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Titulo: Biomarcadores de aclimatagao na saliva — estudo em vacas leiteiras
com diferente potencial leiteiro

Resumo

O ambiente térmico a que um animal estd sujeito é um fator importante, que pode afetar a
producdo de leite. A saliva é cada vez mais utilizada como fonte de biomarcadores ndo invasivos,
sendo o cortisol salivar o parametro mais frequentemente utilizado para avaliar stresse. No
entanto, este Ultimo, isoladamente, apresenta algumas limitacdes. No presente trabalho foi feita
uma comparacao do perfil proteico da saliva de vacas Holstein, altas (AP) e baixas produtoras
(BP), em trés periodos diferentes: temperaturas elevadas (P1), temperaturas moderadas (P2) e
temperaturas baixas (P3). Foram observados niveis de expressdo das proteinas albumina e
receptor polimérico de imunoglobulinas mais elevados em AP, nos P1 e P2. Os niveis de cortisol
salivar ndo se observaram associados a stresse térmico. Ainda que necessitando de estudos
futuros, os resultados obtidos reforcam o potencial da saliva na avaliacdo da capacidade de

adaptacdo a temperatura, em animais produtores de leite.

Palavras-chave: Bovinos de leite, saliva, biomarcadores, stresse térmico, aclimatacdo, cortisol

salivar



Title: Salivary biomarkers of acclimatization — study in dairy cows with
different milk yield potential

Abstract

The thermal environment is one of the most important factors that can affect milk production.
Saliva is increasingly used as a source of non-invasive biomarkers, with salivary cortisol being the
parameter most commonly used to evaluate stress. However, cortisol evaluation, alone, has
some limitations. In this study a comparison was made, in terms of saliva composition, among
Holstein cows with high (AP) and low (BP) productive potential, in three different periods: high
temperature (P1), moderate temperatures (P2) and low temperatures (P3). Expression levels of
proteins albumin and polymeric immunoglobulin receptor were observed to be higher in AP in P1
and P2. Salivary cortisol levels were not observed to be associated with thermal stress. Although
requiring further studies, the results support the potential of saliva for assessing the ability to

adapt to temperature in milk-producing animals.

Keywords: Dairy cow, saliva, biomarkers, heat stress, acclimatization, salivary cortisol
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1. Introdugao
1.1. Stresse térmico

Yousef (1985) definiu o stresse como a magnitude das forgas externas ao corpo que
tendem a alterar o seu estado fundamental. No caso do stresse térmico, este é definido como a
forca exercida pelos componentes do ambiente térmico sobre um organismo, causando uma
reacdo fisiolégica diretamente proporcional a intensidade da forga aplicada e inversamente
proporcional a capacidade do organismo em compensar os desvios causados pela mesma forga
(Silva, 2000). O stresse térmico, além de uma determinada intensidade, pode ter dura¢des muito
variaveis (stresse agudo vs stresse crénico), as quais vao condicionar as respostas dos animais,
nomeadamente a aclimatacdo (Geraldo, 2013).

O ambiente térmico pode afetar negativamente a producdo de leite, especialmente em
animais de alto potencial genético (Kadzere et al., 2002). Assim que se verifica um aumento da
temperatura corporal de um animal, iniciam-se uma série de ajustamentos fisioldgicos que
contribuem para o retorno a homeostase térmica (Reece, 2009). O facto de os animais
homeotérmicos conseguirem manter a temperatura corporal dentro de determinados limites é
essencial para controlar a velocidade das reacées bioquimicas e processos fisioldgicos associados
ao metabolismo (Shearer & Beede, 1990). Desta forma, para o animal conseguir manter a
homeotermia, deve estar em equilibrio térmico com o ambiente envolvente, que inclui a
radiacdo solar, temperatura, movimento do ar e humidade (Kadzere et al., 2002).

Quando a producdo e a perda de calor estdo em equilibrio, o animal encontra-se na sua
zona de neutralidade térmica (TNZ) (Randall et al., 2000). Na TNZ o equilibrio entre termogénese
e termdlise é atingido através de vias termorreguladoras que ndo requerem gasto adicional de
energia. A neutralidade térmica é assim definida como “o estado fisico, no qual todo o calor
gerado pelo organismo através do metabolismo trocado em igual propor¢do com o ambiente,
ndo havendo nem acumulagdo de calor, nem perda excessiva do mesmo, mantendo a
temperatura corporal constante”. A TNZ pode ser designada por zona de produgao minima de
calor e temperatura retal normal. Geralmente, a TNZ (entre a temperatura critica inferior (TCl) e
a temperatura critica superior (TCS)) estd dependente de fatores como a idade, a espécie, a raga,
o consumo de alimento, a composicdo da dieta, o estado de aclimagdo ou aclimatagao, o tipo de
producdo, as condi¢Bes de alojamento, isolamento externo (revestimento), e comportamento
dos animais (Yousef, 1985).

A zona de conforto para os animais é entdo limitada pela temperatura critica superior
(TCS) e temperatura critica inferior (TCl), sendo que abaixo da TCl os animais sofrem stresse

provocado pelo frio e acima da TCS sofrem stresse devido ao calor (Martello, 2006). A partir da

1



TCS e TCl é sempre necessario recorrer a respostas termorreguladoras, com custo adicional de
energia. A TCS pode ser inferida a partir do desencadear das fung¢des da termorregulacao, que

envolvem as perdas de calor evaporativo (sudacdo e polipneia térmica) (Berman et al., 1985).
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Figura 1 - Representacdo esquematica das relagdes entre zonas de temperatura e stresse térmico nos
mamiferos (adaptado de Silanikove, 2000)

A temperatura corporal nos mamiferos pode ser mantida dentro de determinados
limites, independentemente das variages ambientais. Para a manutencdo da temperatura
dentro destes limites, o animal necessita de regular a velocidade de ganho e perda de calor
(Robinson, 2004, citado por Cruz et al, 2011). Existem varias condi¢gdes térmicas entre as quais os
animais sdo capazes de manter uma temperatura corporal relativamente estavel, por meio de
mecanismos fisiolégicos e comportamentais. Segundo Pires & Campos (2008), a capacidade do
animal resistir as condi¢des de stresse térmico tem sido avaliada fisiologicamente por altera¢des
na temperatura retal, frequéncia respiratéria, frequéncia cardiaca e concentragdes hormonais.

O stresse térmico resulta assim da incapacidade do animal para dissipar calor a uma
velocidade semelhante aquela com que o adquire. Fatores como a temperatura ambiental,
humidade relativa e energia radiante elevados comprometem a capacidade dos animais em
manter estdvel a sua temperatura corporal. Desta forma, ao haver um aumento na temperatura

corporal sdo ativados mecanismos de compensagdo para restabelecer a homeotermia e
2



homeostasia. Assim, para que os animais possam exprimir todo o seu potencial produtivo é
necessario considerar qual a sua TNZ e respetivas interacdes entre genética, nutricdo, sanidade e
ambiente térmico. Este ultimo, geralmente, engloba os efeitos da radiacdo solar, temperatura,
humidade relativa e velocidade do ar, sendo a combinacdo entre temperatura e humidade
relativa, muito relevante para o conforto térmico e o funcionamento geral dos processos
fisiolégicos (Viana et al., 2008).

A temperatura do ar é considerada um fator climdtico de grande relevancia, que

influencia em grande parte o ambiente fisico onde o animal se encontra (McDowell, 1974).

Alguns indices tém sido desenvolvidos e usados para avaliar o impacto do ambiente nos
animais, ou seja, predizer o conforto ou desconforto das condigdes ambientais (Pires & Campos,
2008). O indice de Temperatura de Globo Negro, desenvolvido por Buffington et al. (1981), é
utilizado como indice ambiental para a caracterizacdo do conforto térmico de bovinos de leite,
expostos a radiacdo solar direta e indireta. Através da temperatura de globo negro e da
temperatura e velocidade do ar ao redor do globo é possivel determinar um valor aproximado da
temperatura média radiante (Lamberts & Xavier, 2002). Por outro lado, Mcdowell et al. (1976)
sugeriu que o indice de temperatura e humidade (THI) poderia ser usado como um indicador das
condicbes do ambiente térmico. O THI é calculado a partir das temperaturas bolbo himido e
bolbo seco de acordo com a seguinte férmula: THI= 0.72 (W+D) + 40.6, onde W representa a
temperatura de bolbo himido e D é a temperatura de bolbo seco em °C.

As adaptacoes fisioldgicas a que os animais homeotérmicos estdo sujeitos, de modo a
regular a temperatura corporal, sdo consequéncias dos efeitos negativos do stresse térmico
(Hansen, 2004). Alguns dos efeitos do stresse térmico no organismo animal sdo explicados, em
parte, pela diminuicdo da ingestdo de alimentos, redugdo na absor¢do de nutrientes na
ruminagdo, aumento das necessidades de manutengdo e, posteriormente, alteragdes a nivel
endécrino (Collier et al., 2005), resultando assim num decréscimo da disponibilidade de
nutrientes/energia. Naturalmente, uma reducdo no consumo de energia combinada com
aumento do gasto energético para as necessidades de manutengdo reduz o balango energético, e
explica parcialmente as razGes para as perdas de peso dos animais em lactacdo e das condi¢Ges
de stresse térmico (Rhoads et al., 2009). De acordo com (Moberg, 2000), praticamente todas as
funcgdes bioldgicas sdo afetadas pelo stresse térmico, incluindo a capacidade imunoldgica, a
reproducao, o metabolismo e o comportamento.

Existem diversos indicadores para a caracterizacdo do conforto e do bem-estar animal e
entre eles esta a observacdo criteriosa das respostas fisiolégicas e comportamentais dos animais

ao stresse térmico (Almeida, 2009).



Nos bovinos, o aumento da frequéncia respiratdria, por periodos longos, causa prejuizos
ao organismo animal, tais como a reducdao no consumo de forragens, producdao de calor
endégeno adicional devido ao aumento da taxa de respiracdo, desvio de energia para outros
processos metabdlicos e reducdao de CO,, originando alcalose respiratéria pelos baixos niveis de
acido carbdnico no sangue (Matarazzo, 2004). Por outro lado, a temperatura retal (TR), como
bom indicador de temperatura corporal, pode ser considerada um indicador da adaptabilidade a
ambientes quentes. O aumento desta, a partir de determinados valores, indica que os
mecanismos termorreguladores ndo estdo a ser eficientes. Segundo Martello et al. (2004), a
temperatura retal normal para bovinos estda em torno de 38,3°C, havendo varia¢cdes de acordo
com a idade, sexo, nivel nutricional, lactacdo e estado reprodutivo. Robinson (1999), citado por
Cattelam & Martinez (2013), referiu que a temperatura retal para bovinos de leite pode variar
entre 38,0°C e 39,3°C, dependendo por vezes do mérito genético dos animais, sendo as vacas de
alto potencial genético ou altas produtoras mais sensiveis ao stresse térmico, comparativamente
a animais de baixa producdo (Collier et al., 2005).

A maior producdo de leite estd associada ao maior consumo de alimentos e a uma maior
taxa metabdlica e, portanto, a uma maior producdo de calor metabdlico, o que constitui uma
dificuldade acrescida na manutencao do equilibrio térmico dos animais, em condi¢cdes de calor
(Azevedo et al., 2005). O grande desafio para vacas de alta producdo leiteira é dissipar, a uma
velocidade suficientemente rdpida, o calor produzido pelo préprio metabolismo (West, 2003), e

assim, minimizar os efeitos do stresse térmico sobre a produtividade.

1.2. Aclimatagao

A aclimatagdo é caracterizada pelas alteragdes fisioldgicas ou comportamentais que
ocorrem na vida de um organismo, em resposta as alteragdes que ocorrem no seu ambiente
natural (tais com mudangas sazonais ou geograficas) (Bernabucci et al., 2010). E um processo
bifasico temporal que inclui um processo de aclimatag¢do ao calor de curto prazo e de longo prazo
(Horowitz, 2002). Em ruminantes a aclimatacdo ao calor de curto prazo é caracterizada pela
reducdo da ingestdo de matéria seca, aumento da ingestdo de agua e perda de calor por
evaporacao, com reducdes na producdao de leite. Por outro lado, as respostas de longo prazo
estdo relacionadas com o proprio desempenho do animal (Nienaber & Hahn, 2007). A exposicdo
cronica a fatores ambientais que desencadeiem stresse pode proporcionar a aclimatacdo ou
adaptacdo do animal. Desta forma, as respostas adaptativas de médio e longo prazo visam
reajustar o animal as novas condi¢des, minimizando o esforgo exigido para a manutencdo da

homeotermia (Pereira, 2004).
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O fendmeno de adaptacdo é caracterizado pelas alteragdes que reduzem o esforgo
fisiolégico produzido pelos componentes stressantes de um determinado ambiente. Esta
alteracdo pode ocorrer ao longo da vida de um organismo (fendtipo) ou ser o resultado de
selecdo genética numa espécie ou subespécie (gendtipo) (Bernabucci et al., 2010).

A adaptacdo ao calor pode ser dividida entre termotolerdncia e aclimatizacdo (Moseley,
1997). A termotolerdncia consiste na adaptacdo celular causada por uma unica e severa
exposicdo ao calor. Isto faz com que o organismo possua melhores condi¢des de sobrevivéncia a
um posterior estimulo mais intenso. A aclimatiza¢do, por outro lado, consiste nas alteragGes
fisiolégicas ou comportamentais que ocorrem ao longo da vida de um organismo em resposta as

|H

alteracbes que ocorrem no seu clima “natural” (Bernabucci et al.,, 2010). O processo de
aclimatizacdo é provocado por repetidas e persistentes elevacdes da sua temperatura nuclear,
podendo esta ser mantida por periodos suficientemente longos.

Segundo Fregley (1996), citado por Collier & Zimbelman (2007), a aclimatacdo é uma
resposta fenotipica desenvolvida pelo animal a um estimulo ambiental, no entanto, em
condicbes naturais, é raro que apenas uma variavel ambiental mude ao longo do tempo. A
aclimatizacdo é o processo pelo qual um animal se adapta a varios fatores de stresse no seu
ambiente natural (Bligh, 1976, citado por Collier e Zimbelman, 2007). A aclimatacdo e
aclimatizacdo, por conseguinte, ndo sdo adaptagGes evoluciondrias ou selecdo natural, que sdo
definidas como modificagées que permitem a selecdo preferencial do fendtipo de um animal,
baseados nos componentes genéticos transmitidos de geracdo em gerac¢do. O fendtipo alterado
de animais aclimatados volta ao normal se os estimulos de stresse ambientais forem removidos
(Collier & Zimbelman, 2007).

Numa situacdo em que as alteragdes de stresse sdo induzidas experimentalmente num
ambiente controlado, em particular fatores ambientais, tais como temperatura ambiente, ocorre
aclimacéo, sendo caracterizada pelas alteragdes fisioldgicas e/ou comportamentais que ocorrem
ao longo da vida de um organismo (Bligh & Johnson, 1973).

Tal como descrito por Bligh (1976), citado por (Collier e Zimbelman, 2007), existem trés
diferengas funcionais entre as respostas de aclimatagdo e "respostas reflexas" ou homeostaticas.
Em primeiro lugar, a resposta de aclimatagdo demora muito mais tempo para ocorrer. Em
segundo lugar, as respostas de aclimatacdo tém, geralmente, uma ligagdo hormonal na via do
sistema nervoso central para as células efetoras. Em terceiro lugar, o efeito da aclimatagdo
geralmente altera a capacidade de uma célula efetora ou érgdo para responder as alteragGes
ambientais. Aclimatacdo ao stresse térmico é, portanto, um processo que envolve alteracdes nos
sinais hormonais que afetam a capacidade de resposta do tecido alvo a um estimulo ambiental

(Collier & Zimbelman, 2007).



A aclimatacdo envolve as alteracGes na expressdo de caracteristicas pré-existentes, sendo
este um processo conduzido pelo sistema enddcrino, com o objetivo de manter o bem-estar
animal, independentemente dos fatores ambientais. E um processo que pode demorar dias ou
mesmo varias semanas para ocorrer e envolve alteragdes nos sinais hormonais que afetam a
capacidade de resposta do tecido alvo a estimulos ambientais. As respostas a aclimatacao
possuem uma ligacdo hormonal na via do sistema nervoso central para as células efetoras, e,
geralmente, alteram a resposta das células efetoras ou 6érgdos a um desafio ambiental. O
principal efeito destas respostas é coordenar o metabolismo para alcangar um novo equilibrio
que poderia ser considerado como um novo estado fisioldgico (Bernabucci et al., 2010). Segundo
Bligh e Johnson (1973) a aclimatacdo é definida como as mudangas fisiologicas e/ou
comportamentais que ocorrem durante a vida de um organismo, que reduzem a tensdo ou
aumentam a resisténcia a mesma.

Os parametros fisioldégicos e bioquimicos utilizados para demonstrar as respostas da
aclimatacdo sdo muito variados. Estes podem ocasionar alteragdes nas proteinas, nos lipidos das
membranas, na locomoc¢do e na taxa metabdlica (Bowler, 2005). Como tal destacam-se, como
respostas a aclimatacdo, nomeadamente as respostas celulares, enddcrinas bem como possiveis

modifica¢gdes anatdmicas.

1.2.1. Respostas celulares

Na resposta ao stresse térmico ha a atuagdo de proteinas denominadas proteinas de
choque térmico (HSP — Heat Shock Proteins), sendo esta uma das respostas primarias de
protecdo celular (Lindquist & Craig, 1988).

As HSP fazem parte da grande familia das proteinas conhecidas como “chaperones”
moleculares, sendo proteinas que interagem com outras proteinas de modo a minimizar a
probabilidade destas interagirem com outras de forma inapropriada (Sgrensen et al., 2013). Na
figura seguinte (Figura 2) encontra-se uma representagdo esquematica da fungdo celular das
proteinas de choque térmico, no que diz respeito ao destino das proteinas com configuracdes
nao funcional, apds a exposicdo a um estimulo stressante, onde pode ser novamente obtida a

configuragdo funcional, agrega¢do com outras proteinas ou a sua degradacdo.
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Figura 2 - Fungdo celular de proteinas de choque térmico (Sgrensen et al., 2003)

Havendo uma exposicdo das células a um estimulo stressante é induzida a formacdo de
HSP. Apds esta, uma nova exposicao das células a um estimulo stressante ird, tendencialmente,
produzir menos consequéncias negativas. As células que sintetizaram as HSP ficam assim
protegidas contra novas exposicées, o que se reflete em menores consequéncias negativas

também no organismo (Meyer & Silva, 1999).

As HSP podem desempenhar varias fungdes nas células, tais como manter a estabilidade
proteica, melhorar a tolerancia face a vdrios agentes stressantes e permitir a normalidade
funcional (Li et al., 2010). Na presenca de condi¢Ges adversas, como o aumento da temperatura,
stresse osmotico ou oxidativo, os niveis de HSP aumentam, auxiliando desta forma a sintese e
maturacdo de novas proteinas que irdo substituir aquelas que foram afetadas pelo stresse
metabdlico (Bukau & Horwich, 1998).

