade, sendo,
portanto, fator regulador ou mesmo limitador da exploragcdo animal para fins econd6micos
(PEREIRA, 2005).

Aproximadamente 64% do rebanho bovino mundial sdo criados em regides
tropicais e 2/3 do territorio brasileiro estdo situados na regido tropical, onde ha
predominancia de temperaturas elevadas, consequentes da alta incidéncia de radiagéo solar.
(AZEVEDO et al., 2005).

Estima-se que elevadas temperaturas causem severas perdas econdmicas em
aproximadamente 60% das fazendas leiteiras no mundo. Assim, comercialmente, o
rebanho bovino do Brasil é o segundo maior do mundo, porém, a produtividade média é
considerada uma das mais baixas (KOEHLER, 2000). O expressivo rebanho nordestino
formado por 29,5 milhdes de bovinos (IBGE, 2011) também apresenta baixos indices de
produtividade.

Observa-se que a interacdo animal e ambiente deve ser considerada na busca de
maior eficiéncia na exploracdo pecuaria porque as diferentes respostas do animal as
peculiaridades de cada regido sao determinantes para o sucesso da atividade pecuaria. Uma
das formas de verificar o efeito das condi¢cGes ambientais sobre os animais é através da
avaliacdo da temperatura ambiental. O conhecimento das respostas ou adaptacoes
fisioldgicas dos animais relacionados ao ambiente térmico permite promover a alteracédo de
manejo, da nutri¢do, instalaces e equipamentos, objetivando a maximizacgdo da atividade.

Na temperatura de conforto se torna dispensavel qualquer atividade metabélica por
parte do animal para aquecer ou esfriar o corpo e 0 metabolismo animal € minimo. E na
zona de neutralidade térmica ou termoneutralidade, a producdo e a perda de calor no
animal estdo em equilibrio. (RANDALL et al., 2000).

Esta zona de conforto térmico ou termoneutralidade é limitada pela temperatura
critica superior (TCS) e temperatura critica inferior (TCI), sendo que abaixo da TCI os
animais sofrem estresse pelo frio e acima da TCS sofrem estresse pelo calor (MARTELLO
2006).
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No estresse caldrico, a forca exercida pelos componentes do ambiente térmico
sobre 0 organismo causa nele uma reacdo fisioldgica proporcional & intensidade da forca
aplicada e a capacidade do organismo em compensar 0s desvios causados por essa forca.
(COLUMBIANO, 2007).

Observa-se que nos tropicos ocorre um problema na adaptacdo de racas leiteiras de
origem européia ao clima, que por sua alta produtividade sofrem com problemas
fisiolégicos e comportamentais causados pelo estresse térmico, diminuindo sua producéo
(SILVA et al., 2002).

Altas temperaturas do ar, altas umidades e intensa radiacdo solar sdo responsaveis
pela diminuicdo na producéo de leite de vacas de média e alta produ¢do. (BACCARI JR.,
2001; AGUIAR et al., 2003). Devido principalmente a inibicdo, pelo calor, do centro do
apetite localizado no hipotalamo, resultante da hipertermia corporal, que pode resultar em
um decréscimo de 17% na producéo de leite de vacas de 15 kg de leite. dia* e de 22% em
vacas de 40 kg. dia:. (PORCIONATTO et al., 2009).

Para bovinos da raca Holandesa, os limites térmicos ambientais da zona de conforto
variam de —1°C a 21°C, e o de termoneutralidade situa-se em 27°C e o limite de umidade
relativa ideal para animais domésticos varia de 60 a 70% (MULLER, 1989).

A referéncia fisiol6gica, com mensuracdo da temperatura retal, para bovinos
leiteiros, varia de 38,0°C a 39,3°C. Em animais acomodados em local cuja temperatura
ambiente estiver acima da zona de conforto térmico serd gasta energia para manutencao da
temperatura corporal. Serdo diminuidas as perdas de calor sensiveis através da pele
(radiacdo, conducdo e convecgao) e aumentados o resfriamento por evaporacdo, sudorese,
ofegacédo ou ambos. (ROBINSON, 2004).

Em condicBes de estresse térmico 0s animais acionam mecanismos adaptativos que
implicam diretamente em mudancas na taxa metabdlica, temperatura corporal, frequéncias
respiratdria e cardiaca, além de alteracGes de metabdlitos sanguineos. Estas mudancgas, que
ocorrem para promover a adaptacdo do organismo ao meio, geralmente implicam em
perdas na produtividade (COSTA, 2000).

Nos tropicos a principal causa de estresse calérico nos bovinos € a radiacdo, porque
ela age diretamente sobre o animal e interfere no ambiente, pois altera a temperatura e a
umidade do ar (SILVA JR, 2001). A construgdo de abrigos com sombreamento busca

diminuir o efeito negativo da radiacdo solar nos animais, e o grau de importancia da
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sombra varia de acordo e sua eficiéncia e com o microclima do local. (BAETA e SOUZA,
2010).
1.2 CITOGENETICA E CITOTOXICIDADE EM BOVINOS

O estresse térmico é capaz de alterar a fisiologia e o desempenho produtivo dos
animais, com 0 aumento da temperatura ocasionando desconforto geral do animal e
determinando consequéncias adversas da fungéo celular. (GRUNERT et al., 2005).

Na pecuaria brasileira, existem iniciativas que visam avaliar a integridade do
material genético. Os bovideos domésticos sdo formados pelas subfamilias Bovinae e
Caprinae (MATTHEE e DAVIS, 2001). O gado e animais relacionados estdo incluidos na
subfamilia Bovinae. Wurster e Benirschke (1968) publicaram o primeiro estudo seminal
sobre a evolucdo do cariétipo de bovideos. Estes autores estudaram o numero dipléide
(nimero de cromossomos = 2n) e o de bragos cromossdémicos (nimero fundamental = FN)
em 50 espécies diferentes, demonstrando que, enquanto o0 2n varia entre as espécies de 38-
60, e 0 FN varia entre 58 a 62.

O esclarecimento completo da morfologia cromossdmica de Bos taurus taurus
formado por um ndmero diploide (2n=60) com 29 pares de cromossomos autossémicos
acrocéntricos (Figura 1) de tamanho desigual e com o par sexual submetacéntrico foi
consolidado em trés artigos que utilizaram, sucessivamente: células de medula 6ssea
(GIMENEZ-MARTINS e LOPES-SAEZ, 1962), cultivo de fibroblastos (SASAKI e
MAKINO, 1962) e linfécitos (CROSSLEY e CLARKE, 1962).

i

Figura 1. Fotografia ilustrativa de cromossomos acrocéntricos. Fonte: Autor 2013.

Posteriormente foi observado que através do estudo dos pares sexuais, é possivel
diferenciar Zebuinos e Taurinos: o cromossomo X é submetacéntrico, sendo um dos
maiores cromossomos nas duas subespécies, enquanto que 0 Y € acrocéntrico nos zebuinos
(Bos taurus indicus) e submetacéntrico nos taurinos (Bos taurus taurus), sendo um dos

menores cromossomos do conjunto cromossdmico. (LUNA, 2012) (Figura 2).
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g A
Xy Xy
Figura 2. Fotografia de cromossomos sexuais de taurinos e zebuinos, respectivamente. Fonte.
Autor. 2013.

As anomalias cromossdmicas mais frequentes na evolucdo cromossomica de
bovinos sdo as alteragdes estruturais do tipo fusdo céntrica ou translocacdo robertsoniana,
onde ocorre a fusdo de dois cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos ndo homologos
através dos seus centrdmeros. (BUCKLAND e EVANS, 1978; GALLAGHER e
WOMACK, 1992; GALLAGHER et al. 1994, 1999).

As mutagdes cromossdmicas Nnos Cromossomos sexuais, como aneuploidias podem
gerar subdesenvolvimento do trato reprodutivo ou como o quimerismo cromossémico que
pode gerar animais intersexo. (MCFEELEY, 1990; LONG, 1990).

Pires et al (2010) realizaram um estudo citogenético em 121 animais bovinos da
raca Pardo-Suica provenientes do rebanho do Instituto de Zootecnia da Secretaria da
Agricultura (APTA), em Nova Odessa — SP e confirmaram o namero diploide tipico dos
bovinos (2n=60), com a constituicdo 60, XX para as fémeas e 60, XY para 0s machos.
Entretanto, em seis animais nascidos de partos gemelares heterossexuais (trés fémeas e trés
machos) foram observados quimerismo, isto é, células com 60, XX/ 60, XY no mesmo
animal.

Tais mutacdes podem gerar diminuicdo da fertilidade devido a producdo de
gametas geneticamente desequilibrados, que, ao participar de fertilizacdo podem levar a
morte embrionéria, abortos ou animais inviaveis. As anormalidades cromossémicas mais
frequentemente relatadas em bovinos sdo a Translocagdo Robertsoniana 1/29, e o
quimerismo sexual XX /XY (Freemartinismo). (CORREDOR-CAMARGO e JIMENEZ-
ROBAYO, 2005).

Por esta razdo, € necessario manter os animais reprodutores em controle
citogenético, pois as aberracfes podem ser herdadas rapidamente. Assim é muito
importante o papel da citogenética para o melhoramento genético do gado. (NICOLAE,
2007).