As HSP podem ser agrupadas em seis familias: HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100, de
acordo com as sequéncias de aminoacidos e com as suas massas moleculares (em kDa). A familia
HSP70 é a mais conservada filogeneticamente, sendo de extrema importancia para o “folding” de
proteinas nas células (Wynn et al., 1994). Para além disso, é conhecida como sendo a “familia de
proteinas” que possui uma maior atua¢do na resposta ao stresse celular, sendo utilizada em

varios estudos como indicadora de stresse (Tirelli et al., 2005; Monzo et al., 2012).

Nas figuras que se seguem encontra-se uma representagdo ficticia da estrutura
tridimensional da HSP70 (Figura 3) bem como a estrutura tridimensional com dominio de ligacdo

ao substrato (SDB) e dominio ATPase (NBD) ligados por uma sequéncia hidrofdbica (Figura 4).



Figura 3 - Estrutura tridimensional da HSP70 - Fonte: RCSB PDB (1HJO) Consultado em:
Http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=1hjo (20 de Abril de 2015)
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Figura 4 - Estrutura tridimensional da HSP70 com dominio de ligagdo ao substrato (SDB) e
dominio ATPase (NBD) ligados por uma sequéncia hidrofébica (Kampinga & Craig, 2010).

O mecanismo de reparacdo proteico, promovido pela HSP70, envolve ciclos de “folding”
semelhantes aos que ocorrem em cadeias peptidicas recém-sintetizadas, sendo imprescindiveis
para o restabelecimento da homeostasia celular, bem como na manutencdo da viabilidade,
devido a inibicdo da apoptose (Mosser et al., 1997).

As proteinas de choque térmico, nomeadamente a HSP70, tém sido identificadas em
diversos fluidos, tais como o sangue (Kristensen et al., 2004) e leite (Eitam et al., 2009) em vacas

Holstein Frisian, bem como na saliva de humanos (Chatterjee et al., 2014).

1.2.2. Respostas enddcrinas

O tipo de resposta, incluindo a resposta hormonal, que ocorre num organismo que se
encontra sujeito a condigdes diferentes das ‘habituais’ difere de acordo com o contexto em que
ocorreu a aclimata¢do (Hosoya et al., 2007). A resposta hormonal ao stresse desempenha um

papel importante na coordenac¢do das respostas bioldgicas. Por sua vez, os niveis hormonais



podem dar uma indicacdo do nivel ou intensidade do stresse que ocorreu num organismo (Chen
et al., 2002).

Na aclimatacdo ocorrem alteracGes nas respostas homeostaticas (Horowitz, 2002), bem
como alteracdes a nivel enddcrino que afetam a capacidade de resposta do tecido alvo a
estimulos ambientais. As hormonas conhecidas como sendo reguladoras da homeotermia, estao
também associadas as respostas da aclimatagdo. Estas incluem as hormonas da tiroide, a
prolactina, somatotrofina, glicocorticdides e mineralocorticéides (Collier & Zimbelman, 2007).

As hormonas da tiroide proporcionam um aumento do metabolismo basal,

disponibilizando mais glicose para as células. Para além disso, apresentam um importante papel
no controlo da producdo de calor em animais homeotérmicos, uma vez que elevam o consumo
de oxigénio dos tecidos, resultando num aumento da producdo de calor (Mcnabb, 1995). Desta
forma, as hormonas da tiroide constituem um importante mecanismo de resposta a aclimatacao
e tém recebido considerdvel atencdao em varios estudos. A aclimatacdo ao calor diminui os niveis
plasmaticos das hormonas da tiroide, na tentativa de reduzir a producdo endégena de calor
(Horowitz, 2001).

Quando ocorre um aumento da temperatura corporal, uma das primeiras reacdes dos
bovinos é aumentar a taxa de sudacdo e a frequéncia respiratdria, podendo assim eliminar o
excesso de calor endégeno (Randal et al., 1997). Uma outra reacdo que ocorre durante o stresse
térmico é a alteracdo nas secrecbes de variadas hormonas importantes para a lactagdo.
Especialmente em espécies que se encontram em fases iniciais de lactacdo, ocorre uma
diminuicdo nas secre¢des das hormonas de crescimento (growth hormone - GH), tiroxina (T4) e
triiodotironina (T3), com consequente diminuicdo da producdo de leite (Yousef, 1985). Estas
alteracGes metabdlicas possibilitam o equilibrio de certas funcGes organicas relacionadas com a
termorregulagdo, porém podem ocorrer prejuizos nos processos de sintese e secrecao do leite. A
explicagdo para o efeito do stresse sobre a lactagdao é o facto de as reagdes por ele provocadas
alterarem todo este complexo enddcrino responsavel pela lactogénese e galactopoiese (Ewy,
1987, citado por Morais et al., 2008).

A prolactina também tem revelado algum interesse nos estudos que envolvem
aclimatagdo e stresse térmico. Numa situacdo de stresse térmico, os niveis de prolactina na
circulacdo aumentam. Segundo Roy & Prakash (2007), isto ocorre numa enorme variedade de
mamiferos, incluindo os ruminantes. Ao diminuir o consumo de nutrientes as concentracées de
prolactina na circulacdo também diminuem (Bocquier et al., 1998). A prolactina pode
desempenhar um papel importante na aclimatacdo através da melhoria da perda de calor,

principalmente através do funcionamento das glandulas sudoriparas (Beede & Collier, 1986).



Segundo (Kaufman et al., 1988), ao introduzir bromocriptina (um inibidor da secrecdo de
prolactina), esta vai afetar o funcionamento das glandulas sudoriparas.

Vdrios estudos indicam que a glandula da tiroide é sensivel ao stresse térmico, pelo facto
das hormonas produzidas pela mesma se encontrarem associadas a termogénese, uma vez que
aumentam a taxa metabdlica, além de apresentarem agao potenciadora sobre as catecolaminas.

A aclimatacdo ao calor diminui os niveis endégenos de hormonas da tiroide, como se
observa em vdrios estudos em mamiferos adaptados a climas quentes (Horowitz, 2001).
Portanto, T3 e T4 podem apresentar niveis reduzidos em animais expostos a altas temperaturas,
associados a menor produgdao de calor metabdlico (Johnson et al., 1988). Gueorguiev (1999)
afirmou que a hipofuncdo da tiroide em bovinos durante a exposi¢ao crénica ao calor, pode estar
associada a necessidade de diminuicdo da taxa metabdlica. No entanto, isto pode induzir
mudancas noutras fung¢des corporais, tais como diminuicdo do consumo de alimentos, do peso
corporal e na secrecao de leite, principalmente em situacdes de elevada producao.

Segundo Nascimento (1994), ha necessidade também de se diferenciarem os efeitos de
longo e curto prazo do stresse térmico sobre os niveis circulantes de T3 e T4 em ruminantes, uma
vez que a adaptacdo ao stresse cronico acarreta mudancgas enddcrinas que podem ser diferentes
daquelas condicionadas pelo stresse momentaneo.

O sistema sanguineo também é particularmente sensivel as mudancas de temperatura e
caracteriza-se por ser um importante indicador das respostas fisiolégicas. As alteragdes
qguantitativas e morfoldgicas nas células sanguineas estdo associadas ao stresse térmico,
traduzidas por variagGes nos valores do hematécrito, nimero de leucécitos circulantes, contetddo
de eritrdcitos e teor de hemoglobina no eritrécito. Numa situacdo de stresse térmico ocorre um
aumento no hematdcrito, podendo ser justificado por um acréscimo no nimero de hemdcias.
Assim, durante a aclimagdo ou de aclimatagdo, verificam-se ajustamentos nos parametros
sanguineos. Nos animais sujeitos a stresse térmico, os valores do hematdcrito permitem
estabelecer uma relagdo entre a termorregulagdo e o metabolismo hidrico. As alteragdes que se
verificam nos valores do hematdécrito, em animais sujeitos a stresse térmico, demonstram
altera¢des no balango de dgua ingerida e utilizada (Silanikove, 1992).

Os niveis de Na*, K* e CI' do plasma também s3o afetados pelo stresse térmico. A
concentracdo de K* e Na* diminui a medida que a temperatura aumenta (Borges, 1997),
enquanto que o Cl- aumenta (Belay & Teeter, 1993). Os niveis séricos de K* também sdo
influenciados pelo calor. A excrecdo de K* é influenciada por fatores hormonais (aldosterona,
hormona antidiurética e deoxicorticosterona), equilibrio dcido-base e balango de catides.

A ativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA), com consequente aumento das

concentracdes plasmaticas de cortisol, é a resposta mais proeminente do animal a condi¢des
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stressantes. A secrecdo de cortisol desencadeia mecanismos fisioldgicos que permitem ao animal
tolerar o stresse causado por um ambiente quente (Silanikove, 2000). Segundo Randall (2010), os
glicocorticdides sdao as moléculas responsaveis por regular a intensidade da resposta ao stresse,
sendo o cortisol a hormona primdria responsavel por restaurar a homeostase, sendo libertado
ap0ds exposicdo a situacdes stressantes.

Em termos bioclimatolégicos, um animal pode possuir uma temperatura corporal
elevada quando absorve uma quantidade excessiva de calor do ambiente que o rodeia, quando a
sua capacidade de dissipacdo do calor corporal é reduzida, ou quando existe uma associa¢do de
ambos os fatores se estabelece. Independentemente da causa, as consequéncias da elevagado de
temperatura manifestam-se sob a forma de uma cascata de acontecimentos, de modo a tentar
ajustar o organismo ao desafio imposto (Garcia, 2013). A temperatura corporal é regulada por
acao do sistema nervoso auténomo, sendo que o hipotdlamo, um 6rgao localizado no diencéfalo,
funciona como um termostato e controla o sistema HHA. Sob condicdo de stresse, o hipotalamo
produz a hormona libertadora de corticotrofinas (CRH), a qual atua sobre a hipdfise, aumentando
a sintese de pré-opiomelanocortina (POMC) e promovendo a liberacdo da hormona
adrenocorticotréfica (ACTH). A ACTH, por sua vez, tem como alvo o cértex das glandulas
adrenais, e a ligacdo do ACTH aos seus recetores pode desencadear tanto a secrecdo de
glicocorticoides quanto de esteroides sexuais. A ACTH estimula a sintese e a secrecdo de
corticosterona ou cortisol pelo cértex adrenal que possui um efeito de retroalimentagdo negativa
sobre a liberacdo do CRH. A ativacdo deste sistema visa melhorar a capacidade adaptativa do
organismo e aumentar as suas capacidades para superar os desafios ambientais, mantendo a
homeostase. Atualmente, sabe-se que a ativacdo do eixo HHA pode afetar diretamente o
hipotdlamo, a hipdfise e as gonadas, com reflexos diretos na reproducdo animal (Tilbrook et al.,
2000).

RITMO STRESSE
/

DIURNO\ CRH = HORMNA LIBERTDORA DE

CORTICOTROFINA

CORTISOL

CORT!COTHOFIN

Hipdfise \: Cortex
Anterior Adrenal

Figura 5 - Regulacdo da secrecdo de cortisol pelo eixo hipotalamo-hipédfise. (+) Significa estimulacédo e (-)
significa inibicdo (adaptado de Donin (2007).
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Segundo Berbigier (1988), o stresse térmico pode diminuir a resposta do cortex das
suprarrenais a presenca da hormona ACTH. Isto contribui para que, durante o stresse térmico
prolongado, os baixos niveis de cortisol possam cooperar para a diminuicdo da producdo de calor
metabdlico, contribuindo assim para a eficiéncia do processo de aclimatacgdo (Alvarez & Johnson,
1971).

Tilbrook et al. (2000) sugeriu a hipétese de que a exposicdo mais prolongada ao stresse
térmico seria responsavel por uma reducdo da reatividade das células imunes, as quais
gradativamente perderiam a sua capacidade de proliferagdo, como resposta aos niveis cada vez
maiores de cortisol (Mukherjee et al., 2011). Assim, o stresse térmico prolongado é um dos
fatores que causa diminui¢do da imunidade dos animais e, ndo por coincidéncia, observa-se um
aumento na ocorréncia de problemas quando os animais sdo expostos a condi¢cdes extremas ou a
ambientes considerados stressantes.

Alguns autores demonstraram que, tal como ja foi referido, sob altas temperaturas na
fase aguda do stresse térmico, ocorrem a elevacdo transitoria da concentracdo sanguinea de
cortisol e a reducdo na concentracdo das hormonas da tiroide, diminuindo a taxa de producao de
calor metabdlico. Portanto, estudar as variacdes na concentracao destas hormonas é de extrema
importancia quando se relaciona stresse térmico e metabolismo.

A aclimatagdo celular durante a hipertermia envolve assim a coordenacgdo da resposta
celular e estimulos endécrinos, juntamente com outras alteragGes intrinsecas (Rhoads et al.,
2010). De entre estas alteracbes destacam-se algumas adapta¢des enddcrinas que ocorrem
durante a aclimatacdo ao calor, representadas na Tabela 1.

A compreensdo das respostas hormonais na aclimac¢do/aclimatacgdo é assim fundamental

para a manutencdo de um equilibrio térmico mais favoravel.
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Tabela 1 - Lista parcial de adaptag¢Ges enddcrinas durante aclimatagdo ao calor

Tecido Resposta Referéncia

Secregdo de aldosterona
Collier et al. 1982

reduzida
Adrenal
Secrecgdo de glucocorticoides Collier, Doelger, Head, Thatcher
reduzida and wilcox, 1982
Aumento da secregdo de
Alvarez e Johnson, 1973
epinefrina
Aumento da secrec¢do de
Collier et al. 1982
progesterona
Pituitdria Aumento da secre¢ao de
Wetteman e Tucker, 1979
prolactina
McGuire, Beede, Collier,
Diminui¢do da secre¢do se
Buonomo, Delorenzo Wilcox
somatotropina
Huntington e Reynolds, 1991
Figado IGF-I inalterado ou aumentado “
Diminuicdo da secregao de
Tiroide Collier et al. 1982

tiroxina

Diminui¢do da secregdo de
Placenta Collier et al. 1982
sulfato de estrona

1.3. Saliva

1.3.1. Sintese, composicao e fungdes

A saliva é um fluido com interesse, no que diz respeito a pesquisa de biomarcadores com
possibilidades de diagndstico. A saliva total presente na cavidade oral consiste numa mistura
complexa de fluidos provenientes das glandulas salivares maiores (parétida, submandibular e
sublingual), das glandulas salivares menores (glandula mucosa labial, palatinas, glandulas de von
Eber, por exemplo) bem como do fluido gengival (Lamy & Mau, 2012), sendo os termos
“maiores” e “menores” referentes ao tamanho anatémico das glandulas. A saliva total ou mista é
o fluido mais frequentemente estudado e utilizado para a maioria dos estudos sobre a
composicdo da saliva e na avaliagdo de doengas sistémicas, sendo geralmente referida apenas
como "saliva" (Gutiérrez et al., 2014). Consiste numa mistura de fluidos orais e inclui secre¢des

de glandulas salivares maiores e menores, bem como vdrios constituintes de origem ndo-salivar
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(Sreebny, 1989). Apesar de as glandulas maiores diferirem das menores, pela quantidade de
volume produzida, a composicao difere entre as diferentes glandulas.

A glandula pardétida produz uma secregcdo fundamentalmente serosa, com reduzida
concentracdo proteica (apesar da diversidade em tipos de proteinas), enquanto que as glandulas
submandibulares e sublinguais contribuem, principalmente, para a produ¢do de mucinas e de
substancias do grupo sanguineo (Muneta et al., 2010). Uma vez que a contribui¢cdao de cada uma
destas fontes pode variar, essencialmente, de acordo com a atividade do sistema nervoso
simpatico e parassimpatico, a composicdo da saliva pode apresentar variagdes considerdveis ao
longo do tempo (Amerong et al., 2007).

Na figura seguinte (Figura 6) encontra-se uma representacao esquematica dos varios

componentes que, no seu todo, fazem parte da constituicdo da saliva total.

Glandulas salivares Sangue e seus derivados
Agua \ / Soro e as células
Proteinas Fluido gengival
Eletrdlitos

Pequenas moléculas organicas Sali
aliva <4— Substancias extrinsecas

/ Restos de comida
Microbiota \

B?cterlas orais Outros fluidos
Virus o .
Secrecdes nasais e dos
Fungos ; . o .
Células endoteliais brénquios

Figura 6 - Componentes da saliva total ou mista (adaptado de Kaufman & Lamster, 2002).

Por outro lado, a saliva origindria de uma glandula especifica pode ser recolhida
diretamente a partir das glandulas salivares parotida, submandibular, sublingual, e glandulas
salivares menores (Kaufman & Lamster, 2002). O mesmo autor referiu a utilidade da recolha e
avaliacdo das secre¢des das glandulas salivares individuais, no que diz respeito a uma infegao,
bem como uma obstrucdo, no entanto, a recolha da saliva existente na cavidade oral é um
método mais frequentemente estudado para o diagndstico de doencas sistémicas.

Nas glandulas salivares sdo encontradas células acinares, varias células do sistema de
ductos e células mioepiteliais. As glandulas salivares sdao assim compostas por células epiteliais
especializadas, estando a sua estrutura dividida em duas regibes especificas: a regido acinar e
ductal. A regido acinar é onde o fluido é produzido e onde a maior parte da sintese de proteina e

secre¢do ocorrem. Os aminoacidos entram nas células acinares por transporte ativo, onde se
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conjugam em proteinas, que sdo armazenadas em granulos, sendo estas ultimas libertadas em
resposta a estimulacdo de secrecdo (Castle, 1993 citado por Kaufman & Lamster, 2002).

As células acinares, onde a saliva é produzida em primeiro lugar, determinam o tipo de
secrecao produzida a partir das varias glandulas. A secrecdo pode ser classificada como serosa,
mucosa ou mista. As secre¢des serosas sdo produzidas principalmente a partir da glandula
parétida, secre¢cGes mucosas das glandulas menores e secre¢ées serosas e mucosas das glandulas
sublinguais e submandibulares (Roth & Calmes, 1981).

Tem sido proposto que a composicao de proteinas da saliva varia consideravelmente entre
as espécies, refletindo diferentes dietas e modos de digestdo (Lamy et al., 2011). As proteinas
mais abundantes na saliva de mamifero sdo a-amilase, as proteinas ricas em prolina, histatinas,
cistatinas, mucinas, imunogloblinas, anidrase carbdnica e a lactoperoxidase (Sousa-pereira et al.,
2013). A saliva é também composta por hormonas e eletrdlitos, tais como célcio, o fosfato, o
sodio, o potassio, os bicarbonatos, o cloro e o ferro (Areias, 2011). Sdo também encontradas na
saliva imunoglobulinas, proteinas, enzimas, mucinas e produtos azotados, tais como a ureia e o
amoniaco. Estes componentes interagem de diferentes formas, consoante a funcdo que
desempenham. Os bicarbonatos, fosfatos e ureia regulam o pH e a capacidade de tampao da
saliva; as macromoléculas e as mucinas tém como funcdo limpar, aglomerar e/ou anexar
microrganismos; o cdlcio, fosfato e algumas proteinas atuam num conjunto para modular a
desmineralizacdo e remineraliza¢do; as imunoglobulinas, proteinas e enzimas proporcionam uma
acdo antibacteriana (Humphrey & Williamson, 2001). Cada composto ocorre geralmente em
pequenas quantidades, variando de acordo com as alteragGes do fluxo, ainda que continuem a
desempenhar funcgdes importantes. As proteinas desempenham mais do que uma funcao,
podendo estas ser semelhantes, mas em diferentes graus, atuando a favor e contra o hospedeiro
(Levine, 1993).