13

Além disso, 0s organismos vivos estdo frequentemente expostos a agentes
ambientais quimicos ou fisicos que podem induzir modificacfes tanto ao nivel celular
quanto molecular. Essas lesdes sdo prejudiciais as células, uma vez que afetam processos
vitais como a duplicacdo e a transcricdo génica. As alteracbes podem também causar
mutacOes e aberracbes cromossOmicas, fendbmeno esse que pode levar a processos
cancerosos e a morte celular. (COSTA e MENK, 2000).
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RESUMO
Com a realizacdo deste trabalho procurou-se avaliar o efeito do estresse térmico de
vacas holandesas criadas no semiarido nordestino em condicdo de luz solar incidente
(grupo 1) sombreamento artificial (grupo 2) através da analise do efeito de variaveis
ambientais, temperatura do ar (Tar), umidade relativa (Ur) e temperatura de globo negro
(Tgn); fisioldgicas, frequéncia respiratdria (FR, movimentos/minuto), temperatura retal
(TR, °C) e de superficie corpérea (TS, °C)e variaveis citogenéticas: indice mitético
(IM) e numero de cromossomos (NC). As condicbes ambientais verificadas
caracterizaram um ambiente de estresse térmico para os animais. Os parametros
fisiolégicos mensurados apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos
experimentais, mais elevadas nos animais expostos ao sol em comparagdo aos animais
confinados em sombra. As médias da frequéncia respiratéria foram elevadas, mas os
valores de temperatura retal se encontraram dentro da faixa de normalidade para
animais leiteiros. O indice mitético dos animais expostos ao sol indicaram
citotoxicidade em relagdo aos animais da sombra, enquanto que o ndmero de
cromossomos ndo indicou diferencas estatisticas entre os ambientes. O cariétipo modal
obtido dos animais expostos ao sol e a sombra é compativel com os dados de bovinos
normais (2n=60). Nas vacas holandesas estudadas apesar de ter sido identificado
estresse térmico apenas foi observado aumento da citotoxicidade nos animais expostos
ao sol, todos os outros parametros se encontraram dentro da normalidade, indicando alto

grau de adaptacdo ao ambiente.

Palavras-chaves: Bovinos, Semiarido, Estresse Térmico.
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ABSTRACT

With this work we intended to evaluate the effect of heat stress in dairy cows raised in
semiarid northeast on condition of incident sunlight (group 1) shading (group 2) by
analyzing the effect of environmental variables: air temperature (Tar) , relative humidity
(RH) and black globe temperature (BGT); physiological: respiratory rate (RR, breaths /
min) , rectal temperature (RT, © C ) and body surface (BS , °© C) and cytogenetic
variables: mitotic index (MI) and chromosome number (CN). Environmental conditions
on an environment characterized thermal stress to the animals. The measured
physiological parameters showed significant differences between higher experimental
groups in animals exposed to the sun as compared to animals confined in shadow. The
mean respiratory rates were high, but the values of rectal temperature were within the
normal range for dairy animals. The mitotic index of animals exposed to the sun showed
cytotoxicity towards animals shadow, while the number of chromosomes indicated no
statistical differences between the environments. The modal karyotype obtained from
animals exposed to the sun and the shade is compatible with data from normal cattle (2n
= 60). In spite of Holstein cows studied heat stress have been identified only increased
cytotoxicity was observed in animals exposed to the sun , all other parameters were

within normal limits, indicating a high degree of adaptation to the environment .

Key-words: Catle, Semiarid, Thermal Stress
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura leiteira se desenvolveu em regifes temperadas, mas
aproximadamente 64% do rebanho bovino mundial sdo criados em regides tropicais. No
Brasil dois tercos do territdrio esta situado na regido tropical, onde ha predominancia de
temperaturas elevadas devido a alta incidéncia de radiacdo solar; (AZEVEDO et al.,
2005).

Segundo a Pesquisa Pecuaria Municipal do IBGE em 2012, a producdo de leite
no Brasil cresceu 75,3% no periodo compreendido entre os anos de 1990 e 2006
passando de um volume total de 14,5 bilhdes para 25,4 bilhGes de litros/ano. O Brasil
apresenta a 5% posicdo no cenario mundial de producdo de leite. No entanto essa
colocacdo se deve ao grande numero de animais ordenhados e ndo a produtividade
individual dos animais; (JUNIOR & SANTOS, 2013a). Em relacio & regido nordeste,
no periodo de 1990 a 2010, analisando-se os indices: numero de vacas ordenhadas,
quantidade de litros de leite produzidos por ano, quantidade de litros de leite por vaca
por ano e a producdo de leite por vaca por dia de lactacdo (300 dias de lactagéo) foi
observado um aumento de produtividade de apenas 900 mL de leite ficando na frente
apenas da regido norte com 800 mL; (JUNIOR & SANTOS, 2013b).

O bem estar e 0 desempenho produtivo dos animais séo alterados de acordo com
as condicOes ambientais. Altas temperaturas do ar, sobretudo quando associadas a altas
umidades e intensa radiacdo solar sdo responsaveis pela diminuicdo na producéo de leite
de vacas de média e alta producédo; (BACCARI, 2001; AGUIAR & BACCARI, 2003).

A atividade termorregulatoria necessaria para 0s animais homeotérmicos
manterem em equilibrio suas temperaturas corporais aumenta com a alteracdo das

condicbes ambientais de temperatura para os limites extremos. Em condigdes
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moderadas de temperatura a producéo e a perda de calor estdo em equilibrio. Essa faixa
é chamada de zona de neutralidade térmica. Dentre desta zona reside encontra-se a
temperatura de conforto que ocorre quando se torna dispensavel qualquer atividade
metabolica por parte do animal para aquecer ou esfriar o corpo e 0 metabolismo animal
é minimo; (RANDALL et al., 2000).

A zona de neutralidade térmica varia de acordo com a taxa metabolica de cada
animal, a vaca leiteira que possui uma alta producdo leiteira, produz uma grande
quantidade de calor metabdlico fazendo com que sua zona de neutralidade térmica seja
baixa: entre 4°C e 15°C; (ROBINSON, 2004). Em temperaturas acima destes valores o
animal encontra-se em estresse térmico.

O estresse ambiental, fisiologico ou psicologico altera a homeostase animal
desencadeando mudancas nas rotas metabolicas que compdem a dindmica fisioldgica;
(ARANTES et al., 2013). Observa-se deste modo que a interacdo animal e ambiente
deve ser considerada na busca de maior eficiéncia na exploracdo pecuéria porque as
diferentes respostas dos animais as peculiaridades de cada regido sdo determinantes para
0 sucesso da atividade pecuaria; (NEIVA et al., 2004).

Uma das formas de verificar o efeito das condi¢cdes ambientais sobre os animais
¢ através da avaliacdo da temperatura ambiental. O conhecimento das respostas ou
adaptacdes fisioldgicas dos animais relacionados ao ambiente térmico permite promover
a alteracdo de manejo, da nutrigdo, instalagdes e equipamentos, objetivando a
maximizacao da atividade.

Segundo Costa e Silva et al. (2010), quando um animal € mantido em ambiente

inadequado, os diversos constituintes do meio, isolados ou combinados entre si, atuam
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sobre o organismo, desencadeando uma série de reacdes adaptativas ndo especificas,
promovendo mudancas na fisiologia e no comportamento desse animal.

Fisiologicamente os animais reagem diferentemente a exposi¢des frequentes de
radiacdo solar, dentre outros fatores ambientais alterando o comportamento e a
produtividade dos mesmos, além de sofrerem mudancas em varios parametros
fisioldgicos; (DELFINO et al. 2012).

Em condicbes de estresse térmico 0s animais acionam mecanismos adaptativos
que implicam diretamente em mudancas na taxa metabolica, temperatura corporal,
frequéncias respiratéria e cardiaca, além de alteracdes de metabdlitos sanguineos.

Dentre esses fatores fisiologicos, encontram-se 0s parametros hematolégicos,
que podem ser citados como importante ferramenta para avaliar tanto o estado de saude
do animal como o grau de estresse térmico ao qual ele estd sendo submetido;
(ROBERTO et al. 2010).

O estresse térmico é capaz de alterar a fisiologia e 0 desempenho produtivo dos
animais, com o aumento da temperatura ocasionando desconforto geral do animal e
determinando consequéncias adversas da fungéo celular; (GRUNERT et al., 2005).

As respostas celulares ao estresse térmico tém sido estudadas desde o artigo
inicial sobre a alteracdo do padrdo de formagdo dos cromossdmicos plumosos
localizados nas glandulas salivares de Drosophila busckii expostas ao aumento de
temperatura; (RITOSSA, 1962). As proteinas codificadas por estes genes ficaram
conhecidas como proteinas de choque térmico (heat shock proteins = hsp);
(TISSIERES, et al., 1974). Estas proteinas permitem as células adaptarem-se a
variacOes graduais no seu ambiente. Além de atuarem na regulagdo da apoptose e no

mecanismo intracelular de enovelamento das proteinas; (MORIMOTO, et al., 1994).
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As proteinas de choque térmico hsp sdo classificadas de acordo com 0 seu peso
molecular, cada tipo de proteina tem um mecanismo unico de acdo. No gado ja foram
identificados quatro genes que codificam a hsp70. Dois localizados no cromossomo 23
(hsp70-1 e hsp70-2), um no cromossomo 10 (hsp70-3) e um no cromossomo 3 (hsp70-
4); (GROSZ, et al., 1992; GALLAGHER et al., 1993).