A saliva é um liquido diluido, composto por mais de 99% de dgua, sendo os restantes 1%
relativos aos compostos acima referidos. O pH normal da saliva é ligeiramente acido, na gama de
6 a 7, no caso dos seres humanos, podendo existir diferengas na composicao das secre¢bes das
glandulas individuais (Humphrey e Williamson, 2001).

A principal funcdo da saliva é auxiliar no humedecimento e pré-processamento dos
alimentos, bem como na degluti¢cdo. Para além disto, auxilia também no processo digestivo. Para
tal a saliva contém enzimas, incluindo proteases, lipases e glicohidrolases, que iniciam o “break-
down” dos componentes dos alimentos (Lamy et al, 2012). As funcbes da saliva podem ser
organizadas em cinco categorias principais, que servem para manter a salde da cavidade oral e

criar um equilibrio ecolégico apropriado, sendo estas a lubrificacdo e protecdo, acdo de
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tamponamento e de apuramento, manutencdo da integridade dos dentes e tecidos, atividade
antibacteriana, percec¢do do gosto e digestdo (Mandel, 1987).

As mucinas, componentes lubrificantes da saliva, sdo produzidas nas glandulas salivares
mucosas, maiores e menores. Sdo proteinas complexas que estdo presentes predominantemente
com duas gamas de massas moleculares (“leves” e “pesadas”) (Tabak, 1990). Possuem
propriedades tais como baixa solubilidade, alta viscosidade e elasticidade e forte adesividade
(Humphrey e Williamson, 2001). As mucinas também desempenham uma fungdo antibacteriana
ao permitirem a adesdo seletiva de microrganismos as superficies dos tecidos orais, o que
contribui para o controlo da colonizacdo de bactérias e fungos. As secrec¢bes das glandulas
submandibulares e sublinguais contém mucinas com elevada e baixa massa molecular, que
correspondem a mucinas altamente glicosiladas (MG1) e pouco glicosiladas (MG2),
respetivamente (Tabak, 1990).

As acdes de tampdo e limpeza sdo uma segunda funcdo da saliva através dos
componentes bicarbonato, fosfato, ureia, proteinas e enzimas. O bicarbonato é o sistema
tampdo mais importante, uma vez que age como um tampao por neutralizar acidos (Humphrey e
Williamson, 2001).

As glandulas salivares, por serem glandulas exdcrinas, segregam um fluido contendo
agentes imunoldgicos e ndo imunoldgicos, para a protecdao das superficies das mucosas.
O conteldo imunoldgico da saliva inclui IgA, IgG e IgM. Por outro lado, o conteudo salivar ndo
imunolégico é constituido por proteinas especificas, mucinas, péptidos e enzimas (Humphrey e
Williamson, 2001). A IgA, a maior componente imunoldgica de saliva, € uma imunoglobulina
produzida por células plasmaticas em tecidos conjuntivos. Enquanto ativa em superficies
mucosas, pode neutralizar virus, servir como um anticorpo para antigénios bacterianos, bem
como aglomerar agentes bacterianos, inibindo assim a fixagdo bacteriana aos tecidos (McNabb &
Tomasi, 1981). Outras imunoglobulinas presentes na saliva encontram-se em menores
guantidades e, provavelmente, tém origem no fluido gengival (Roth & Calmes, 1981).

O conteldo antibacteriano imunoldgico e ndo imunoldgico da saliva tem origem em duas
fontes diferentes, com origem no plasma e nas células do ducto, com diferentes respostas a
estimulacdo e diferentes niveis de conteuddo. O contelddo antibacteriano ndo imunoldgico, como
proteinas salivares, mucinas, péptidos e enzimas, bem como os produtos originarios de células
acinares da glandula, ajudam a proteger a microflora da cavidade oral (Rudney, 1995)

As lisozimas, derivada das células basais de ductos estriados das glandulas parétidas,
destroem e inibem o crescimento bacteriano (Grant, 1988, citado por Humphrey SP e Williamson
RT, 2001). Por outro lado, as glicoproteinas, aglutininas, proteinas ricas em histidina e proteinas

ricas em prolina vdo aglomerar as bactérias. Este processo de "aglomeracdo" reduz a capacidade
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das bactérias para aderirem as superficies dos tecidos da cavidade oral e, assim, controlar a flora
bacteriana, fungica e viral (Mandel, 1989). No entanto, as concentracdes de proteinas salivares,
assim como outros componentes, também podem estar sujeitos a variacbes circadianas,
podendo ser afetadas pelo stresse, alteracdes hormonais bem como possiveis patologias
(Rudney, 1995).

Por fim, uma quinta fun¢do da saliva consiste na perce¢do dos diferentes gostos bem
como auxilio na digestdo. No caso dos humanos e de algumas espécies animais, a saliva participa
na digestdo, através da amilase, ao iniciar a degrada¢do do amido (Mandel, 1987). No caso dos
ruminantes, esta proteina salivar ndo esta presente, ndo sendo, no entanto de excluir alguma
participacdo da saliva em processos digestivos, através da participacdo de algumas outras

proteinas, ndo se verificando esta situacao no caso dos ruminantes.

1.3.2. Fatores que afetam a quantidade e qualidade da saliva

Durante o processo de secre¢do de saliva existem varias situa¢cdes que podem alterar a
quantidade e qualidade da saliva produzida.

No caso de alteragbes da temperatura, nomeadamente aumento desta, podem existir
alteracbes na quantidade de saliva produzida. Ao longo do processo evaporativo os animais
perdem calor através da sudacdo, das secre¢cbes das vias respiratorias e da saliva. O
arrefecimento evaporativo é uma forma que os animais homeotérmicos perderem calor quando
a temperatura do ambiente é superior a temperatura corporal (Robinson, 2004, citado por Cruz
et al.,, 2011). Neste contexto, a salivacdo excessiva é uma das atitudes comportamentais
demonstradas pelos animais que se encontram sob stresse térmico (Fuquay et al., 2011).

O processo de secre¢do de saliva, nas glandulas salivares, é também influenciado, em
grande parte, pela nutri¢dao. Estudos na morfologia e bioquimica indicaram que a deficiéncia de
proteina resulta numa deficiéncia de secre¢do de proteinas na saliva (Johansson et al., 1994). A
relagao entre a fungdo das glandulas salivares e comportamento de ingestdo em ruminantes foi
sugerida por Hofmann (1989), que descobriu que o tamanho das glandulas salivares em
ruminantes estd relacionado com os niveis de metabolitos secundarios (por exemplo, taninos)

presentes na sua dieta habitual.

Segundo Mertens (2001), uma reducdo no nivel de fibra efetiva na dieta origina uma menor
mastigacdo pelo animal, originando assim uma menor secre¢do de saliva, com capacidade de
tampao, maior producdo de acidos gordos volateis, diminuicdo do pH ruminal, altera¢des na

atividade microbiana, resultando numa redugdo na relagdo acetato:propionato (A:P). Os animais
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produzem mais saliva quando mastigam o alimento do que do que quando estdo em repouso,
sendo esta menor mastigacao resultante numa menor salivacdao e num efeito de tampao ao nivel
do rumen (Bianchini et al., 2007).

Existem vdrios mecanismos que promovem a secrecao de saliva, tais como estimulos
mecanicos, como o ato de mastigar, gustativos e olfativos. Outros fatores que afetam a secrecao
incluem fatores psiquicos, tais como dor, certos tipos de medicacdo e varias doencas locais ou
sistémicas que afetam as préprias glandulas (Grant, 1988, citado por Humphrey SP e Williamson
RT, 2001).

Existe uma grande variabilidade individual na estimulacao salivar e tipo de célula secretora,
o que faz com que o conteudo salivar difira de individuo para individuo. As variacées de fluxo
também variam conforme o ciclo circadiano. Este afeta ndo s6 o fluxo, mas também o nivel de
concentracdo dos componentes salivares, tais como eletrélitos e proteinas (Rudney, 1995).

Quando a composicdo da saliva é insuficiente e/ou existe uma reducdo do fluxo salivar,
(hiposalivacdo), pode ser devido a uma disfuncéo da glandula salivar, temporaria ou permanente.
A hiposalivagdo é um termo baseado em medidas objetivas da secregao de saliva, onde as taxas
de fluxo sdo significativamente mais baixas do que os "valores normais" geralmente aceites
(Pedersen et al, 2002). Fatores como distirbios hormonais, doencas inflamatérias,
gastrointestinais e desnutricdo sdo alguns exemplos de doencas que afetam indiretamente a
funcdo das glandulas salivares.

Em suma, o processo de secrecdo de saliva pode ser influenciado pela mastiga¢do (ou
ruminagdo, no caso dos ruminantes), aumentando a secrecdo de saliva, pelo tipo de alimento,
estando os alimentos fibrosos e secos responsaveis pelo aumento da produgao de saliva, e pelo
olfato. A saliva, para além de ser produzida espontaneamente a partir de certas glandulas em
algumas espécies, é controlada pelo sistema nervoso auténomo, que desempenha um papel

fundamental no mecanismo de secregao.

1.3.3. Particularidades salivares dos ruminantes

Para além do que foi descrito anteriormente, a salivacdo nos ruminantes apresentam
algumas particularidades, no que diz respeito as fun¢des e composi¢cdo. Nos bovinos, a disposi¢do

das glandulas salivares, na cavidade oral, estdo representadas na figura seguinte (Figura 7).
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Figura 7 - Representacdo topografica das glandulas salivares: sublingual (1), mandibular (2), parétidas
(3) (adaptado de Hofmann (1989).

Os ruminantes sdao conhecidos por produzirem saliva que atua, principalmente, como um
tampdo de bicarbonato-fosfato, possuindo um pH médio de 8,1 (McDougall, 1948), o que ajuda
no tamponamento dos acidos gordos volateis, produzidos durante a digestdo ruminal,
desempenhando um papel importante no equilibrio hidrico e de eletrdlitos. A glandula parétida
produz saliva durante a alimentagdo e ruminacgdo, continuando o seu fluxo reduzido durante os
intervalos em que o animal se encontra em repouso. A saliva, proveniente da pardtida, é
produzida em grandes quantidades, ndo contendo amilase, mas possuindo uma elevada
alcalinidade e poder de tamp3o. E, consequentemente, a secre¢do mais importante para a
manutengdo da funcdo normal do rimen (McDougall, 1948).

A producdo de saliva, pelas glandulas salivares, é controlada pelo sistema nervoso e a
composicdo das secregOes salivares pode ser alterada em resposta a varios estimulos. A saliva
serve como um tampao fisiolégico contra variagdes, entre os meios internos e externos (Lamy et
al., 2010). A anidrase carbodnica salivar é de grande interesse, uma vez que promove a regulacdo
do pH local da cavidade oral e do aparelho digestivo, no transporte de didxido de carbono e
bicarbonato, bem como no equilibrio hidrico e de eletrdlitos (Parkkila & Parkkila, 1996). Estando
envolvida na reacao reversivel de conversdo de dioxido de carbono em bicarbonato, é uma
proteina potencialmente importante a nivel de capacidade de tamponamento do rumen. A
capacidade tampao do rumen depende, ndo sé da quantidade de agentes tamponantes na saliva,
mas também da quantidade de saliva produzida. A producdo de saliva aumenta quando aumenta
a ruminacdo e diminui quando o animal estd menos tempo a ruminar, que esta relacionado com

o conteudo efetivo de NDF da dieta (Block & Cummings, n.d.).

Os bovinos podem segregar cerca de 200 litros de saliva por dia, que contém uma grande
diversidade de compostos, incluindo hormonas, metabolitos e proteinas, que contribuem para o
processo digestivo (Ang et al., 2011). Segundo Block e Cummings, estima-se que uma vaca com

um peso de 650 kg, consumindo alimentos fibrosos, ird produzir 280 litros de saliva num periodo
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de 24 horas. A reciclagem de ureia, que ocorre na saliva, desempenha um papel importante no
metabolismo, constituindo uma fonte de nitrogénio ndao proteico para os microrganismos
ruminais (Gomes et al., 2006).

A composicao da saliva de bovinos é um pouco diferente do que a maioria de outras
espécies estudadas, uma vez que possui altos niveis de anidrase carbdnica, ndo possui amilase
salivar, como foi referido e contém uma grande proporg¢ado de proteinas também presentes em
circulacdo (Ang et al., 2011). Esta desempenha um papel fundamental no transporte do alimento
ingerido durante a ruminacao (Ang et al., 2011). Possui uma grande quantidade de proteinas do
soro, como a albumina, relativamente a proteinas sintetizadas nas préprias glandulas, o que
demonstra o papel da parétida dos ruminantes para a secrecao de eletrélitos e fluidos, com uma
funcdo mais marcada no tamponamento do que na secrecdo de proteinas, ao contrario de
animais ndo ruminantes (Lamy et al., 2008; Lamy et al., 2009). Para além disto, possui ainda a
lipase salivar, que atua na hidrélise de triglicerideos. No entanto, esta enzima é produzida em
maior quantidade em animais jovens (alimentados com leite), diminuindo a sua expressdo com o
aumento do consumo de alimentos grosseiros (Radostits & Bell, 1970).

Em suma, a saliva desempenha vdrias funcdes nos ruminantes, tais como manutencado da
capacidade de tamponamento no rumen, auxilio na mastigacdo e degluticdo, promocdo da
atividade das enzimas, bem como fornecer nutrientes para microrganismos ruminais. A grande
quantidade de bicarbonatos produzidos na saliva ajuda a proteger o rimen contra altera¢Ges de
pH, causadas pelos 4acidos produzidos durante a fermentacdo. A mucina, ureia, fdsforo,
magnésio, cloreto estdo presentes em concentragdes relativamente elevadas na saliva, o que

permite o fornecimento de nutrientes disponiveis para microrganismos ruminais.

1.4. Biomarcadores Salivares

Por definigdo, um biomarcador é uma caracteristica que pode ser medida e avaliada como
um indicador de processos biolégicos normais, processos patoldgicos ou respostas
farmacoldgicas a intervencbes terapéuticas. Varias aplicagdes dos biomarcadores tém sido
descritas, incluindo o uso de biomarcadores para diagnosticar a presenca ou auséncia de uma
determinada doenca (Taba et al., 2005).

Atualmente, os biomarcadores tém sido usados em varias areas, tais como em oncologia,
neurologia, doencas cardiovasculares, respiratérias, bem como em doencgas inflamatdrias e
endocrinopatias (Lavrador et al., 2015). A identificacdo e a quantificacdo de biomarcadores sdo

assim importantes para a avaliagdo das respostas fisioldgicas e clinicas dos animais, dando
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suporte as decisOes terapéuticas, a definicio dos programas de tratamento e de maneio e a
gestdo das alteragdes observadas num individuo ou numa populagao.

O uso da saliva como uma fonte de biomarcadores, para condicdes fisioldgicas e
patoldgicas, é uma abordagem promissora, principalmente devido a grande vantagem da
natureza nao invasiva deste fluido (Lamy, 2015). Tal como ja foi referido, a saliva é composta por
uma mistura de proteinas, iGes e outros compostos organicos, produzidos principalmente pelas
glandulas salivares, com uma percentagem proveniente do sangue (Wu et al., 1993). Desta
forma, a conexdo entre as fontes locais (glandulas salivares) e as sistémicas (sangue) torna a
saliva um fluido importante para a pesquisa de biomarcadores de doencas ou para estudar um
estado fisioldgico em particular (Bailey, 1961).

O alto potencial de saliva como fonte de biomarcadores foi um dos principais

responsaveis pelo grande interesse neste fluido (Lamy et al., 2012).

A saliva é um fluido que se obtém facilmente, a partir de um grande nimero de animais,
de uma forma ndo invasiva, e contém uma grande diversidade de compostos, incluindo
hormonas, metabolitos e proteinas que podem ser uma boa fonte de biomarcadores da saude e
doenca (Ang et al., 2011). Comparativamente ao sangue, é facilmente acessivel e pode ser obtida
de uma forma ndo invasiva e sem causar stresse ao animal, o que possibilita a recolha de um
grande numero de amostras, bem como de repeticGes, mesmo em intervalos de tempo curtos
(Ang et al., 2011).

Um biomarcador deve possuir caracteristicas e qualidades fundamentais, o que
dependerd da utilizacdo prevista (Aronson, 2005), devendo ser preciso, sensivel e especifico. A
identificacdo e quantificagdo de biomarcadores também proporciona uma oportunidade para
avaliar, com precisdo, as respostas clinicas, para decisdes de possiveis tratamentos (Moore et al.,
2007). A nivel bioldgico, a espécie, raca, sexo e idade do animal devem ser tidas em
considera¢do, uma vez que podem resultar em diferengas significativas na composicao dos
fluidos corporais. Além disso, o estado de reprodu¢dao do animal, as variagdes circadianas e a
dieta também sdo fatores importantes a ter em considera¢do na pesquisa de biomarcadores
(Moore et al., 2007).

As proteinas salivares de seres humanos tém recebido uma ateng¢do substancial, tanto
em termos de identificacdo e caracterizagdo, bem como as propriedades funcionais, sendo a
saliva dos animais menos estudada. No entanto, o interesse para este Ultimo esta a ser cada vez
maior, devido a conveniéncia da utilizacdo de modelos animais para diversas condi¢des
patoldgicas e fisioldgicas e, devido ao potencial deste fluido para o diagndstico de doencas e para

a compreensdo de estados fisioldgicos e comportamentais importantes na produgdo animal
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(Lamy et al., 2012). Identificar os tipos de proteinas na saliva de bovinos e, posteriormente,
desenvolver testes de rastreio para os mesmos, é importante para desenvolver uma base de
estudo para a descoberta de biomarcadores na saliva de bovinos e avaliar a eficacia deste fluido
bioldgico, para fins de reproducdo, producdo e gestdo (Ang et al., 2011).

A proteédmica tem sido bastante usada no contexto de pesquisa de biomarcadores
salivares. Uma abordagem da proteémica para a descoberta de biomarcadores requer a
combinacdo de tecnologias de separacdo eficientes e rigorosas e espectrometria de massa de
alta resolucdo (Rifai et al., 2006). A utilizacdo da protedmica, relativamente a pesquisa de
biomarcadores, consiste na identificacdo e caracterizagdo de proteinas, presentes num
determinado tecido ou fluido bioldgico, a avaliacdo da expressao diferencial de proteinas entre
diferentes amostras, ou a detecdo e avaliacdo da modificacdo de determinadas proteinas
(Boehmer, 2011).

A andlise do proteoma salivar emerge assim num campo de elevado interesse, com o
futuro objetivo de manter e melhorar a produtividade e bem-estar animal. Para além disto, a
analise e identificacdo de proteinas salivares e peptideos torna-se um pré-requisito necessario
para identificar biomarcadores de doencas em animais bem como uma forma de perceber e
estudar a fisiologia animal (Lamy & Mau, 2012).