Os cromossomos sdao um dos melhores materiais biolégicos para analisar 0s
danos causados por exposicdo natural ou in vitro a agentes mutagénicos ambientais.
Uma grande variedade de agentes fisicos e quimicos podem causar danos aos
cromossomos. No nivel microscépico estes danos podem ser visualizados com quebras
cromossémicas, quebras cromatidicas, lacunas e fragmentos cromossémicos que podem
afetar a vida de uma Unica célula ou originar danos no nivel do DNA. A alta frequéncia
destes danos cromossémicos possibilita a mutacdo no nivel somatico ou meidtico;
(IANNUZZI, 2007).

As modificagdes celulares associadas ao choque térmico podem causar as
alteracOes na estrutura do fuso meiético devido ao aumento da temperatura que podem
acarretar condensacdo prematura de cromossomos e formacdo de micronicleos;
(SWANSON et al., 1995) ou desajuste do fuso mitético e ocorréncia de poliploidias
(VIDAIR et al., 1993).

Este trabalho, portanto, estudou o efeito de variaveis ambientais, fisioldgicas e
citogenéticas em vacas holandesas em regime de confinamento com exposi¢do continua

ao sol e a sombra no semiarido nordestino.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCAL DE EXECUCAO DO EXPERIMENTO

Os experimentos com os animais foram conduzidos no Setor Didatico de
Bovinocultura Leiteira (5° 12 32.03”’ de latitude e 37° 18” 59.38>" de longitude), e a
analise citogenética foi desenvolvida no Laboratério de Genética e Evolugdo
(LAGENE), setores do Departamento de Ciéncias Animais (DCAN) da Universidade

Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA, durante os meses de julho a agosto de 2012.

2.2 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizadas 10 fémeas bovinas ndo puras da raca Holandesa Branca e Preta
com variacdo de cor de pelagem normal da raca (Figura 3). Os animais foram
alimentados com volumoso, sal mineral e agua ad libitum e racdo comercial

concentrada no cocho.

Figura 3. Fotografia de fémeas bovinas da raga Holandesa Branca e Preta ndo puras
utilizadas no experimento demonstrando a variagdo normal da cor da
pelagem. Fonte. Autor. 2013.
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Para a realizacdo do periodo experimental foi utilizado 20 dias iniciais para
adaptacdo dos animais aos ambientes experimentais. Em seguida, foram formados dois
grupos experimentais, diferentes entre si, pela forma de confinamento, em regime de
exposicdo ao sol (G1) ou a sombra (G2) continuamente durante o experimento.

O grupo G1 composto por cinco vacas, com idade entre 2 a 5 anos, que foram
mantidas em um piquete de tamanho 100mx50m, totalmente descoberto, sem cobertura
ou arvores, inclusive os cochos, com luz solar incidente durante todo o dia. O grupo G2
foi composto por cinco vacas, com idade entre 4 a 6 anos, que foram mantidas em
estabulos individuais com sombreamento artificial (telhas e tela sombrite com fator de
sombreamento de 70%). Além de uso de aspersores entre 11h e 14h e livre espacgo para
circulacdo de ar. As baias tinham dimens6es 4,04 m X 2,85 m. com a altura da parede
de 1,58 m e a altura restante até o teto de 2,23 m perfazendo uma altura total de 3,81m.

(Figura 4).

2.3 ANALISE DAS VARIAVEIS AMBIENTAIS E FISIOLOGICAS

Para as analises ambientais foram avaliadas a temperatura do ar (tAr, °C ),
umidade relativa do ar (UR, %) e temperatura de globo negro (Tg, °C). Para as
analises fisioldgicas foram avaliadas a frequéncia respiratoria (Fr, movimentos
respiratorios/ minuto), temperatura retal (Tr, °C) e temperatura de superficie corporal,
(Ts °C).

As varidveis ambientais foram medidas com o auxilio de um anemémetro
climatico, e as fisiolégicas com um termbémetro digital clinico, para a temperatura retal
e um termémetro digital com infravermelho para a temperatura de superficie corporal.

Esta ultima foi tomada em trés pontos do corpo do animal, pescoco, dorso e garupa.
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Para as andlises desta variavel foi utilizada a média dos trés pontos por animal em
ambos ambientes experimentais.

Estes dados foram aferidos nos animais através de avaliacGes consecutivas a
cada hora, das 9 as 15 horas de todos estes parametros fisiologicos e ambientais em
ambos ambientes experimentais, durante nove dias consecutivos ap6s o término do

periodo de adaptacéo.