Pesquisas recentes, relativas a andlise do proteoma da saliva humana, tém mostrado que
os biomarcadores salivares podem contribuir para a detecdo de doencas sistémicas e locais,
desde a padronizagdo dos procedimentos de amostragem adequados. Recentemente, foram
demonstradas algumas funcgGes interessantes e inovadoras, para diferentes familias de péptidos
e proteinas especificas, que podem desempenhar aplicagbes biotecnolégicas relevantes
(Castagnola et al., 2011). Atualmente a saliva é utilizada, de forma eficaz, para a detecdo de
anticorpos especificos, hormonas e produtos farmacéuticos. No entanto, o seu uso generalizado
para diagndstico é complicado devido ao dinamismo e polimorfismo, caracteristico do proteoma
salivar (Castagnola et al., 2011).

Alguns estudos estdo a ser desenvolvidos, demonstrando que a composi¢ao da saliva, e
particularmente o proteoma salivar, contém informagGes sobre as necessidades nutricionais,
adaptacles a dieta e ao meio ambiente, e também sobre o bem-estar e estado de saude dos
animais. Um dos principais aspetos que tem limitado os avan¢os na protedmica salivar dos
animais tem sido a quantidade limitada de proteinas animais presentes em bases de dados de
proteinas. Hoje em dia, este aspeto torna-se menos problematico, devido ao crescente nimero

de espécies com genoma sequenciado (Lamy, 2015).

Na ciéncia animal, tal como em todas as outras areas das ciéncias bioldgicas, o estudo da

protedmica constitui um passo importante para a compreensdo mais detalhada dos sistemas
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bioldgicos mais complexos, que controlam a fisiologia e patologia dos seres vivos. No caso dos
animais de interesse zootécnico, sendo criados em grande escala, com o objetivo de obter
produtos de origem animal para consumo humano, surge a necessidade de compreender as
caracteristicas bioldgicas que possuem um impacto no rendimento e na qualidade do produto
(Bendixen et al.,, 2011). Desta forma, os biomarcadores que possam ajudar a otimizar um
equilibrio sustentavel entre a produtividade, a qualidade do produto e o bem-estar animal sdo de
extrema importancia (Bendixen et al., 2011).

O interesse pelos estudos da protedmica em animais de interesse zootécnico aumentou na
ultima década, tendo sido realizados estudos com o objetivo de compreender as caracteristicas
bioldgicas importantes para a producdo de carne e leite (Bendixen et al., 2011).

Geralmente, os estudos de protedmica realizados em bovinos e suinos, estdo direcionados
para a melhoraria da qualidade do produto (Guy & Fenaille, 2006). Recentemente, os estudos
realizados com animais de producdo, também se direcionam para dreas como a saude e bem-
estar animal, podendo isto ser controlado e reforcado através de biomarcadores especificos
(Bendixen et al., 2010). Desta forma, a saliva, com o seu contelido de centenas de péptidos e
proteinas, eletrdlitos, hormonas e outros componentes, pode ser uma fonte de biomarcadores
gue ajudam a avaliacdo dos fatores de stresse devidos a md nutricdo, bem como doencgas ou
infecBes virais em animais de producdo (Lamy & Mau, 2012). Recentemente, os proteomas na
saliva de bovino e suino foram analisados para encontrar biomarcadores de doencas ou estados
fisiolégicos. Num estudo realizado por Ang et al. (2011), onde utilizou trés metodologias
diferentes para caracterizar o proteoma salivar de bovinos, foram identificadas 402 proteinas
salivares e 45 Glicoproteinas ligadas ao N terminal, incluindo uma grande fragdo de proteinas ndo
caracterizadas.

A nivel da pesquisa de biomarcadores na saliva de ruminantes, os principais estudos,
utilizando técnicas de protedmica, estao relacionados com aspetos nutricionais, particularmente
em termos de consumo de metabolitos secunddrios de plantas. Algumas proteinas salivares, tais
como proteinas ricas em prolina, parecem estar presentes em “browsers” mas ausente em
“grazers” (Fickel et al., 1998). Segundo um estudo realizado, foram observadas algumas
diferengas entre os proteomas salivares de ovinos e caprinos, devido a variagGes nas dietas das

duas espécies (Lamy et al., 2011).

1.4.1. A saliva e o stresse térmico

No que diz respeito a situagdes de stresse, o parametro salivar mais vulgarmente avaliado

é o cortisol salivar. Este parametro é, hoje em dia, utilizado como biomarcador de stresse
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psicolégico e de doengas mentais ou fisicas relacionadas (Hellhammer et al., 2009). A
concentracdo de glucocorticéides na saliva rapidamente se torna proporcional a concentracao de
glucocorticéides no plasma sanguineo, pelo que a medicdo de glucocorticdides salivares tem
vindo a ser considerada util como um indicador de bem-estar (Broom, 2006). Os niveis reais de
cortisol salivar sdo mais baixos do que os niveis de cortisol livre no soro, possivelmente devido a
degradacdo enzimatica nas células epiteliais salivares, durante a divisdo celular (Quissell, 1993),
no entanto, a taxa de difusdo de hormonas esteroides, particularmente o cortisol, é
suficientemente elevada para manter uma relagcdo constante das concentragdes hormonais entre
os niveis salivares e de soro, independentemente do fluxo salivar (Kaufman & Lamster, 2002). Tal
como é muitas vezes referido, o cortisol sanguineo ndo permite uma compreensdo completa do
stresse térmico, devido ao seu ciclo circadiano e porque estd relacionado com outros tipos de
stresse. O proprio facto da recolha de sangue envolver uma picada, pode constituir um motivo de
stresse que interfira nos resultados (Negrdo et al., 2004). O cortisol salivar, que é utilizado como
uma forma ndo-invasiva de medir este metabolito, apesar de ter a vantagem de nao ter stresse
associado a recolhas de amostra, também apresenta as limitagdes mencionadas (Hellhammer et

al., 2009).

A testosterona é uma hormona que também pode ser identificada na saliva. Num estudo
realizado foram detetados niveis de testosterona salivares que propuseram a utilizacdo dos
niveis de testosterona salivar para avaliar a funcdo testicular (Walker et al., 1980). Por outro lado,
o estradiol também pode ser detetado na saliva em concentracdes que representam apenas 1 a
2% das concentragdes séricas (valor muito reduzido) (Kaufman & Lamster, 2002).

A saliva foi considerada como um fluido corporal ideal para estudos de investigacdo sobre
stresse em suinos, sendo utilizada também noutros estudos de stresse, numa ampla gama de
circunstancias, tais como recolha de sangue (Merlot et al.,, 2011). Por outro lado, a medigdo de
cortisol salivar também é uma pratica utilizada em bovinos. A testosterona e o cortisol podem
entrar na saliva por difusdo nas células das glandulas salivares (Broom, 2003). Os niveis de
cortisol sdo mais reduzidos na saliva, no entanto, os estimulos que causam um aumento de
cortisol no plasma, causam também um aumento de cortisol salivar, comparaveis em vdrias
espécies (Broom, 2003), sendo esta difusdo suficientemente elevada para manter um equilibrio
entre o cortisol livre no plasma e na saliva.

No caso dos bovinos, aqueles que se encontram submetidos a stresse térmico, sofrem uma
leve alcalose metabdlica, pois ocorre aumento da frequéncia respiratdria e, como mecanismo
compensatoério, ha perda de bicarbonato pelos rins, o que diminui o teor do bicarbonato na

saliva, que é um elemento chave para o tamponamento do pH ruminal (Gonzalez & Campos,
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2003). Assim, o bicarbonato presente na saliva também pode ser identificado como um elemento
chave para a detecdo de stresse nos ruminantes.

Foi também proposto que a IgA salivar poderia estar relacionada com situacdes de stresse,
uma vez que deriva da ativacdo do sistema nervoso simpdtico nas glandulas salivares,
submandibular e sublingual (Muneta et al., 2010). Também a atividade da a-amilase salivar foi
sugerida como um possivel biomarcador em suinos, submetidos a situacdes de stresse (Fuentes
et al., 2011), sendo esta também ativada pelo sistema nervoso auténomo, que controla as
glandulas salivares. No entanto, no caso dos ruminantes, esta ndo serd uma proteina a ter em
conta, dada a sua auséncia na saliva destes animais.

Mais recentemente, varios estudos sugerem o uso de proteinas de choque térmico, como
biomarcadores de stresse térmico (Se¢rensen, 2010). No caso da saliva, as proteinas tém sido
amplamente estudadas em seres humanos, devido ao seu potencial como biomarcadores nao-
invasivos de patologia e fisiologia, e nos ultimos anos, a pesquisa surgiu demonstrando o valor
deste fluido em estudos com animais de produgdo (Lamy & Mau, 2012).

As HSP 60, 70 e 90 estdo presentes na saliva de humanos (Chatterjee et al.,, 2014). No
estudo realizado por Lamy et al. (2008), foi identificada na banda c uma HSP90-beta na saliva de
cabras (Capra hircus) e de ovelhas (Ovis aries), sendo que, pelo menos esta proteina de choque
térmico, deve estar presente na saliva de bovinos. No entanto, é necessaria a realizacdo de novos
estudos que provem a sua existéncia na saliva de bovinos. Neste caso, seria interessante a
identificacdo de HSP70, uma vez que que possui uma maior atuacdo na resposta ao stresse
celular.

Os mecanismos de transporte passivos de HSP70 de soro sanguineo, ou de células das
glandulas salivares, podem ser as principais vias de secrecdo salivar de HSP70 (Fabian et al.,

2003).

1.5. Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo é avaliar a presenca de biomarcadores salivares,
relativos a aclimatag¢do sazonal, em vacas de leite, da raca Holstein-Frisian, comparando animais

de diferente potencial produtivo.

1.5.1. Objetivos especificos

e Avaliar a existéncias de diferencas entre os perfis proteicos da saliva mista de vacas de

alta e baixa producdo de leite, em cada um dos diferentes periodos de ensaio [verdo,
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outono (termoneutralidade) e inverno], através de técnicas de separacdo (SDS-PAGE) e
identificacdo de proteinas (espectrometria de massa).

Comparar os niveis de proteinas de choque térmico (HSP 70) salivares, entre periodos e
animais com diferente potencial produtivo, através de imunomarcagdao com anticorpos
comerciais, pela técnica de Western Blot.

Comparar os niveis de cortisol salivar, entre os diferentes periodos de ensaio, e dentro
de cada um destes entre animais de alta e baixa producdo, bem como medir o pH das

referidas amostras e comparar os resultados nos varios periodos e grupos de produgao.
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2. Material e Métodos
2.1. Locais e Laboratorios

Os ensaios experimentais decorreram na Sociedade Nacional Rustica, Nossa Senhora da Vila -
Herdade das Pedras Alvas (38° 41' 10.6362"N e 8° 8' 17.631"W), localizada em Montemor-o-
Novo.

As andlises laboratoriais tiveram lugar em diversos laboratérios do Instituto de Ciéncias
Agrérias e Ambientais Mediterranicas (ICAAM), situado na Universidade de Evora, na Herdade da
Mitra.

A identificacdo de proteinas, por espetrometria de massa, pela técnica MALDI-TOF (Matrix-
assisted laser desorption/ionization), foi realizada nos laboratérios da Faculdade de Ciéncias da

Universidade de Lisboa.

2.2. Animais

Para este ensaio foram selecionadas 15 fémeas de raca Holstein Frisian em lactacdo (8
animais de elevado mérito produtivo e 7 de baixo mérito produtivo). Os animais foram
escolhidos de acordo com critério de sele¢ao, com base em lacta¢des corrigidas aos 305 dias.

Das 15 fémeas inicialmente escolhidas, houve a necessidade de eliminar animais do ensaio
devido a presenca de mastites, aquando do inicio do mesmo, ficando assim para a analise 6
animais por grupo de produgdo. Desta forma, foram analisados 6 animais de elevado mérito
produtivo (mais de 9000Kg/lactacdo), com um valor médio de producdo de 40,81 + 0,96 Kg
(média £ erro padrdo da média) no periodo 1 e 29,98 Kg + 1,39 no periodo 3 e 6 animais de baixo
mérito produtivo (menos de 9000Kg/lactacdo), com um valor médio de producdo de 34,62 Kg +
1,39 (média * erro padrdo da média) no periodo 1 e 24,52 Kg + 0,73 no periodo 3. A escolha dos
animais foi feita de acordo com critérios de homogeneidade entre grupos, i.e.: idade, nimero de
lactagdo, dias de lactagao.

Apds a escolha dos animais de cada grupo de producdo, foram marcados com tinta, para
maior facilidade de identificacdo.

Relativamente a alimentacdo, os animais foram alimentados duas vezes por dia com silagem,
feno e agua ad libitum.

Ao longo do ensaio os animais estiveram sempre estabulados.
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2.3. Organigrama

O organigrama que se segue (Figura 8) representa, de forma esquematica e simplificada,
os procedimentos que foram efetuados, no que diz respeito aos dados e amostras recolhidas em

campo, bem como as analises laboratoriais realizadas.

Trés periodos de ensaio

! !

P1 P2 P3
(altas temperaturas) (termoneutralidade) {baixas temperaturas)

Recolha de dados meteoroldgicos: Globo negro

3
3

6 Altas produtoras & Baixas produtoras

Recolha de dados fisiologicos (4 dias)

-‘

Temperatura
Retal

Recolha de Saliva (final de cada periodo, em 2 dias diferentes)

Centrifuga: 5 minutos, a 3000 rpm, 42C

Andlises laboratoriais

|-‘-

Concentragdo
proteica pelo SDS PAGE Western Blot Bpet::::z;ﬂa de ELISA
método Bradford
Comparagdo Identificagdo de Identificagdo de
perfis proteicos HSP70 proteinas Cortisol salivar

Figura 8 - Organigrama dos procedimentos efetuados
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2.4. Delineamento experimental

2.4.1. Recolha de dados e amostras

Uma vez que se pretendia identificar situagdes em que os animais estariam em

diferentes condic¢bes de stresse térmico, foram realizados trés ensaios em trés periodos distintos:

a) O primeiro ensaio realizou-se no més de Agosto, em condi¢Ges de Verdo, portanto
com temperatura ambiental elevada;

b) O segundo ensaio decorreu no més de Setembro, em condi¢bes de verdo e de
termoneutralidade;

c) O terceiro ensaio foi realizado em Janeiro, em condi¢Ges de Inverno e com baixas

temperaturas ambientais.

Para avaliar a situacdo térmica dos animais, foi medida a temperatura de globo negro,
em todos os periodos do ensaio, com o auxilio de um termdmetro de globo negro. Os
termoémetros foram colocados em dois locais diferentes, no exterior e dentro da instalacdao, com
o objetivo de verificar a temperatura de globo negro a sombra e ao sol. A temperatura foi
medida em trés periodos diferentes: no periodo da manha (8h), a tarde (13h) e ao final da tarde
(16h). Apds ser feita a medicdo das temperaturas de globo negro foram medidas as temperaturas
rectais.

A medicdo da temperatura retal foi feita diariamente, durante o periodo de ensaio (4
dias), apds a 12 ordenha, entre ordenhas e apds 22 ordenha, sendo obtida através de um
termémetro clinico digital, com sinalizagdo sonora apds a estabilizacdo da temperatura maxima e

com precisao de 0.01°C.

Figura 9 - Medicdo da temperatura retal
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As amostras de saliva foram recolhidas em duplicado no final de cada periodo, em dois
dias consecutivos, com recurso a tampdes de algoddo (Salivette®, Sarstedt, Nimbrecht,
Germany) inseridas na boca dos animais com auxilio de uma pinca hemostatica, sendo
imediatamente colocadas em gelo, onde se mantiveram até transporte para o laboratério
(intervalo maximo de 1h). J4 no laboratdrio, as salivettes foram centrifugadas, durante 5 minutos
a 3000 rpm, 4°C, para recuperacao da saliva do algoddo. A amostra de saliva de cada animal foi
transferida para diferentes microtubos (eppendorf), dos quais foram armazenados a uma

temperatura de -25°C, até andlises laboratoriais.

Figura 11 — Tamp3o de algod3o (Salivette®, Figura 10 - Recolha de saliva com tampdes
Sarstedt, Nimbrecht, Germany) de algodao (Salivette®, Sarstedt, Nliimbrecht,
Germany)

Durante o ensaio decorreu também a colheita de bidpsias de pele, pélos, sangue e leite,

comuns para outros trabalhos realizados.

2.4.2. Anadlises laboratoriais

2.4.2.1. Determinacgao da concentrag¢ao proteica pelo método Bradford

As amostras de saliva, provenientes das 2 recolhas de cada um dos periodos, foram
descongeladas e, para cada animal, foi constituido um pool, com as amostras dos dois dias de
recolha, desse animal. Este pool pretende minimizar possiveis variacdes devidas ao efeito dia. A
mistura da saliva de cada animal foi feita com uma micropipeta.

Numa primeira fase foi determinada a concentracdo de proteina total das amostras de
saliva, pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Neste procedimento foram feitas quatro diluicGes para cada amostra, utilizando agua
desionizada ou agua Mili-Q (H20miliQ): diluicdo 16x (75 pL de H20miliQ e 5 uL de amostra),
diluicdo 12x (55 plLde H20miliQ e 5 pL de amostra), diluicdo 8x (35 puL de H20miliQ e 5 plL de
amostra) e diluigdo 4x (30 pL de H20miliQ e 10 pL de amostra). Seguidamente foi tracada uma
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curva de calibragdo, utilizando concentracées de 0 (H20milliQ), 25, 50, 75, 100, 150 e 200 pg/mL
de albumina do soro bovino BSA (Bovine Serum Albumin), colocando 10 pL de cada solugcdo, em
triplicado, nos pocos bem como as respetivas diluicdes das amostras. Apds colocar as solugdes
em triplicado nos pocos, pipetaram-se 200 uL de reagente Bradford em cada poco. Nos 5
minutos seguintes foi feita a leitura num leitor de microplacas (Glo Max®, Promega) a 600 nm.
Posteriormente, para cada placa, tragcou-se uma reta de calibracgdo com os valores das

absorvancias.

2.4.2.2. Eletroforese de Proteinas em Gel de Poliacrilamida — SDS (SDS-
PAGE)

Este procedimento foi realizado para fazer uma separacao eletroforética de proteinas por
SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), em géisde 8 x 10cme 1
mm de espessura.

Foram preparados dois géis: gel de resolucdo (12% de Acrilamida) e gel de concentracdo
(4% de Acrilamida). O gel de resolugdo consistiu em 5mL TRIS (1,5) M, pH 8,8, 8mL
Acrilamida/bis, 6,8mL de 4gua destilada, 200uL SDS (10% solugdo) e 0,15mL APS (0,1g de APS +
1mL H20) e 0,01mL de solucdo TEMED. Apds mistura colocou-se a solucdo entre as placas de
vidro até uma altura de aproximadamente 6cm, seguida de uma camada de cerca de 1mL de
agua destilada e aguardou-se, até que o gel polimerizasse. Apds ocorrer a polimerizagao,
removeu-se cuidadosamente a dgua com papel absorvente. Em seguida preparou-se o gel de
concentragdo, misturando 150mL, 2mL TRIS 0,5M, pH 0,8, 1,06mL Acrilamida/bis, 4,86mL agua
destilada, 80uL SDS, 48uL de APS e 8,8uL de solugdo TEMED. A mistura foi colocada por cima do
gel de resolugdo, seguida da colocagdo de um pente de 10 pogos e aguardou-se até polimerizar.
Montou-se o sistema de eletroforese, preenchendo o recipiente com tampao de corrida (0,025M
Tris, 0,192M glicina, 1% (m/v) SDS). As amostras foram preparadas através de mistura com
tamp&o de amostra (0,125M Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS (v/v), 5% 2-mercaptoetanol, 20% glicerol;
vestigios de azul de bromofenol). Em seguida, as amostras foram aquecidas em banho seco, a
95,5°C, durante 5min, para que ocorra a desnatura¢do das proteinas e passadas imediatamente
para gelo. Num dos pogos de cada gel colocou-se 5 uL de marcador de massas moleculares
(Precision Protein Standard, Dual Color, BioRad, Ref 161-0374). Procedeu-se a corrida
eletroforética, aplicando uma voltagem constante de 140 V, até a frente corrida atingir o fim do
gel (cerca de 1h e 30m). Apds este procedimento, colocou-se o gel numa solucdo de fixagdo com
40% de metanol e 10% de acido acético durante cerca de uma hora. Posteriormente os géis

foram transferidos para uma solu¢do de azul de Coomassie (0,25% Coomassie Brilliant-Blue G-
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250) em 20% etanol para corar os géis, durante duas horas. Seguidamente, os géis foram
descorados, com varias lavagens com agua destilada. Por fim, os géis foram digitalizados, num
scanner de alta resolucdo, para posterior analise da imagem, com auxilio do software
GelAnalyzer2010a.

Na analise dos géis SDS PAGE foram delimitadas todas as bandas correspondentes a cada
lane, para o célculo do volume relativo de cada banda, para posterior comparacdao de amostras

entre géis.

2.4.2.3. Digestao de proteinas em gel

As bandas diferencialmente expressas entre grupos/tratamentos, foram identificadas por

espectrometria de massa. Este procedimento dividiu-se em quatro partes:

a) Remocgdo das bandas do gel

Apds lavar o gel com agua destilada, as bandas pretendidas foram cortadas com auxilio de

um bisturi.

b) Remogdo do corante

As bandas coradas com azul coomassie foram lavadas com 500uL de agua milli-Q, com
agitacdo durante 5 minutos, a temperatura ambiente. Seguidamente removeu-se o liquido e
adicionou-se 500ul de ACN 50%, durante 15 minutos, com agitacdo a temperatura ambiente.
Este procedimento foi repetido até retirar o corante. Adicionou-se de seguida 500uL de ACN
100%, com agitagdo durante 15 minutos, a temperatura ambiente, para “desidratar” o gel. No

final removeu-se o liquido excedente.

¢) Redugdo e alquilagdo

O objetivo deste passo é reduzir as proteinas a péptidos e expor ao maximo os locais de
clivagem. Adicionou-se 50uL DTT 10mM e em seguida foi incubado durante 45 minutos, a 56°C.
Seguidamente os tubos foram arrefecidos a temperatura ambiente, sendo removido o excesso
de liquido. Adicionou-se 50uL de IAA 55mM e deixou-se incubar a temperatura ambiente, sem
luz, durante 30 minutos. Removeu-se o liquido e adicionou-se 500uL de ACN 50%, agitando-se de
seguida durante 15 minutos. No passo seguinte juntou-se 50uL de ACN 100%, com agitacdo
durante 30 minutos. Por fim, o liquido foi removido e o conteldo ficou a secar numa centrifuga,

com vacuo.
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d) Digestdo com Tripsina

Adicionou-se cerca de 25uL de tampdo de digestdo (6,7ng/uL de tripsina e
hidrogenocarbonato de amédnio 50mM) e deixou-se incubar durante 45 minutos a 4°C. Removeu-
se o excesso de liquido que nao foi absorvido. Em seguida adicionou-se cerca de 50uL (o dobro
do volume inicial) de tampdo hidrogenocarbonato de amdnio 50mM, sem tripsina, e deixou-se
incubar “over night”. O digerido foi recuperado para novos microtubos, sendo armazenados a -

20°C, juntamente com os géis.

2.4.2.4. Identificagcdo de proteinas por espetrometria de massa

Neste procedimento foram utlizadas as seguintes solugdes: ACN 50%, acido férmico
0,1%, ACN 100% e acido férmico 98%.

Para preparar colunas foi colocado ACN 50%, numa ponta eppendorf de 20uL (para
concentrar e remover sais das amostras), e 4uL de resina (coluna de fase reversa Poros R2),
fazendo pressdo de seguida, com auxilio de uma seringa. Na fase seguinte, adicionou-se 50uL de
acido férmico 0,1%, para equilibrar a coluna, fazendo em seguida pressdo com a seringa para
retirar a solucdo da ponta eppendorf. Seguidamente procedeu-se a lavagem da placa de MALDI,
com dgua destilada e 4gua milli-Q. Posteriormente, a placa foi limpa com papel e lavada
novamente com ACN 100%. Deixou-se secar. Numa outra fase, colocaram-se as amostras nas
colunas, sendo as mesmas eluidas para a placa MALDI através da solucdo de matriz a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA; Fluka) numa concentragdo de 10ug/uL em 50% ACN com 0,1% TFA.
As massas monoisotdpicas dos péptisos foram determinadas utilizando o algoritmo SNAP 2 (Data

Analysis software version 3.4, BrukerDaltonics)

2.4.2.5. Western Blot para dete¢ao de HSP70

a) Transferéncia das proteinas do gel para a membrana

Nesta técnica utilizaram-se géis de poliacrilamida com uma espessura de 0,75 mm. Apds a
separacdo das proteinas em géis de 12% poliacrilamida (SDS-PAGE), colocou-se o gel num
recipiente com tampdo de transferéncia [Tris-HCI 25mM, pH 8,3; glicina 192mM; metanol 20%
(v/v); SDS 0,037% (m/v)], durante aproximadamente 15 minutos, para equilibrar. Em seguida,
cortou-se a membrana PDVF (difluoreto de polivilideno) do tamanho semelhante ao dos géis. As
folhas foram, posteriormente, colocadas em metanol puro (100%), durante 5 segundos, para

tornar a membrana hidrofdbica. Seguidamente, montou-se o equipamento de transferéncia.
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Neste passo utilizou-se uma cassete, onde se colocou, em cima da parte preta da cassete, uma
esponja e papel de filtro; em cima do papel de filtro colocou-se a membrana com o gel, para que
o gel contacte com o papel de filtro; por cima da membrana colocou-se novamente papel de
filtro e uma esponja por cima do papel de filtro. De seguida, as cassetes foram fechadas e
colocadas na tina. Colocou-se, posteriormente, na tina de eletroforese, juntamente com um
acumulador de gelo, o tampao de transferéncia e um magneto no fundo da tina, que ficou a
agitar durante todo o processo de transferéncia. Neste procedimento, selecionou-se uma

corrente constante a 350mA, durante 1h.

b) Detegdo da proteina HSP70, transferida para a membrana

Neste procedimento colocou-se a membrana numa solugdo de bloqueio 5% leite em pé
magro em TBS-T [Tris-HCI 25Mm, pH 7,6, Nacl 150mM; 0,1% tween-20], durante duas horas, com
agitacdo, a temperatura ambiente. Seguidamente, as membranas foram incubadas com
anticorpo primario (diluicido de 1:100 e 1:200), durante 2h, com agitacdo, a temperatura
ambiente ou overnight a 4°C. Apds este passo, procedeu-se a lavagem das membranas, utilizando
0,1g de leite em pd e TBS-T diluido 1x, repetindo este procedimento 3 vezes, durante 15 minutos.
Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario (diluicdo de 1:5000),
durante 1h e 30m, com agitacdo, a temperatura ambiente, ou entdo overnight a 4°C. Procedeu-
se novamente a lavagem das membranas com TBS-T, repetindo-se a lavagem 3 vezes, durante 5
minutos cada. No final, as membranas foram reveladas, utilizando substrato quimiofluorescente.
Neste procedimento, aplicaram-se algumas gotas justapostas de substrato fosfatase alcalina
numa placa. Colocou-se a membrana em contacto com o reagente durante cerca de 5 minutos,
retirando-se de seguida o excesso de liquido. As membranas foram depois colocadas num
transiluminador (Bio-Rad) para adquirir a imagem das membranas, com a identificacdo da
proteina pretendida.

Numa tentativa de otimizar o protocolo para detecdo de HSP70 em saliva de vaca, foram

testadas diferentes quantidades de proteina total: 1272,4, 1445,6, 1620,7 e 2503,2 pg/mL.

2.4.2.6. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) para quantificagao
do cortisol salivar

Para a quantificacdo do cortisol salivar pelo método ELISA é utilizada uma microplaca de
poliestireno, de 96 pocgos (IBL International). O procedimento foi realizado de acordo com as
instrugdes do fabricante. Foram adicionados 50uL das solugées standard (0,00, 0,03, 0,06, 0,20,

0,60, 1,50 e 4,00 pg/dL) de cortisol, e dois controlos de qualidade (solu¢Ses de concentracdo
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conhecida) e amostras de saliva nos respetivos pocos da microplaca, em duplicado.
Seguidamente adicionaram-se 100 pL da enzima conjugada em cada poc¢o, selou-se a placa com
papel adesivo, para evitar perdas por evaporacao, e incubou-se durante 2 horas a temperatura
ambiente (18-25°C) num agitador orbital (450rpm). Seguidamente procedeu-se a lavagem da
placa, para eliminar moléculas ndo adsorvidas. O procedimento experimental envolveu 4
lavagens dos pog¢os com 250 plL de tampao de lavagem diluido. Apds a lavagem, a placa foi bem
seca, batendo sobre papel absorvente. Em seguida adicionou-se 100 pL de substrato (TMB) em
cada pocgo e incubou-se durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-25°C), num agitador
orbital (450 rpm), verificando-se o produto resultante da reagao enzimatica com o aparecimento
de uma substancia de cor azul. Em seguida a reacao foi interrompida com a adi¢do de 100 plL de
solucdo stop (solucdo de acido sulfurico) em cada pogo. Nesta situacdo ocorreu a passagem da
cor azul para amarelo. No final a placa foi lida no leitor de microplacas (Glo Max®), a 450 nm,

usando a leitura 600-650 nm como referéncia.

2.4.2.7. Medicao do pH salivar

O pH das amostras foi medido através da utilizacdo de um potenciometro (HANNA® HI
a31400), a temperatura ambiente de 25,5°C. As medicGes foram feitas com as amostras

descongeladas, no laboratdrio, em todas as amostras dos trés periodos de ensaio.

2.4.3. Analise estatistica

O delineamento experimental do estudo foi um fatorial com dois fatores fixos (periodo e
nivel produtivo). Todas as varidveis foram analisadas de modo a garantir os pressupostos de
normalidade, independéncia e homocedasticidade. O pressuposto da Normalidade foi validado
pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homocedasticidade pelo teste de Levene. Quando estes ndo eram
verificados utilizou-se uma alternativa ndo paramétrica.

Para a comparagdo das médias das temperaturas de globo negro ao sol e a sombra, em cada
um dos periodos, bem como para comparacdo das temperaturas retais entre as varias horas de
medicdo, dentro de cada periodo, utilizou-se uma andlise de variancia (ANOVA).

Para a comparacdo dos valores de pH salivar entre periodos foram realizadas comparages
multiplas a todas as combina¢des de acordo com modelo fatorial. As médias dos volumes
relativos de cada uma das bandas proteicas foram comparadas entre os dois grupos
experimentais (vacas alta vs baixa produgdo), em cada um dos periodos, através de teste t de

Student para amostras independentes.
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As correlagGes de Spearman, para as diferentes varidveis, foram consideradas tendo em
conta o nivel de significancia e o valor de R, sendo esta correlacao utilizada para correlacionar as
varidveis cortisol, pH salivar e temperatura retal média.

A varidvel cortisol, nos varios periodos, foi analisa de acordo com metodologia nao
paramétrica, tendo sido realizados multiplos testes de Wilcoxon com ajustamento de Holm para
evidenciar a existéncia de diferencas estatisticas entre os periodos.

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software SPSS (IBM, version 21) e
RStudio, sendo o nivel de significancia estatistica estabelecido em P <0.05, para um intervalo de

confianga de 95%.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Dados meteoroldgicos — Temperatura de Globo Negro

Ao longo do periodo de ensaio foram registadas as temperaturas de globo negro ao sol e
a sombra, durante os periodos de verdo, com altas temperaturas (P1), e inverno, com baixas
temperaturas (P3), as 8h, 13h e 18h, ao longo dos quatro dias de ensaio, em cada periodo

(Tabela 2).

Tabela 2 - Temperaturas de globo negro registadas diariamente no periodo de verdo (P1) e inverno (P3)

(média % erro padrdo).

Periodo P1 P3
Horas 8 13 18 8 13 18
TGN Sol 28,69+2,42 45,19+4,19 33,25+1,96 10,81+1,68 23,19 +4,83 8,63+0,79

TGN Sombra 19,06 £0,77 26,94+1,19 25,63+1,28 4,25+1,04 8,25+0,69 5,94 +0,69

Durante o primeiro periodo do ensaio (P1) foram observadas algumas oscilagGes na
temperatura de globo negro ao longo dos varios dias, sendo os valores de temperatura
superiores ao sol comparativamente aos valores registados a sombra (35,71 + 2,78 vs 23,88 +
1,23) (P=0,001) (Figura 12). Neste periodo, a temperatura maxima registada foi de 53°Cao sol e a
minima a sombra, com 17°C. Relativamente aos valores de temperatura minima registados,
verifica-se que, com exceg¢ao de dois dias registados as 8h, as temperaturas a sombra foram
sempre superiores a 20°C.

No terceiro periodo do ensaio (P3), os valores de temperatura média ao sol também
foram significativamente superiores aos registados a sombra (14,21 + 2,64 vs 6,15 = 0,7)
(P=0,007), sendo o valor maximo de 35,8°C ao sol, registado as 13h e minimo 1,5°C a sombra, as

8h.
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Figura 12 - Valores da temperatura de globo negro registada ao sol e a sombra, nos dois periodos de
ensaio (médios e erro padrdo). P1 Sol — TGN ao sol no periodo 1; P1 Sombra — TGN a sombra no
periodo 1; P3 Sol — TGN ao sol no periodo 3; P3 Sombra — TGN a sombra no periodo 3. As letras

significam as diferencas significativas observadas entre periodos (minuscula para P1 e maiusculas
para P3), para P <0,05

Pela observacdo do grafico (Figura 12) verifica-se que as TGN médias foram mais
elevadas no periodo de verdo, observando-se no P1, ao sol, uma média de 35,71 £ 4,61°C (média
+ erro padrao da média), sendo este um valor superior ao registado a sombra (23,88 + 2,05°C).

No P3 registou-se uma média de TGN ao sol de 14,21 + 2,61°C e de 6,15 + 1,01°C a
sombra (média * erro padrdo da média), sendo o maximo de 35,75°C ao sol e o minimo 1,50°C a

sombra.

3.2. Dados fisiologicos - Temperatura Retal

Segundo Brown-Brandl et al. (2003), a temperatura retal é considerada um bom
indicador de stresse térmico, refletindo a capacidade do animal em manter o balango entre
producgdo e troca de calor com o ambiente.

No periodo 1 do ensaio foram avaliados os valores didrios de temperatura retal, as 8h
(TR1), 13h (TR2) e 18h (TR3).

No periodo 1 (P1), o valor maximo registado foi as 18h (42°C) e minimo as 8h (37°C).
Neste periodo as altas produtoras atingiram valores médios ligeiramente mais elevados, no
entanto, tanto altas como baixas produtoras no P1, atingiram sempre valores superiores aos
registados no P3, sendo este resultado justificado pelos valores de TGN, registados em ambos os
periodos, serem mais elevados no P1. Estatisticamente verificam-se diferencas significativas nas
temperaturas retais médias entre os periodos 1 e 3 (P = 0,005).

Relativamente aos valores didrios registados as 8h (TR1), verificaram-se diferencas
significativas entre os dois periodos (P = 0,0012), sendo que no P1 a TR1 foi significativamente

superior a do P3 (Figura 13). O mesmo foi verificado na TR2 (13h), cujos valores apresentaram
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diferencas significativas entre periodos (P <0,001), estando os valores significativamente
aumentados no P1 relativamente ao P3 (Figura 14). Os valores de TR3 (18h) também diferiram
significativamente entre periodos (P <0,001), verificando-se também no P1 uma temperatura
significativamente superior a do P3 (Figura 15). Para ambas as temperaturas (TR1, TR2 e TR3),

nao se verificaram diferencas significativas na entre altas e baixas produtoras, em cada periodo.
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Figura 13 - Box plot dos valores de temperatura retal medida as 8h nos 2 periodos de ensaio, para
altas (AP) e baixas (BP) produtoras. Os pontos azul e vermelho dizem respeito aos animais
considerados outliers. As letras A e B dizem respeito a altas e baixas produtoras, respetivamente.
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Figura 14 - Box plot dos valores de temperatura retal medida as 13h nos 2 periodos de ensaio,
para altas (AP) e baixas (BP) produtoras. Os pontos azul e vermelho dizem respeito aos animais

considerados outliers. As letras A e B dizem respeito a altas e baixas produtoras,
respetivamente.
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Figura 15 - Box plot dos valores de temperatura retal medida as 18h nos 2 periodos de ensaio, para
altas (AP) e baixas (BP) produtoras. O ponto vermelho diz respeito aos animais considerados outliers.
As letras A e B dizem respeito a altas e baixas produtoras, respetivamente.

O valor médio mais elevado no P1 foi 39,26 + 0,02°C (média * erro padrdo da média),
registado as 18h. Este valor encontra-se dentro do intervalo sugerido por Robinson (1999), citado
por Cattelam & Martinez (2013), onde refere que a temperatura retal para bovinos de leite pode
variar entre 38,0°C a 39,3°C, dependendo por vezes do mérito genético dos animais, sendo as
vacas de alto potencial genético ou altas produtoras mais sensiveis ao stresse térmico,
comparativamente a animais de baixa producdo. De acordo com Berman et al. (1985) pequenos
acréscimos na temperatura retal, a partir de 39°C, sdo negativamente correlacionados com a
producdo de leite. Um aumento de 1°C é suficiente para reduzir a performance produtiva, na
maioria das espécies pecuarias (Mcdowell et al., 1976), o que demonstra que a temperatura

corporal pode ser um indicador sensivel das respostas fisioldgicas.

No periodo 3 verificou-se um valor maximo de 39,9°C e minimo de 36,2°C, ambos
registados as 13h. No entanto, de acordo com os valores médios, o valor maximo foi de 38,15 *
0,08°C as 18h, estando também este valor dentro do intervalo sugerido por Robinson (1999,
citado por Cattelam & Martinez, 2013). Neste periodo, durante o registo das temperatura ao sol
e a sombra, houve dias de sol alternados com periodos de chuva, o que fez com que a sensagao
térmica ao sol e a sombra ndo apresentasse grandes oscilagdes. No entanto, pelos valores
médios, as temperaturas foram superiores as 13h ao sol, devido ao efeito da radia¢do solar
direta, sendo os valores a sombra mais baixos mas superiores as restantes horas.