2.4  ANALISE DAS VARIAVEIS CITOGENETICAS

2.4.1 Coleta do sangue e cultivo de células sanguineas para analise citogenética

De acordo com a aprovacgdo no comité de ética foram coletadas amostras, apos
assepsia do local com élcool iodado, de quatro ml de sangue venoso ou arterial de
todas as vacas analisadas através de puncdo da veia jugular utilizando o sistema de
tubos de coleta a vacuo, com anticoagulante heparina sodica.

As celulas sanguineas foram cultivadas em cultura celular em meio RPMI 1640
mais soro bovino fetal segundo a técnica de Rocha e Jorge (1989). Em cada tubo de
centrifuga estéril foi colocado quatro ml de meio de cultura e cinco a seis gotas de

sangue periférico, que foi cultivado por 72 horas.
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201  Figura 4. Fotografia dos ambientes experimentais onde as fémeas bovinas ndo puras da

202 raca Holandesa Branca e Preta ficaram durante o experimento. (a). Ambiente
203 do grupo 1 (sol), na época do experimento o cocho estava sem telhas,
204 totalmente descoberto e b(). ambiente do grupo 2 (sombra). Fonte. Autor.
205 2013.
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2.4.2 Preparacdo das ldaminas de microscopia

Ap0s 72 horas do cultivo os tubos foram retirados da estufa e foram adicionadas
duas gotas de colchicina a 0,025% com pipeta Pasteur descartavel, em cada um. Apds
45 minutos os tubos foram centrifugados por 10 minutos na velocidade de 1200 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e foram adicionados sete ml de solucdo hipotonica (0,075
M de cloreto de potassio), homogeneizando-os e colocados na estufa a 37 °C por 15
min. Foram acrescentados 10 ml do fixador metanol/acido acético (3:1),
homogeneizando e centrifugando as amostras por 10 min. com retirada do sobrenadante
seguida de fixacdo. Este processo foi repetido por trés vezes. Apos a Ultima lavagem, o
material no tubo foi homogeneizado e duas gotas foram lancadas em laminas de
microscopia limpas e postas para secar ao ar. Em seguidas as laminas foram coradas
com solucdo de Giemsa na proporcéo de 1:30 por sete min. e depois, lavadas em agua

destilada e colocadas para secar ao ar.

2.4.3 Andlise das laminas

As laminas foram analisadas ao microscépio éptico para a contagem das células
e estabelecimento do nimero diploide (2n). Foram contadas cerca de 20 células por
animal. As metafases com melhor definicdo e com os cromossomos mais espalhados e
com poucas sobreposicbes foram fotografadas em microscépio acoplado a camera
digital em objetiva de imersdo com aumento da imagem de 1000x. As fotos dos
cromossomos foram trabalhadas no programa Gimpshop 2.2.8 para correcdo de
contraste e densidade e para montagem do cariotipo de acordo com a morfologia e o
tamanho dos cromossomos. Também foi realizada a contagem das celulas em metafase

para estabelecimento do indice mitotico (numero de células em metafase dividido pelo
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numero de células totais vezes 100). Este indice quando apresenta um valor baixo é um
indicador de citotoxicidade celular. Para analise deste parametro foram contadas 1.000

células por animal.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dois tratamentos
e cinco repeticdes. Foram realizadas com o auxilio do programa Bioestat 5.0 as analises
estatisticas descritivas das varidveis ambientais e fisiologicas; o teste U de Mann-
Withney para a comparacdo das distribui¢cbes (média, mediana e desvio padréao) e o teste
F para comparacdo das variancias entre os animais dos grupos de sol e sombra com

nivel de significancia de 0,05.
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3.1 VARIAVEIS AMBIENTAIS
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De acordo com os valores das variaveis ambientais correspondentes as médias

registradas, foi observada que a elevada temperatura do ar, com pronunciada diferenca

de temperatura entre o grupo da sombra e o grupo do sol caracterizou um ambiente de

estresse térmico para os animais (Tabela 1).

Tabela 1 Variacdo das distribuicGes gerais para as variaveis meteorologicas analisadas

nos ambientes durante o periodo experimental.

Variaveis Grupo Media Desvio padréo
18 30,386 +1,5502
Tar
2° 32,091 +2,2481
18 57,354 +6,6288
UR
2P 50,711 +8,1739
18 37,111 +4,9448
TGsol
2P 42,403 +4,6603
12 31,603 +1,3301
TGsombra
2P 33,477 +2,0267

As distribuicOes seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo
teste de Mann-Withney a 5% de significancia. Tar- temperatura do ar; UR- Umidade
relativa do ar; TGsol -temperatura de globo negro ao sol (°C) e TGsombra -
temperatura do globo negro a sombra (°C). Grupo 1 = animais no sol e Grupo 2 =

animais estabulados a sombra.