Na Figura 16, observa-se a existéncia de diferencas significativas nas temperaturas retais
registadas no P1 (P <0,001) nos animais de alta producdo (P1A), bem como entre as

temperaturas retais, de animais de baixa (P1B) (P <0,001). Por outro lado, no P3, ndo se observa
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a referida diferenca entre as temperaturas retais, tanto nos animais de alta producdo (P3A) (P=
0,287) como nos de baixa producdo (P3B) (P=2,224).

Observa-se que os valores de temperatura retal foram mais elevados as 18h (TR3) no
periodo 1, nos animais de alto e baixo potencial genético, o que sugere que, no periodo de verao,
os animais armazenam calor durante o dia, sendo este dissipado durante a noite, uma vez que as

temperaturas medidas as 8h (TR1) foram sempre inferiores.
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Figura 16 - Valores das temperaturas retais registadas nos dois periodos de ensaio, em animais de alta e baixa
produgdo (média * erro padrao). P1a — Vacas de alta produgdo no periodo 1; P2a - Vacas de baixa produgdo no
periodo 1; P3a - Vacas de alta produgdo no periodo 3; P3b - Vacas de baixa produgdo no periodo 3. TR1 —
Temperatura retal medida as 8h; TR2 — Temperatura retal medida as 13h; TR3 — Temperatura retal medida as 18h.
As letras dizem respeito as diferencas significativas observadas, para P < 0,05

Comparativamente aos valores de temperatura ambiental medidos com o termémetro
de globo negro, observa-se que, no periodo 1, as temperaturas foram mais elevadas as 13h,
apresentando os animais valores médios superiores de temperaturas as 18h. No entanto, as
alteracOes verificadas na temperatura retal média ndo foram muito acentuadas (39,26 + 0,02°C)
(média % erro padrdao da média). Apesar de existirem aumentos consideraveis na temperatura
retal, neste periodo, os animais poderiam nao ter chegado a estar em stresse térmico, pois as
temperaturas retais médias, no periodo 1, ndo chegaram aos valores de temperatura de 39,3°C,
ja considerados de stresse térmico (Robinson 1999, citado por Cattelam & Martinez, 2013). Por
outro lado, considerando simultaneamente AP e BP, no periodo 3, ndo se observaram diferengas

significativas entre as temperaturas retais medidas as 8h, 13h e 18h (P = 0,37).

Apesar das altas temperaturas ambientais registadas durante o dia, um periodo de

arrefecimento durante a noite poderia minimizar os efeitos do stresse térmico e permitir a
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recuperacdo dos animais. Este periodo de arrefecimento pode ser pressuposto pelas
temperaturas mais baixas registadas (menores que 21°C) a sombra, as 8h. Igono et al. (1992,
citado por West, 2003), relatou que, apesar das altas temperaturas ambientais durante o dia, um
periodo de arrefecimento de menos de 21°C durante 3 a 6 horas poderia minimizar a descida da
producdo de leite bem como permitir aos animais tolerar as altas temperaturas durante o dia.
Para além disto, os animais ndo se encontravam expostos a radia¢do solar direta, o que reduz a
carga da radiacdo. Segundo Collier et al. (1981) e Yamamoto et al. (1994), citados por Cattelam e
Vale, 2013), observaram uma maior temperatura retal em animais expostos a radiagdo solar
direta, visto que esta provoca incremento caldrico nos animais, sendo a disponibilizacdo de
sombra importante para manter o consumo de alimento, crescimento e sobrevivéncia dos
animais (Blackshaw e Blackshaw, 1994). Os ultimos autores acima citados relatam ainda que a

sombra reduz a carga de radiacdo em, pelo menos, 30%.

3.3. Concentragao proteica da saliva mista de animais de alta e baixa
produgao

A concentragdo proteica das amostras de saliva mista de animais de alta e baixa
producdo, nos trés periodos de ensaio, apresentou alguma variabilidade inter-individual, estando
estes valores compreendidos entre 325 e 1788 pg/mL.

Relativamente a concentracdo em proteina total, das amostras de saliva, ndo se
observaram diferencas significativas entre grupos de producdo, em nenhum dos periodos
analisados (Figura 17), sendo os valores médios obtidos nos trés periodos, para altas e baixas

produtoras, 959 + 81 e 1081 + 99 pug/mL (média * erro padrdo), respetivamente.
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Figura 17 - Concentragdo proteica das amostras de saliva mista de bovinos de alta e baixa produgao de leite, nos
trés periodos de ensaio (média + erro padrdo da média). P1 — Periodo um; P2 — Periodo dois; P3 — Periodo trés
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3.4. Comparacao do perfil proteico nos trés periodos, entre animais de
alta e baixa producgao

Em termos de perfis proteicos, os resultados foram determinados tendo em conta o valor
médio de cada banda proteica, para cada animal, em cada periodo. No que diz respeito aos perfis
proteicos, apds a separacao das proteinas de acordo com as suas massas moleculares, por SDS
PAGE, foram observadas 16 bandas proteicas consistentemente expressas, com massas
moleculares entre 10 e 200 kDa (Figura 18).

Observaram-se algumas diferencas significativas, em termos de niveis de expressdo de

algumas proteinas, entre vacas com alto e baixo potencial de produgdo nos trés periodos.
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Figura 18 - Perfis SDS PAGE representativos de vacas com alto (AP) e baixo (BP) potencial de producdo de
leite. As bandas assinaladas (d, e, e 0) sdo aquelas para as quais se observaram diferentes expressdes.
Bandas d e o, expressas em niveis mais elevados em AP no periodo 1; banda e expressa em niveis mais

elevados em BP, no periodo 2.

3.4.1. Comparacao do perfil eletroforético entre grupos de produ¢ao no
periodo 1 (verao)

De acordo com a anadlise estatistica realizada, verificaram-se diferencas significativas na
banda d (P = 0,045) (Figura 19), sendo uma banda com massa molecular aparente de cerca de 70
kDa, com expressao aumentada nos animais de alta producao comparativamente aos de baixa

produgdo (5,08 + 0,56% volume vs 3,47 £ 0,27% volume) (média + erro padrdao da média).
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Foram observadas diferencas significativas na banda o (banda proteica de massa
molecular ligeiramente inferior a 15kDa) (P = 0,006) (Figura 18), estando esta significativamente
aumentada em vacas de alto potencial de producdo (10,97 + 1,01% volume vs 6,29 + 0,63%

volume) (média * erro padrdo da média) (Figura 19).
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Figura 19 - Volumes relativos das bandas diferencialmente expressas, observadas nos perfis proteicos (SDS
PAGE) (média + erro padrdo da média), em vacas de altas e baixa produgdo, no periodo 1 (verdo). Banda d -
massa molecular aparente de cerca de 70 kDa; Banda o - massa molecular ligeiramente inferior a 15kDa.
*Diferencas significativas entre altas e baixas produtoras para P <0,05

3.4.2. Comparagao do perfil eletroforético entre grupos de produc¢ao no
periodo 2 (termoneutralidade)

Foram observadas diferencas significativas nos niveis de expressdo da banda b (P = 0,005)
e da banda c (P = 0,008), ambas com expressdo aumentada nos animais de baixa producdo (2,90
+ 0,12% volume e 6,58 + 0,31% volume), comparativamente aos de alta producédo (2,14 + 0,10%
volume e 5,77 £ 0,16% volume) (média + erro padrdo da média), respetivamente (Figura 20).

Relativamente a banda d (70 kDa), apesar de ter apresentado diferencas entre vacas de
alto e baixo potencial de produgcdo no primeiro periodo (animais sujeitos a temperaturas
elevadas), no segundo periodo (temperaturas amenas) continuou a observar-se uma tendéncia
para a referida diferenga (Figura 20). Esta tendéncia em diversos periodos do tempo,
independentes da temperatura, sugere que proteinas salivares com esta massa molecular sdo
potenciais biomarcadores de produgdo, podendo ser Uteis para ajudar na compreensdo de

mecanismos fisiolégicos envolvidos na adaptacdo dos animais.
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A banda e (aproximadamente 60kDa), que também diferiu significativamente entre altas
e baixas produtoras (P = 0,008) (Figura 18), é expressa em niveis mais altos nos animais com
baixas producGes, comparativamente aos animais de altas producdes (10,89 + 0,43% volume vs
13,26 * 0,56% volume) (média + erro padrdo da média), apenas no segundo periodo

(termoneutralidade) (Figura 20).

Relativamente a banda o (banda proteica de massa molecular ligeiramente inferior a
15kDa) também foram observadas diferencas significativas (P = 0,041) (Figura 18) entre altas e
baixa produtoras, estando esta significativamente aumentada em vacas de alto potencial de
producdo (10,97 + 1,01% volume vs 6,29 * 0,63% volume) (média + erro padrdo da média)
(Figura 20). No entanto, é preciso ter em considera¢do que, para um dos grupos de produgdo sé
ha 3 animais em que ha valores para esta banda. Ainda assim, esta diferenca é semelhante a
observada no periodo 1, onde também eram as vacas altas produtoras que apresentavam os
valores médios mais elevados, pelo que eta podera ser uma proteina a ter em conta na avaliacao

do potencial produtivo.
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Figura 20 - Volumes relativos das bandas diferencialmente expressas, observadas nos perfis proteicos (SDS
PAGE) (média % erro padrdao da média), em vacas de altas e baixa producdo, no periodo 2
(termoneutralidade). Banda d - massa molecular aparente de cerca de 70 kDa; Banda o - massa molecular
ligeiramente inferior a 15kDa. *Diferencas significativas entre altas e baixas produtoras para P <0,05
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3.4.3. Comparacao do perfil eletroforético entre grupos de produ¢ao no
periodo 3 (inverno)

No periodo de Inverno ndo se observaram diferencas significativas entre vacas de alta e
baixa producdo, nos perfis proteicos das bandas. Ha, no entanto que ressalvar, que neste
periodo, algumas das vacas baixas produtoras ja ndo se encontravam em lactagdo, o que reduziu

o numero de animais em condi¢des de andlise.

3.5. Identificacao das proteinas presentes nas bandas diferencialmente
expressas

Uma das proteinas de 70kDa que se sabe estar relacionada com o stresse térmico e com
a termotolerancia é a HSP70. Os niveis de expressao desta proteina em células mononucleares
periféricas de bovinos foram referidos como estando relacionados com o potencial produtivo de
vacas Holstein (Deb et al., 2013). Estudos recentes sugerem o uso de proteinas de choque

térmico, tais como a HSP70, como biomarcadores de stresse térmico (Serensen, 2010).

Tendo em conta a presenca de Hsp70 na saliva de algumas espécies animais (Chatterjee
et al., 2014) e o conhecimento da presenca de proteinas de choque térmico na saliva de
ruminantes (Lamy et a., 2008), e pelo facto de uma das proteinas que observdmos como estando
expressa em niveis diferentes ter massa molecular proxima de 70kDa, avalidmos a presenca
desta proteina na saliva de vaca, através de imunomarcacdo pela técnica Western Blot. Nas
condicBes usadas, ndo foi possivel observar marcacdo. Para tornar o método mais eficaz as
amostras foram concentradas, para permitir a aplicacdo de maior quantidade de proteina total
no volume permitido pelo volume dos pogos. Mesmo com uma quantidade de 50ug de proteina,
nao foi possivel a imunomarcagdo desta proteina. Que seja do nosso conhecimento, ndo ha
referéncia a valores desta proteina salivar em saliva de bovinos. Tendo em conta que o mesmo
anticorpo funcionou em tecidos desta espécie, noutro trabalho (Matos, ndo publicado) é possivel
que a auséncia de marcagdo nas amostras de saliva se deva a presenca desta proteina em
quantidades muito reduzidas na saliva, ndo sendo esta metodologia suficientemente sensivel. Em
estudos futuros, técnicas mais sensiveis, como ELISA poderdo ser utilizadas para pesquisar a

presenca e/ou existéncia de diferencas nos niveis salivares desta proteina.

Através de espectrometria de massa (MALDI TOF), identificou-se a banda d como sendo

albumina do soro. Este resultado vai ao encontro do que foi referido por Gonzalez & Rocha
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(1998), onde referem que as vacas Holstein de alta produgdo (>9000Kg/lactagdo) apresentaram
concentracdes mais elevadas de albumina no sangue, do que as vacas de baixa producdo.
Segundo Gonzalez (1997), os niveis de albumina encontram-se relacionados com o desempenho

produtivo e reprodutivo, o que confirma o que foi dito anteriormente.

O alto potencial da saliva como fonte de biomarcadores é devido ao facto de possuir
varias substancias que se encontram em quantidades que se relaciona com sangue (Lamy et al.,
2012). Desta forma, e tendo em conta que a presenca de albumina na saliva se deve a passagem
do sangue para esta, pode-se pressupor a possibilidade da albumina na saliva ser um
biomarcador de potencial produtivo e reprodutivo.

Bernabucci et al. (2015) observou uma maior quantidade de albumina presente no soro,
em animais sujeitos a altas temperaturas (verdo), quando comparada com outras estacgdes.
Também Garcia et al. (2015), num estudo em que relaciona o stresse térmico com os parametros
metabdlicos e do leite em vacas Holstein, referiu um aumento de proteinas em todas as vacas
sob stresse térmico, juntamente com o aumento da albumina, a nivel sanguineo.

A proteina total e a albumina elevada no soro, observada no estudo de Garcia et al.,
(2015), em vacas sob stresse térmico, pode estar relacionada com uma leve (ou transitéria)
desidratacdo observada nos animais. Desta forma, a desidratacdo pode explicar o aumento da
albumina. Segundo o que foi referido, o efeito mais evidente do stresse térmico sobre os
indicadores metabdlicos foi um aumento de proteinas totais e albumina, provavelmente devido a
desidratacdo. Sendo as altas produtoras animais que necessitam mobilizar mais agua, no periodo
de verdo, em que a temperatura ambiental é mais elevada (levando a maiores perdas de agua) e
que a diferenca entre quantidades de leite produzidas entre altas e baixas produtoras é mais
marcada (Silva, ndo publicado) é possivel que as vacas com mérito produtivo mais elevado
estivessem em maior desequilibrio hidrico, relacionando-se este com niveis de albumina mais

elevados.

A banda o (banda proteica de massa molecular ligeiramente inferior a 15kDa), foi
identificada como correspondendo a proteina “polymeric immunoglobulin receptor”, por
espetrometria de massa.

A glandula submandibular e parétida sdo as principais fontes de imunoglobulina A (IgAs),
presente na saliva de humanos e de rato. Estas glandulas produzem recetor polimérico de
imunoglobulina (plgR), que por sua vez transporta IgA na saliva (Sakaguchi et al., 2013). No
entanto, ainda existe pouca informagdo relativamente ao papel da plgR nas glandulas salivares

de ruminantes, particularmente nos bovinos, sendo a informacdo existente pouco especifica.

47



Foi proposto que a IgA salivar poderia estar relacionada com situacbes de stresse, uma
vez que deriva da ativagdao do sistema nervoso simpatico nas glandulas salivares, submandibular
e sublingual (Muneta et al., 2010).

No estudo realizado por Sakaguchi et al. (2013), os autores fizeram uma investigacdo
comparativa de expressao plgR nas glandulas sublingual, submandibular e parétidas de bovinos,
para perceber com maior detalhe o mecanismo de regulacdo da secrecdo de IgA. Segundo os
resultados, os bovinos segregam IgA nas glandulas sublinguais e submandibulares, associados
com o plgR, ndo se verificando esta situagdo no caso das pardtidas de bovinos e ovinos. Para
além disto, verificaram também uma maior densidade de células plasmaticas, que contém IgA, na
glandula sublingual, o que faz com que se pressuponha o facto de esta glandula desempenhar

um papel importante no sistema imunitdrio, da cavidade oral.

No presente trabalho observou-se uma maior expressdo desta proteina, em vacas de
elevado mérito produtivo, no periodo 1, sendo este resultado semelhante ao do periodo 2, onde
também se verifica que as vacas altas produtoras apresentavam os valores médios de plgR mais
elevados. Tendo em conta a possivel relacdo entre IgA salivar e stresse, ndo é de excluir que o
facto de animais de elevado mérito produtivo, numa situacdo de altas temperaturas “sofram”
mais os efeitos do calor que animais de mérito produtivo inferior. Mesmo no periodo 2, e que os
animais se encontram em termoneutralidade, estes resultados podem dever-se ainda a efeitos

do periodo anterior. Esta hipdtese terd que ser melhor explorada em estudos futuros.

3.6. Quantificacdao do cortisol salivar pelo método ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) e medi¢ao do pH salivar

De acordo com a estatistica descritiva, ao comparar os valores médios de cortisol salivar
entre os varios periodos, sem considerar o mérito produtivo, verifica-se no periodo 1, 2 e 3
valores de 1,82 + 0,28 ng/mL, 2,08 £ 0,21 ng/mL e 2,61 * 0,54 ng/mL (média + erro padrdo).

Relativamente ao pH salivar, os valores médios estiveram prdoximos para ambos os
periodos: 8,5+ 0,1 no P1,8,5+0,1 noP2e8,3+0,1noP3, sendo o valor maximo e minimo no P1
de 8,9 e 7,9, respetivamente. A saliva dos ruminantes atua como um tampao de bicarbonato-
fosfato, possuindo um pH médio de 8,1 (McDougall, 1948), sendo este valor semelhante aos
valores médios obtidos no presente trabalho.

Ao comparar os niveis de pH entre grupos de producdo e periodos (P1, P2 e P3)
verificam-se diferengas significativas entre periodos, em que os valores médios do P2 sdo

superiores aos valores médios do P3 (P = 0,011). No periodo 2, os valores médios obtidos para o

48



grupo a (altas produtoras) sdo mais elevados que os do grupo b (baixas produtoras) (P = 0,044)

(Figura 21).
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Figura 21 - Box plot dos valores de pH salivar nos trés periodos de ensaio, para altas e baixas produtoras. O
asterisco a vermelho diz respeito a um animal considerado outlier. As letras A e B dizem respeito a altas e
baixas produtoras, respetivamente.

No caso dos bovinos, aqueles que se encontram submetidos a stresse térmico, sofrem
uma leve alcalose metabdlica, pois ocorre aumento da frequéncia respiratéria e, como
mecanismo compensatorio, ha perda de bicarbonato pelos rins, o que diminui o teor do
bicarbonato na saliva, que é um elemento chave para o tamponamento do pH ruminal (Gonzalez
& Campos, 2003). Uma redugdo do pH ruminal poderia, eventualmente, originar uma maior
producdo de 4acido latico, originando uma redug¢do do pH sanguineo e, consequentemente
salivar. Assim, poder-se-ia esperar valores mais baixos de pH no periodo 1, ao contrario do que
se observou. Os valores mais baixos de pH que se observam no periodo 3 (baixas temperaturas),
podem nao estar relacionados com situagdes de stresse mas sim com caracteristicas alimentares.
No entanto, ndo temos informacdo relativa a consumo de alimento ou qualidade nutricional do
mesmo que nos permita confirmar esta hipdtese. As diferengas que se observam, entre grupos
de producgdo, no periodo 2 também se poderdo dever a questdes alimentares, ou a algum outro
fator ambiental, ndo controlado, o qual ndo conseguimos explicar com os dados do presente

trabalho.