Observa-se que a temperatura média ambiental tanto no sol quanto na sombra foi

superior a temperatura de 26°C, considerada limite critico para a ocorréncia de estresse
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por calor em vacas da raca holandesa (BERMAN et al. 1985). Em vacas leiteiras, a
temperatura ambiente € um importante fator determinante para o seu desempenho
reprodutivo. Existe grande variacdo na literatura sobre as temperaturas critica superior
(TCS) e inferior (TCI), que delimitam a faixa de termoneutralidade, pois o conforto
térmico também depende da umidade relativa do ar, da adaptacdo do animal ao
ambiente e de seu nivel metabdlico, que passa pelos niveis nutricionais e de producgéo
(NASCIMENTO et al. 2013).

Passini et al. (2009) relatam que animais se encontram em conforto térmico com
a média da umidade relativa do ar em 62% e apresentam estresse calérico com média de
58%, indicando que, neste presente estudo, as vacas estdo em estresse térmico, pois a
média da umidade relativa do ar foi inferior a estes valores (57,35 no sol e 50,71 na
sombra).

Para Marcheto et al. (2002) os investimentos em ambiéncia devem levar em
conta os dados de clima local, pois estes autores avaliando o efeito da temperatura de
bulbo seco (TBS), globo negro (GN) e indices de temperatura e umidade (ITU) em
vacas em producdo; observaram declinio da producéo tanto para vacas de alta producéao

quanto para vacas de baixa producéo em altas temperaturas.

3.2 VARIAVEIS FISIOLOGICAS

De acordo com os valores das varidveis fisioldgicas correspondentes as médias
registradas, foi observado que ndo houve diferencas significativas entre 0 ambiente de
sol e sombra nos valores da frequéncia respiratoria, temperatura de superficie e da

temperatura retal. Tabela 2.
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Tabela 2. Variacdo das distribuicGes gerais da frequéncia respiratoria (FR, m.p.m.),
temperatura retal (TR, °C) e temperatura de superficie (TS, C°), das vacas
Holandesas criadas no setor de bovinocultura da UFERSA, Mossord- RN
durante o periodo experimental.

Variaveis Grupo Média Desvio padréo

1° 59,69 +17,487
FR

28 63,97 +15,990

18 38,186 +0,6006
TR

2° 38,320 +0,4946

18 37,587 +3,8375
TS

2° 38,459 14,3246

As distribuicOes seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Mann-Withney a 5% de significancia; GRUPO 1 = vacas estabuladas a sombra;
GRUPO 2 = vacas expostas ao sol.

No entanto de acordo com os valores das variaveis fisioldgicas constantes na
Tabela 2, observa-se que as médias da frequéncia respiratdria (59,69 m.p.m. para grupo
1 e 63,97 m.p.m. para grupo 2) foram elevadas, com nimeros considerados acima do
normal para vacas adultas segundo vario autores. Segundo Randall et al. (2000) o valor
norma situa-se em torno de 24 movimentos por minuto (m.p.m.), em condicGes de
conforto térmico e para Ferreira et al. (2006), a frequéncia respiratoria normal em
bovinos adultos esta entre 24 e 36 movimentos respiratérios por minuto, mas pode
variar entre 12 e 36 movimentos por minutos.

A medida da temperatura retal é usada frequentemente como indice de
adaptabilidade fisioldgica aos ambientes quentes. (NASCIMENTO et al. 2013). Pois a

temperatura retal € um dos parametros que mais se aproxima da temperatura corporal
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dos animais. E utilizado para identificar se ha variaces, pois seu aumento indica que 0s
mecanismos de liberacdo de calor tornaram-se ineficientes (MARTELLO, 2004).

Os valores encontrados de temperatura retal (38,18°C e 38,32°C) se
encontraram dentro da faixa de normalidade para animais leiteiros, descrito por
Robinson (2004), mostrando que, 0s animais apesar de estarem em estresse térmico,
mantiveram sua homeostasia.

A temperatura de superficie média dos animais expostos ao sol (37,58°C) foi
menor que a dos animais estabulados a sombra (38,45°C). Segundo Martello et al.
(2004), a temperatura da superficie corporal de vacas da raca Holandesa, alojadas em
instalacGes climatizadas, pode variar de 31,6°C a 34,7°C, sem indicar que o animal esta
sofrendo estresse pelo calor. Deste modo observa-se que neste trabalho tanto os animas
no ambiente exposto ao sol quanto na sombra estavam em condicfes de estresse térmico.

Além disso, o estresse térmico em vacas de alta producédo resulta em reducdo na
ingestdo de volumoso e o tempo de ruminacdo. A reducdo na ingestdo de alimentos em
condicdes de estresse leva ao aumento da temperatura corporal e pode estar relacionada

ao enchimento do trato gastrintestinal (SILANIKOVE, 1992).

3.3 VARIAVEIS CITOGENETICAS

Foram coletadas das amostras de sangue para andlise citogenética e de
citotoxicidade de 10 animais, cinco de cada grupo: G1 (sombra) e G2 (sol). Foram
analisados o Indice Mitdtico (IM) e o Nimero de Cromossomos (NC).

Em relagéo ao indice mitotico, foi observado que a média do grupo 1 (0,03) foi
inferior a do grupo 2 (0,46). Indicando que neste grupo a citotoxicidade celular foi

maior, pois quanto menor o indice mitdtico maior a citotoxicidade celular. (Figura 5).
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Figura 5. Graficos das médias e desvio padrdo do indice mitético (IM) e do nimero de
cromossomos (NC) das células analisadas dos animais durante o periodo
experimental nos ambientes de sol e sombra.
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Os resultados estatisticos para os dados de indice mitdtico e numero de
cromossomos ndo indicam diferencas entre os dois grupos no teste de hipéteses. O que
pode ser resultado da grande variancia encontrada nos dados, pois o teste F para
comparar variancias demonstrou que com nivel de significancia (P<0,05) os valores de

IM séo significativamente diferentes, mas os valores de NC nédo (Tabela 3.)

Tabela 3. Variacdo das distribuicdes gerais do indice mitético (IM) e do namero de
cromossomos (NC) das vacas Holandesas criadas no setor de bovinocultura
da UFERSA, Mossor6- RN durante o periodo experimental.

Grupo Média Desvio padrédo Teste F
Variaveis
(P<0.05)

18 0,0340 0,01140 0,33°
IM

28 0,4680 0,57738 0,70¢

18 57,80 2,280 58°
NC

28 59,80 0,447 60°

Distribuigdes seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste
de Mann-Withney (a,b) e pelo teste F (c,d) a 5% de significancia. b); letra GRUPO 1 =
vacas estabuladas a sombra; GRUPO 2 = vacas expostas ao sol.
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Através da analise de leucocitos de leitdes desmamados da raca Merino e de
bezerros da raca Holandés com idade entre seis e nove meses foi determinado que a
temperatura Otima para o disparo do choque térmico de leucdcitos de bovinos é
43,58°C. (AGNEW & COLDITZ, 2008).

Em relacdo aos cromossomos, apesar de haver pequena variacao entre as médias
dos numeros cromossdmicos entre os dois grupos experimentais (Figura 5). O namero
modal do cariotipo observado nesse estudo foi o nimero diploide 2n=60 constituido por
Cromossomos autossémicos acrocéntricos e, nos pares sexuais, por um cromossomo X
submetacéntrico (Figura 6). Este resultado é compativel com os dados de bovinos
normais, ndo sendo identificada nenhuma anomalia numérica, tanto no grupo 1 quanto
no grupo 2.

A variacdo de idade dos exemplares de vacas holandesas foi de dois a cinco anos
no grupo G1 e de quatro a seis no grupo G2. E embora ja tenham sido identificadas na
literatura cientifica alteragcBes cromossdmicas numericas (poliploidias) em bovinos das
ragas simental e nelore de diferentes idades e tenha sido observado que possivelmente
ocorra uma correlacdo entre a idade e o nimero de poliploidias (LUNA et al., 2012).
Neste trabalho ndo foram identificadas diferencas cromossémicas numéricas do tipo
poliploidias em relagéo a idade dos animais.

Outros autores ja identificaram anomalias cromossdémicas em bovinos, sendo a
mais comum a alteragdo cromossémica estrutural do tipo translocacdo robertsoniana.
(ROCHA e JORGE, 1989). Este tipo de alteragéo esta ligado a problemas de fertilidade,
em machos e fémeas de bovinos, com intensidade variavel de acordo com o

acasalamento (GARY et al., 1991; VAINAS et al., 1992).
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373  Figura 6. Caridtipo em coloracdo convencional de (a) exemplar de vaca do grupo do sol
374 e (b) do grupo da sombra.
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378 4 CONCLUSOES

379

380 Durante o periodo experimental foi observada elevada temperatura do ar, com
381 pronunciada diferenca de temperatura entre o grupo do sol e o grupo da sombra
382  caracterizando um ambiente de estresse térmico para 0s animais.

383 Embora as médias da frequéncia respiratoria tenham sido elevadas, acima do
384  considerado normal para vacas adultas, os valores de temperatura retal se encontraram
385  dentro da faixa de normalidade para animais leiteiros.

386 O indice mitético dos animais expostos ao sol indicaram citotoxicidade em
387  relacdo aos animais da sombra, enquanto que o nimero de cromossomos nao indicou
388 diferencas estatisticas entre os ambientes.

389 Os parametros estudados demonstraram alto grau de adaptabilidade dos animais
390  ao ambiente semiérido.

391
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