Relativamente ao cortisol salivar, ndo se verificaram diferencas significativas, quer
através da transformacdo para analise paramétrica como nas anadlises ndo paramétricas (Figura

23). A percentagem de variagdo devida aos efeitos aleatdrios (animais escolhidos) foi de 38,9%.
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N3o se observaram diferencas significativas entre periodo e nivel de producgao (P =0,268).
O mesmo nado foi observado entre os periodos (P = 0,15) e ente os grupos de producdo (P =

0,609) (Figura 23).

Pericdo

Grupo

—1

Cortisol

Figura 22 - Box plot dos valores de cortisol salivar nos trés periodos de ensaio, para altas e baixas produtoras.
Os pontos azul e verde dizem respeito a um animal considerado outlier. As letras A e B dizem respeito a altas
e baixas produtoras, respetivamente.

Este resultado vai ao encontro dos resultados de Pereira et al. (2008), onde nado refere a
existéncia de diferencgas estatisticas entre as concentragées de cortisol sanguineo, entre periodos
de termoneutralidade e stresse térmico.

Verifica-se, no entanto, uma tendéncia para valores de cortisol mais elevados no P3,
relativamente ao P1 (Figura 23). Esses valores mais elevados no P3 notam-se principalmente para

as vacas altas produtoras.
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Figura 23 - Valores de cortisol salivar (ng/mL) nos diferentes periodos (média + erro padrdo). P1 — Veréo;
P2 — Termoneutralidade; P3 — Inverno
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Johnson (1972), citado por (Uribe-Velasquez et al, 1998), obteve concentracdes
plasmaticas de cortisol significativamente mais baixas em vacas de leite submetidas a stresse
térmico, quando comparadas ao grupo de vacas na auséncia de stresse.

Segundo Pereira (2004), numa primeira fase, o stresse térmico desencadeia uma
resposta inespecifica, com aumentos das concentra¢des de cortisol, uma vez que se pretende
reduzir a termogénese, devendo portanto a resposta especifica implicar uma redugao dos niveis
de cortisol. O mesmo autor citou Alvarez e Johnson (1971), que referem que durante o stresse
térmico prolongado, os baixos niveis de cortisol podem contribuir para a diminuicdo da
producdo de calor metabdlico, contribuindo assim para a eficiéncia do processo de aclimatacgao.
Podendo o cortisol estar associado a producdo de calor metabdlico, faz sentido que os valores
estejam mais elevados quando os animais estdo sujeitos a baixas temperaturas, tal como se

observou no presente trabalho.

Ainda que os trabalhos referidos atras digam respeito a niveis de cortisol plasmatico e,
no presente trabalho tenham medidas as concentragGes de cortisol salivar, segundo (Pérez et al.
(2004), existe uma correlacdo positiva entre as concentracbes do plasma sanguineo e as
concentracdes do cortisol salivar (r = 0,746). Este autor afirmou que a concentracdo de cortisol
salivar pode, portanto, ser utilizada em vez das concentragdes plasmaticas. Os niveis de cortisol
na saliva correspondem a fracdo livre de cortisol no plasma, que é a Unica fracdo biologicamente
ativa no organismo, devido ao facto de ser capaz de se ligar a recetores celulares (Vining et al.,
1983), citado por (Verduzco, 2004).

Assim, pressupOe-se que as concentra¢Oes de cortisol podem ser medidas na saliva e
usadas na avaliacdo das respostas ao stresse em bovinos, tal como é referido por Cooper et al.

(1989). Ha no entanto algumas limitac¢des a utilizagdo do cortisol.

Relativamente aos valores da T3 plasmatica, verificaram-se diferengas significativas entre
periodos (P <0,001) (Silva, ndo publicado), sendo as concentra¢des mais elevadas no P3. Desta
forma, ao obter-se valores de cortisol com tendéncia a serem superiores no P3, pode reforgar a
hipétese destes valores com tendéncia para estarem mais elevados no inverno se deverem ao
aumento da termogénese.

No P1 verifica-se ainda que os valores de cortisol salivar estdo negativamente
correlacionados (correlacdo moderada a forte) com a temperatura retal média (P = 0,033), com

um coeficiente de correlacdo de -0,615.
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Figura 24 - Relagdo entre o cortisol salivar e a temperatura retal

O stresse psicoldgico pode aumentar as concentragdes de cortisol no sangue, com
influéncia positiva sobre a termogénese e influéncia negativa sobre a tolerancia ao calor (Pereira
et al., 2008).

Assim, segundo Pereira (2004), o animal ao necessitar reduzir a producdo de calor
metabdlico determina uma resposta especifica, visando uma diminuicao global da termogénese,
onde se verifica normalmente uma diminuicdo dos niveis de glucocorticoides, abaixo dos valores

basais de referéncia.
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4. Conclusao

O trabalho apresentado na presente dissertacdo teve como objetivo avaliar a presenca de
biomarcadores salivares, relativos a aclimatacdo sazonal, em vacas de leite, da raca Holstein-
Frisian, comparando animais com diferente potencial produtivo. Nesse sentido, foram avaliadas
as diferencas existentes nos perfis proteicos da saliva mista de vacas de alta e baixa producdo de
leite, em cada um dos diferentes periodos de ensaio, bem como as diferencas nos niveis de
cortisol salivar, entre os diferentes periodos e, dentro de cada um destes, entre animais de alta e
baixa producdo.

Animais com diferente potencial produtivo (alto e baixo mérito produtivo) apresentam
diferencas nos niveis de expressdo de algumas proteinas salivares, sendo algumas dessas
diferencas comuns a diferentes periodos (diferentes condi¢des climaticas, nomeadamente em
termos de temperaturas ambientais) e outras especificas de cada periodo. Uma das proteinas
expressa em niveis mais elevados em vacas altas produtoras, comparativamente a vacas baixas
produtoras, é a albumina. A manutencado de diferentes expressdes desta proteina, em diferentes
periodos de tempo, sugere que a mesma possa estar relacionada e/ou servir como biomarcador

do desempenho produtivo de vacas de leite.

A proteina recetor polimérico de imunoglobulina também apresenta maiores niveis de
expressdo em vacas de elevado mérito produtivo, apenas em periodos de elevadas
temperaturas, podendo ser uma proteina salivar importante na compreensdo dos processos
envolvidos na tolerancia ao calor, nomeadamente na possibilidade de diferentes adaptacgdes por
parte de animais com diferente potencial produtivo.

O cortisol salivar, que é maioritariamente utilizado na avaliacdo de situacGes de stress,
podera ndo ser um bom biomarcador de stress térmico. No presente trabalho os valores mais
elevados deste analito salivar formam observados no inverso, mostrando que em condigdes
ambientais em que nao existe um stresse agudo, os niveis de cortisol salivar poderdo estar mais
associados a outros tipos de alteragdes metabdlicas (nomeadamente termorregulagdo) do que a

stresse térmico.

Em termos gerais, o presente trabalho mostra o potencial da saliva, como fonte de
biomarcadores nao invasivos, no estudo de aclimatagdo sazonal. Futuramente, estudos com um
maior nimero de animais e com variacdes de temperatura controladas e mais acentuadas,
poderdo ser de interesse para validar, ou invalidar, estas proteinas salivares como biomarcadores

de termotolerancia em fung¢do do potencial produtivo.

53



5. Referéncias bibliograficas

Almeida, G. (2009). Climatiza¢Go na Pré-Ordenha de Vacas de Raca Girolando e Seus Efeitos na
Producdo e Qualidade do Leite e no Comportamento Animal. Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife.

Alvarez, M. B., & Johnson, H. D. (1971). Environmental Heat Exposure on Cattle Plasma
Catecholamine and Glucocorticoids. Journal of Dairy Science, 56(2), 189-194.

Amerong, A., Ligtenberg, A., & Veerman, E. (2007). Implications for Diagnostics in the
Biochemistry and Physiology of Saliva. Annals of the New York Academy of Sciences, 6, 1-6.

Ang, C. S, Binos, S., Knight, M. I., Moate, P. J., Cocks, B. G., & McDonagh, M. B. (2011). Global
survey of the bovine salivary proteome: Integrating multidimensional prefractionation,
targeted, and glycocapture strategies. Journal of Proteome Research, 10, 5059-5069.

Areias, C. (2011). Efeito da composi¢éo da saliva na prevaléncia da cdrie dentdria em criangas
com trissomia 21. Universidade do Porto, Faculdade de Medicina Dentaria.

Aronson, J. K. (2005). Biomarkers and surrogate endpoints. British Journal of Clinical Pharmology,
59(5), 491-494.

Azevedo, M., Pires, M., Saturnino, H., Quintdo, A., Sampaio, |., Monteiro, J., & Morato, L. (2005).
Estimativa de Niveis Criticos Superiores do indice de Temperatura e Umidade para Vacas
Leiteiras % , 3/4 e 7/8 Holandés-Zebu em Lactagdo. Revista Brasileira de Zootecnia, 34(6),
2000-2008.

Bailey, C. B. (1961). Saliva secretion and its relation to feeding in cattle. British Journal of
Nutrition, 15, 489—-498.

Beede, D. K., & Collier, R. J. (1986). Potential nutritional strategies for intensively managed cattle
during thermal stress. Journal of Animal Science, 62, 543—-554.

Belay, T., & Teeter, R. G. (1993). Broiler water balance and thermobalance during thermoneutral
and high ambient temperature exposure. Poultry Science, 72, 116—124.

Bendixen, E., Danielsen, M., Hollung, K., Gianazza, E., & Miller, I. (2011). Farm animal proteomics
- A review. Journal of Proteomics, 74(3), 282—-293.

Bendixen, E., Danielsen, M., Larsen, K., & Bendixen, C. (2010). Advances in porcine genomics and
proteomics - a toolbox for developing the pig as a model organism for molecular biomedical
research. Briefings in Functional Genomics, 9(3), 208-219.

Berbigier, P. (1988). Bioclimatologie des ruminants domestiques em zone tropicale (Paris: INR.).

Berman, A., Folman, Y., Kaim, M., Herz, Z., Wolfenson, D., Arieli, A., & Graber, Y. (1985). Upper

Critical Temperatures and Forced Ventilation Effects for High-Yielding Dairy Cows in a
Subtropical Climate. Journal of Dairy Science, 68, 1488—1495.

54



Bernabucci, U., Lacetera, N., Baumgard, L. H., Rhoads, R. P., Ronchi, B., & Nardone, a. (2010).
Metabolic and hormonal acclimation to heat stress in domesticated ruminants. Animal, 4,
1167-1183.

Bernabucci, U., Lacetera, N., Ronchi, B., & Nardone, A. (2015). Effects of the hot season on milk
protein fractions in Holstein cows. Animal Research, 51(1), 25-33.

Bianchini, W., Rodrigues, E., Mendes, J., & Andrigheto, C. (2007). Importancia da fibra na nutrico
de bovinos. Revista Eletronica de Veterindria, VIII(2), 1695-7504.

Bligh, J., & Johnson, K. (1973). Glossary of terms for thermal physiology. Journal of Applied
Physiology, 27, 439-446.

Block, E., & Cummings, K. Acid-base Balance in the ruminant - Economic Importance to the Dairy
Producer.

Bocquier, F., Bonnet, M., Faulconnier, Y., Millo, M., Martin, P., & Chilliard, Y. (1998). Effects of
photoperiod and feeding level on perirenal adipose tissue metabolic activity and leptin
synthesis in the ovariectomized ewe. Reproduction Nutrition Development, 38, 489—-498.

Boehmer, J. L. (2011). Proteomic Analyses of Host and Pathogen Responses during Bovine
Mastitis. Journal of Mammary Gland Biology and Neoplasia, 16, 323—338.

Borges, S. (1997). Suplementagdo de ClLoreto de Potdssio e Bicarbonato de Sodio para Frangos de
corte Durante o Verdo. Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias.

Bowler, K. (2005). Acclimation, heat shock and hardening. Journal of Thermal Biology, 30, 125—
130.

Broom, D. M. (2003). Transport stress in cattle and sheep with details of physiological,
ethological and other indicators. DTW. Deutsche Tierarztliche Wochenschrift.

Broom, D. M. (2006). Adaptation. Berliner Und Munchener Tierarztliche Wochenschrift, 119, 1-6.

Brown-Brandl, T., Nienaber, J., Eigenberg, R., Hahn, G., & Freetly, H. (2003). Thermoregulatory
responses of feeder cattle.pdf. Journal of Thermal Biology, 28(October 2002), 149-157.

Buffington, D. E., Collazo-Arocho, A., Canton, G. H., Pitt, D., Tahtcher, W. W., & Collier, R. J.
(1981). Black globe-humidity index (ITGU) as confort equation for dairy cows. Transactions
of ASAE, (3), 711-714.

Bukau, B., & Horwich, A. L. (1998). The Hsp70 and Hsp60 Chaperone Machines, 92, 351-366.

Castagnola, M., Cabras, T., Vitali, A.,, Sanna, M. T., & Messana, |. (2011). Biotechnological
implications of the salivary proteome. Trends in Biotechnology, 29(8), 409-418.

Cattelam, J., & Martinez, M. (2013). Estresse térmico em bovinos. Revista Portuguesa de Ciéncias
Veterindrias, 108, 96—102.

Chatterjee, S., Damle, S. G., & Sharma, A. K. (2014). Salivary heat shock proteins and their
interactions with oral microenvironment. Inflammation and Cell Signaling, 1-8.

55



Chen, C,, Ji, R., Schwab, D. J., Beletsky, D., Fahnenstiel, G. L., Jiang, M., ... Lavrentyev, P. J. (2002).
A model study of the coupled biological and physical dynamics in Lake Michigan. Ecological
Modelling, 152, 145-168.

Collier, R., Baumgard, L. H., Lock, A., & Bauman, D. (2005). Physiological Limitations, Nutrient
Partitioning. Constraints and Opportunities in the 21st Century3, (September 2015), 51-377.

Collier, & Zimbelman, R. B. (2007). Heat Stress Effects on Cattle : What We Know and What We
Don’ t Know. In 22nd Annual Southwest Nutrition & Management Conference (pp. 76—83).

Cooper, T. R., Trunkfield, H. R., Zanella, A. J.,, & Booth, W. D. (1989). An enzime-linked
immunosorbent assay for cortisol in the saliva of man and domestic farm animals. Journal of
Endocrinology, 123, R13—R16.

Cruz, L., Angrimani, D., Rui, B., & Silva, M. (2011). Efeitos do Estresse Térmico na Producdo
Leiteira: Revisdo de Literatura. Revista Cientifica Eletrénica de Medicina Veterindria, 1679—
7353.

Deb, R., Sajjanar, B., Singh, U., Kumar, S., Brahmane, M. P, Singh, R., Sharma, A. (2013). Promoter
variants at AP2 box region of Hsp70.1 affect thermal stress response and milk production
traits in Frieswal cross bred cattle. Gene, 532(2), 230-235.

Donin, D., Heinemann, R., Moreira, N. (2007). Estresse térmico e suas consequéncias sobre as
caracteristicas do sémen de machos suinos. Revista Brasileira de Reprodu¢d Animal, 31(4),
456-461.

Eitam, H., Brosh, A., Orlov, A., lIzhaki, I., & Shabtay, A. (2009). Caloric stress alters fat
characteristics and Hsp70 expression in milk somatic cells of lactating beef cows, 173-182.

Fabian, T. K., Gaspar, J., Fejérdy, L., Kaan, B., Balint, M., Csermely, P., & Fejérdy, P. (2003). Hsp70
is present in human saliva. Medical Science Monitor : International Medical Journal of
Experimental and Clinical Research, 9(1), BR62—R65.

Fickel, J., Goritz, F., Joest, B. A., Hildebrandt, T., Hofmann, R. R., & Breves, G. (1998). Analysis of
parotid and mixed saliva in Roe deer ( Capreolus capreolus L .). Journal of Comparative
Physiology B, 168(257-264).

Fuentes, M., Tecles, F., Gutiérrez, A., Otal, J., Martinez-Subiela, S., & Cerdn, J. (2011). Validation
of an automated method for salivary alpha-amylase measurements in pigs (Sus scrofa
domesticus) and its application as a stress biomarker. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, 23, 282-287.

Fuquay, J. W, Fox, P. F., & McSweeney, P. L. F. (2011). Encyclopedia of dairy Science, 4, 567-574.
Garcia, A. B., Angeli, N., Machado, L., de Cardoso, F. C., & Gonzalez, F. (2015). Relationships
between heat stress and metabolic and milk parameters in dairy cows in southern Brazil.

Tropical Animal Health and Production, 47, 889-894.

Garcia, A. R. (2013). Conforto térmico na reproducdo de bubalinos criados em condi¢des
tropicais. Revista Brasileira de Reprodugdo Animal, 37, 121-130.

56



Geraldo, A. (2013). Termotolerdncia em fémeas bovinas : abordagens celular e fisioldgica.
Universidade de S3o Paulo, Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Almentos.

Gomes, S. P, Ledo, S. C., Filho, V., & Paulino, M. (2006). Contaminacgdo salivar da extrusa em
novilhos alimentados com diferentes volumosos, com e sem suplementacdo. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria E Zootecnia, 58(6), 1199-1205.

Gonzalez, F., & Campos, R. (2003). Indicadores Metabdlico-Nutricionais do Leite. In Anais do |
Simpdsio de Patalogia Clinica Veterindria da RegiGo do Sul do Brasil (pp. 31-46). Porto
Alegre.

Gonzalez, F. H. D. (1997). O perfil metabdlico no estudo de doencgas da producdo em vacas
leiteiras. Arqg.Fac.Vet. UFRGS, 25(2), 13-33.

Gonzalez, F. H. D., & Rocha, J. A. R. D. A. (1998). Metabolic Profile Variations and Reproduction
Performance in Holstein Cows of Different Milk Yields in Southern Brazil.
Arg.Fac.Vet.UFRGS, 26(1).

Gueorguiev, I. (1999). Thyroxine and triiodothyronine concentrations during lactation in dairy
cCows.

Gutiérrez, A. M., Cerdn, J. J., Fuentes-Rubio, M., Tecles, F., & Beeley, J. a. (2014). A proteomic
approach to porcine saliva. Current Protein & Peptide Science, 15, 56—63.

Guy, P., & Fenaille, F. (2006). Contribution of mass spectrometry to assess quality of milk-based
products. Mass Spectrometry Reviews, 25, 290-326.

Hansen, P. J. (2004). Physiological and cellular adaptations of zebu cattle to thermal stress.
Animal Reproduction Science, 83, 349-360.

Hellhammer, D. H., Wast, S., & Kudielka, B. M. (2009). Salivary cortisol as a biomarker in stress
research. Psychoneuroendocrinology, 34, 163—-171.

Hofmann R R. (1989). Adaptation steps of ecophysiological Evolutionary of ruminants: and
diversification view of their digestive system. Oecologia, 78, 443-457.

Horowitz, M. (2001). Heat acclimation: phenotypic plasticity and cues to the underlying
molecular mechanisms, 26, 357-363.

Horowitz, M. (2002). From molecular and cellular to integrative heat defense during exposure to
chronic heat. Comparative Biochemitry and Physiology, 131, 475-483.

Hosoya, S., Johnson, S. C., lIwama, G. K., Gamperl, A. K., & Afonso, L. O. B. (2007). Changes in free
and total plasma cortisol levels in juvenile haddock ( Melanogrammus aeglefinus ) exposed

to long-term handling stress. Comparative Biochemitry and Physiology, 146, 78—86.

Humphrey, S. P., & Williamson, R. T. (2001). A review of saliva: Normal composition, flow, and
function. Journal of Prosthetic Dentistry, 85(2), 162—169.

Johansson, I., & Lenander-Lumikari, M. Saellstrom, A. K. (1994). Saliva composition in Indian
children with chronic protein-energy malnutrition. Journal of Dental Research, 73, 11-9.

57



Johnson, H. D., Katti, P. S., Hahn, L., & Shanklin, M. (1988). Short-term Heat Acclimatation Effects
on Hormonal Profile of Lactating Cows (p. 30). Missouri: University of Missouri.

Kadzere, C. T., Murphy, M. R., Silanikove, N., & Maltz, E. (2002). Heat stress in lactating dairy
cows : a review, 77, 59-91.

Kaufman, E., & Lamster, |. (2002). The Diagnostic Applications of Saliva - A Review. Annual Review
of Psychology, 13(2), 201-226.

Kaufman, F. L., Mills, D. E., Hughson, R. L., & Peake, G. T. (1988). Effects of bromocriptine on
sweat gland function during heat acclimatization. Hormone Research, 29, 31-38.

Kristensen, T. N., Lgvendahl, P., Berg, P., & Loeschcke, V. (2004). Hsp72 is present in plasma from
Holstein-Friesian dairy cattle, and the concentration level is repeatable across days and age
classes. Cell Stress & Chaperones, 9(2), 143—-149.

Lamberts, R., & Xavier, A. (2002). Conforto Térmico e Stress Térmico. Laboratério Eficiéncia
Energética em Edificagdes.

Lamy, E. (2015). The potential of saliva in animal physiology, nutrition and welfare studies. 1°
Simpdsio Nacional: Biomarcadores Em Ciéncia Animal E Ciéncias Veterndria - Ma
Abordagem Interdisciplinar.

Lamy, E., Costa, A., Antunes, C., Vitorino, R., & Amado, F. (2012). Protein Electrophoresis in Saliva
Study, 63-84.

Lamy, E., Da Costa, G., E Silva, F. C., Potes, J., Coelho, A. V., & Baptista, E. S. (2008). Comparison of
electrophoretic protein profiles from sheep and goat parotid saliva. Journal of Chemical
Ecology, 34, 388-397.

Lamy, E., da Costa, G., Santos, R., Capela E Silva, F., Potes, J., Pereira, Sales Baptista, E. (2009).
Sheep and goat saliva proteome analysis: a useful tool for ingestive behavior research?
Physiology & Behavior, 98(4), 393—-401.

Lamy, E., Da Costa, G., Santos, R., Capelae Silva, F., Potes, J., Pereira, Sales Baptista, E. (2011).
Effect of condensed tannin ingestion in sheep and goat parotid saliva proteome. Journal of
Animal Physiology and Animal Nutrition, 95, 304-312.

Lamy, E., Graga, G., da Costa, G., Franco, C., E Silva, F. C., Baptista, E. S., & Coelho, A. V. (2010).
Changes in mouse whole saliva soluble proteome induced by tannin-enriched diet.
Proteome Science, 8(1), 65.

Lamy, E., & Mau, M. (2012). Saliva proteomics as an emerging, non-invasive tool to study
livestock physiology, nutrition and diseases. Journal of Proteomics, 75(14), 4251-4258.

Lamy, E., Rawel, H., Schweigert, F. J., Silva, F. C. E., Ferreira, A., Costa, A. R, ... Sales-Baptista, E.
(2011). The effect of tannins on mediterranean ruminant ingestive behavior: The role of the

oral cavity. Molecules, 16(March), 2766—2784.

Lavrador, C., Vilhena, M., Assuncao, R., Alvito, P., & Duarte, E. (2015). Biomarkers in a One Health
perspective: current knowledge of their ability to merge human and animal health. 1°

58



Simpdsio Nacional: Biomarcadores Em Ciéncia Animal E Ciéncias - Uma Abordagem
Interdisciplinar.

Levine, M. J. (1993). Development of Artificial Salivas. Critical Reviews in Oral Biology and
Medicine, 4(3/4), 279-286.

Li, Q., Han, J,, Du, F., Ju, Z., Huang, J., Wang, J., Zhong, J. (2010). Novel SNPs in HSP70A1A gene
and the association of polymorphisms with thermo tolerance traits and tissue specific
expression in Chinese Holstein cattle. Molecular Biology Reports, 38, 2657—-2663.

Lindquist, S., & Craig, E. A. (1988). The heat-shock proteins. Annual Review of Genetics, 22, 631-
677.

Mandel, I. D. (1987). The functions of saliva. Journal of Dental Research, 66, 623—-627.
Mandel, I. D. (1989). Impact of saliva on dental caries. Compend Suppl, 76-81.

Martello, Junior, H., Silva, S., & Titto, E. (2004). Respostas Fisioldgicas e Produtivas de Vacas
Holandesas em Lactacdo Submetidas a Diferentes Ambientes. Revista Brasileira De
Zootecnia, 33(1), 181-191.

Martello, L. S. (2006). InteracGo animal-ambiente: efeito do ambiente climdtico sobre as
respostas fisioldgicas e produtivas de vacas Holandesas em free-stall. Sao Paulo.

Matarazzo, S. (2004). Eficiéncia do Sistema de Resfriamento Adiabdtico Evaporativo em
Confinamento do Tipo Freestall Para Vacas em Lactagdo. Universidade de Sdo Paulo,
Piracicaba, Brasil.

Matos, C. (n.d.). Histofisologia das Gldndulas Sudoriparas Face a Aclimatag¢do Sazonal: Estudo em
Vacas Leiteiras com Diferente Potencial Leiteiro. Universidade de Evora.

McDougall, E. I. (1948). Studies on ruminant saliva. The composition and output of sheep’s saliva.
Biochem J, 43, 99-109.

McDowell, R. E. (1974). Bases bioldgicas de la produccion animal em zonas tropicales (1 ed.
Zara.).

Mcdowell, R. E., Hooven, N. W., & Camoens, J. K. (1976). Effect of Climate on Performance of
Holsteins in First Lactation. Journal of Dairy Science, 59(5), 965-971.

Mcnabb, F. (1995). Conference : Metabolie Modifiers Thyroid Hormones , Their Activation ,
Degradation and Effects on Metabolism. Journal of Nutrition, 125, 17735-1776.

McNabb, P. C., & Tomasi, T. B. (1981). Host defense mechanisms at mucosal surfaces. Annual
Review of Microbiology, 35, 447-96.

Merlot, E., Mounier, A. M., & Prunier, A. (2011). Physiology & Behavior Endocrine response of
gilts to various common stressors : A comparison of indicators and methods of analysis.
Physiology & Behavior, 102(3-4), 259—-265.

Mertens, D. R. (2001). Physical effective NDF and its use in formulating dairy rations. Simpdsio
Internacional em bovinos de leite, Lavras:UFLA-FAEPE.

59



Meyer, T. N., & Silva, A. L. Da. (1999). Resposta celular ao estresse. Revista Da Associagcdo Médica
Brasileira, 45, 181-188.

Moberg, G. P. (2000). Biological response to stress: Implications for animal welfare, 1-21.

Monzo, C., Haouzi, D., Roman, K., Assou, S., Dechaud, H., & Hamamabh, S. (2012). Slow freezing
and vitrification differentially modify the gene expression profile of human metaphase |l
oocytes. Human Reproduction, 27(7), 2160-2168.

Morais, D., Maia, A., Silva, R., Vasconcelos, A., Lima, P., & Guilhermino, M. (2008). Revista
Brasileira de Zootecnia Variagdo anual de hormdnios tireoideanos e caracteristicas
termorreguladoras de vacas leiteiras em ambiente quente 1 Annual thyroid hormone
variation and thermo regulators traits of milk cows in hot environment. Revista Brasileira de
Zootecnia, 37(84), 538-545.

Moseley, P. L. (1997). Heat shock proteins and heat adaptation of the whole organism: invited
review. American Physiological Society, (13), 1413-1417.

Mosser, D., Bourget, C., Denis-Larose, C., & Massie, B. (1997). Role of the Human Heat Shock
Protein hsp70 in Protection against Stress-Induced Apoptosis. Molecular and Cellular
Biology, 17(9), 5317-5327.

Mukherjee, J., Pandita, S., Huozha, R., & Ashutosh, M. (2011). In Vitro Immune Competence of
Buffaloes ( Bubalus bubalis ) of Different Production Potential : Effect of Heat Stress and
Cortisol. Veterinary Medicine International, 2011.

Muneta, Y., Yoshikawa, T., Minagawa, Y., Shibahara, T., & Maeda, R. (2010). Salivary IgA as a
Useful Non-Invasive Marker for Restraint Stress in Pigs. Immunology, 72(10), 1295—-1300.

Nienaber, J. A., & Hahn, G. L. (2007). Livestock production system management responses to
thermal challenges, 149-157.

Parkkila, S., & Parkkila, A. K. (1996). Carbonic anhydrase in the alimentary tract. Roles of the
different isozymes and salivary factors in the maintenance of optimal conditions in the
gastrointestinal canal. Scandinavian Journal of Gastroenterology, 31, 305-17.

Pedersen, A. M., Bardow, A., Jensen, S., & Nauntofte, B. (2002). Saliva and gastrointestinal
functions of taste, mastication, swallowing and digestion. Oral Diseases, 8(5), 117-129.

Pereira, A. (2004). Adaptagdo ao Ambiente Geofisico MEditerrdnico de Bovinos Nativos e Exdticos
- Tolerdncia ao Calor.

Pereira, A. M. F., Baccari, F., Titto, E. a L., & Almeida, J. a A. (2008). Effect of thermal stress on
physiological parameters, feed intake and plasma thyroid hormones concentration in
Alentejana, Mertolenga, Frisian and Limousine cattle breeds. International Journal of
Biometeorology, 52(3), 199-208.

Pérez, G. C,, Laita, S. G., Portal, J. C. I., & Liesa, J. P. (2004). Validation of an EIA technique for the
determination of salivary cortisol in cattle. Spanish Journal of Agricultural Research, 2(1),
45-51.

Pires, M. F., & Campos, A. T. (2008). Conforto Animal para maior produgdo de leite, Vigosa. 252.

60



Quissell, D. 0. (1993). Steroid hormone analysis in human saliva. Ann NY Acad Sci., 694, 143—-145.

Radostits, O. M., & Bell, J. M. (1970). Nutrition of the Pre-Ruminat Dairy Claf With Special
Reference to the Digestion and Absorption of Nutiets: A Review. Canadian Journal of Animal
Science, 50(3).

Randall, D., Burggren, W., & K., F. (2000). Usando a energia: enfrentando desafios ambientais.
Fisiologia Animal, 619—674.

Randall, D., Burgreen, W., & French, K. (1997). Animal physiology: mechanisms and adaptations
(4 ed.).

Randall, M. (2010). The Physiology of Stress: Cortisol and the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal
Axis. DUJS Online - The Darmouth Undergraduate Journal of Science.

Reece, W. O. (2009). Body heat and temperature regulation. Funcional Anatomy and
Physiological of Domestic Animas, 421-429.

Rhoads, M. L., Kim, J. W., Collier, R. J., Crooker, B. A., Boisclair, Y. R., Baumgard, L. H., & Rhoads,
R. P. (2010). Effects of heat stress and nutrition on lactating Holstein cows : Il . Aspects of
hepatic growth hormone responsiveness 1. Journal of Dairy Science, 93(1), 170-179.

Rhoads, M. L., Rhoads, R. P., Vanbaale, M. J., Collier, R. J., Sanders, S. R., Weber, W. J., & Crooker,
B. A. (2009). Effects of heat stress and plane of nutrition on lactating Holstein cows: | .
Production , metabolism , and aspects of circulating somatotropin. Journal of Dairy Science,
92, 1986-1997.

Rifai, N., Gillette, M. A., & Carr, S. A. (2006). Protein biomarker discovery and validation : the long
and uncertain path to clinical utility, 24(8), 971-983.

Roth, G., & Calmes, R. (1981). Salivary glands and saliva. Oral Biology, 196—236.

Roy, K. S., & Prakash, B. S. (2007). Seasonal variation and circadian rhythmicity of the prolactin
profile during the summer months in repeat-breeding Murrah buffalo heifers. Reproduction,
Fertility and Development, 19, 569-575.

Rudney, J. D. (1995). Does variability in salivary protein concentrations influence oral microbial
ecology and oral health ? Critical Reviews in Oral Biology & Medicine, 6(4), 343-367.

Sakaguchi, K., Yokota, H., Miyasho, T., Maeda, N., Nakamura, K., Onaga, T., Taniyama, H. (2013).
Polymeric immunoglobulin receptor expression and local immunoglobulin A production in
bovine sublingual, submandibular and parotid salivary glands. Veterinary Journal, 197(2),
291-296.

Shearer, J. K., & Beede, D. K. (1990). Thermoregulation and physio- logical responses of dairy
cattle in hot weather. Agri-Practice, 5-17.

Silanikove, N. (1992). Effects of water scarcity and hot environment on appetite and digestion in
ruminants : a review. Livestock Production Science, 30, 175-194.

Silanikove, N. (2000). Effects of heat stress on the welfare of extensively managed domestic
ruminants, 67, 1-18.

61



Silva, F. (n.d.). Varia¢cbes Andtomo-fisioldgicas face a Aclimatagdo Sazonal - Estudo em Vacas
Leiteiras com Diferente Potencial Leiteiro. Universidade de Evora.

Silva, R. G. (2000). “Introdugdo a Bioclimatologia Animal”, Nobel, SGo Paulo.

Sgrensen, J. G. (2010). Application of heat shock protein expression for detecting natural
adaptation and exposure to stress in natural populations. Current Zoology, 1-17.

Segrensen, J. G., Kristensen, T. N., & Loeschcke, V. (2003). The evolutionary and ecological role of
heat shock proteins. Ecology Letters, 6, 1025-1037.

Sousa-pereira, D., Amado, F., Abrantes, J., & Ferreira, R. (2013). An evolutionary perspective of
mammal salivary peptide families : Cystatins, histatins , statherin and PRPs. Archives of Oral
Biology, 58, 451-458.

Sreebny, L. M. (1989). Salivary flow in health and disease. Compend Suppl, 13, 461—469.

Taba, M., Kinney, J., Kim, A., & Giannobile, W. (2005). Diagnostic Biomarkers for Oral and
Periodontal Diseases. Dental Clinics of North America., 49(3), 1-21.

Tabak, L. A. (1990). Structure And Funcion of Human Salivary Mucins. Oral Biology and Medicine,
229-234.

R Core Team (2013). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. URL: http://www.R-project.org/.

Tilbrook, A. J., Turner, A. I., & Clarke, 1. J. (2000). Effects of stress on reproduction in non-rodent
mammals : the role of glucocorticoids and sex differences. Reviews of Reprodution, (5),
105-113.

Tirelli, M., Basini, G., Grasselli, F., Bianco, F., & Tamanini, C. (2005). Cryopreservation of pig
granulosa cells : effect of FSH addition to freezing medium. Domestic Animal Endocrinology,
28,17-33.

Uribe-Velasquez, L. F., Oba, E., Brasil, L. H. D., Wechsler, F. S., & Stachissini, a V. M. (1998).
Plasma concentrations of cortisol, thyroid hormone, lipids metabolites and corporal
temperature of lactating Alpine goats submitted to heat stress. Revista Brasileira De
ZootecniaBrazilian Journal of Animal Science, 27(1985), 1123-1130.

Verduzco, C. E. H. (2004). Effects of social separation on cortisol, milk yield and composition,
udder health and behaviour in dairy cattle. Animal Science, 1-23.

Viana, E. G. H., Lima, J. J. P., Vigoderis, R. B., Santos, i. R., & Brand3o, D. S. (2008). Determinagao
Do indice De Temperatura E Umidade Da Regido De Caruaru- Pe Para Avaliar O Bem Estar
Térmico De Bovinos De Leite No Periodo de Verao, (087).

Walker, R. F., Wilson, D. W., Read, G. F., & Riad-Fahmy, D. (1980). Assessment of testicular
function by the radioimmunoassay of testosterone in saliva. International Journal of
Andrology, 3, 105-12.

West, J. (2003). Effects of Heat-Stress on Production in Dairy Cattle. Journal of Dairy Science, 86,
2131-2144.

62



Wu, A. J, Atkinson, J. C., Fox, P. C.,, Baum, B. J., & Ship, J. A. (1993). Cross sectional and
longitudinal analyses of stimulated parotid saivary constituents in healthy, diferent-aged
subjects. The Journals of Gerontology, 48(5), M219-24.

Wynn, R. M., Davie, J. R,, Cox, R. P., & Chuang, D. T. (1994). Molecular chaperones: heat-shock
proteins, foldases and matchmakers. Journal of Laboratory and Clinical Medicine, 24, 31-36.

Yousef, M. K. (1985). Basic Principles. Stress Physiology in Livestock.

63



Anexos

Anexo 1 — Abstract apresentado no XIX Congresso de Zootecnia — Diversidade na producdo, na
Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Viana do Castelo, em Refdios, Ponte de Lima

(16 a 18 de abril de 2015)

EVALUATION OF SALIVARY PROTEINS WITH POTENTIAL TO BIOMARKERS OF PRODUCTION IN
DAIRY COWS

Cachucho?, L., Silva?, F., Matos?, C., Geraldo?, A.C.A.P.M., Pinheiro?3, C., Lamy?, E., Capela e

Silva®?, F., Pereira®?, A.M.F.

Heat stress greatly impairs animal’s performance. This question has particular importance in
dairy, since changes in the amount of milk produced may have a great economic impact. The
existence of biomarkers of production that allow to select the animals best adapted with the
great productions is of interest. An assay was developed where Holstein dairy cows with high
milk production were compared with dairy cows with low milk production. Saliva was collected
on two different periods: high temperatures (August) and moderated temperatures (October),
using cotton rolls. Salivary proteins were separated by SDS PAGE. One band of approximately
70kDa and one of about 15 kDa were highly expressed in high production potential cows, both at
high and moderated temperatures. Besides these, two other protein bands were observed to be
differently expressed between groups, but specifically for each period. Although being essential
to identify the proteins present in the referred bands, these results suggest a high potential of
salivary proteins as non-invasive biomarkers of milk production associated to thermal stress

adaptation.
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Anexo 2 — Poster apresentado no XIX Congresso de Zootecnia — Diversidade na produgao, na
Escola Superior Agrdria do Instituto Politécnico de Viana do Castelo, em Refdios, Ponte de Lima

(16 a 18 de abril de 2015).

(] AVALIACAO DAS PROTEINAS SALIVARES COM POTENCIAL PARA
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