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Resumo

O presente estudo teve como objetivos, caracterizar a pele e anexos de vacas Holstein Frisia em
lactacdo e avaliar eventuais altera¢des face a aclimatagdo sazonal. Foram realizados dois
periodos de ensaio, de Inverno e de Verdo. Em cada periodo, com a durag¢do de 5 dias, foram
recolhidas diariamente, em 10 vacas, as 8, 13 e 18h: a frequéncia respiratdria, a temperatura
retal e a taxa de sudacdo. Os dados meteorolédgicos foram obtidos antes de cada medicdo,
através da afericao direta dos termdémetros de Globo Negro no local das recolhas, localizados
ao sol e a sombra. Em cada um dos periodos foram igualmente recolhidas amostras de pele,
para avaliacdo histomorfométrica e expressdao de HSP, actina e PCNA, e de pelos para
determinacdo das caracteristicas morfoldgicas. Nao se observou stresse térmico e os resultados
obtidos sugerem que os mecanismos fisioldgicos foram ativados a partir dos 25°C e eficientes

na dissipacao de calor.

Palavras-chave: Vacas Holstein, Stresse térmico, pele, epiderme, glandulas sudoriparas, pelos,

HSP70, Actina, PCNA



Title: Sweat Glands Histophysiology In Dairy Cows Face To Seasonal Acclimation

Abstract

This study aimed to characterize the skin and appendages of Holstein Friesian dairy cows and
evaluate possible changes due to the seasonal acclimatization. There were two test periods,
winter and summer. In each period, were collected daily, during five days in 10 cows at 8, 13
and 18h: respiratory rate, rectal temperature and the sweating rate. The meteorological data
were obtained before each measurement by direct measurement of the Globe Black
thermometers in sites of the collections, located in the sun and in the shade. In each period were
also collected skin samples for histomorphometric evaluation and expression of HSP actin and
PCNA, and hair samples to determine its morphological characteristics. There was no heat stress
and the results suggest that the physiological mechanisms have been activated from the 25°C

and they were efficient in heat dissipation.

Keywords: Holstein cows, Thermal stress, skin, epidermis, sweat glands, hair, HSP70, Actin,

PCNA
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1. Introducao

1.1. Importancia do conhecimento do grau de adaptabilidade dos animais
ao ambiente térmico e o uso de biomarcadores

Ao longo dos tempos, as mudangas climaticas tém sido identificadas como uma das maiores
ameacas ambientais, sociais e econdmicas para o planeta e para o Homem. O aumento de
eventos climaticos extremos, como secas prolongadas, temperaturas ambientais extremas ou
periodos de precipitacdo intensos tém efeitos sobre os sistemas de producao animal. As culturas
e consequentemente a producao de forragem estdao comprometidas, o risco de novas doencas
aumenta e a producdo animal é afetada, nomeadamente, no crescimento, desempenho
reprodutivo, metabolismo e eficiéncia da resposta imune.

A comercializacdo e a evolugdo tecnoldgica no sector leiteiro tém evoluido
exponencialmente com a grande procura de leite e produtos lacteos. Através da selecdo
genética e do cumprimento das normas de sanidade e de bem-estar animal, sdo cada vez mais
os animais de alta produtividade que sdo suscetiveis ao stresse ambiental. A interacdo entre a
genética de um individuo e o meio ambiente é fundamental para a determinagdo do estado de
saude do animal. Em virtude da realidade econdmica mundial, numa perspetiva de rentabilidade
e de autossustentacdo, o produtor adota estratégias mais adaptadas e modernas, implicando
ndo somente o melhoramento genético como também a alimentac¢do, visando o maximo
conforto para os animais que estdo em produgdo (Perissinotto, 2007). Neste sentido, o
desenvolvimento de sistemas de produgdo animal, em conjunto com a melhoria do
conhecimento do impacto ambiental na produgdo e no bem-estar animal, é crucial para
aumentar a inovagao, sustentabilidade e produtividade na pecudria.

O baixo desempenho produtivo em vacas leiteiras esta intimamente associado a
elevadas temperaturas e o conjunto destes acontecimentos tem sido estudado desde ha muitos
anos, por varios autores (Armstrong, 1994; West, 1999; Collier et al., 2006). A temperatura
ambiente quando atinge niveis extremos tem um impacto importante sobre o metabolismo
energético. Isto implica que animais que apresentem maior versatilidade fisiolégica sejam
melhor adaptados, e, portanto, mais produtivos e menos suscetiveis ao stresse térmico.

E necessario obterem-se sistemas de producdo que minimizem os efeitos das alteracdes
climaticas com o objetivo de melhorar a capacidade de o animal lidar com o stresse ambiental.
Atualmente sabe-se que o bem-estar animal e o conforto térmico influenciam diretamente a
producdo leiteira. Perante esta realidade, surge a necessidade de perceber as relagGes
existentes entre os elementos climaticos e a fisiologia animal, tendo como objetivo o bom

desempenho de acordo com o potencial genético (Titto, 1998).



Histofisiologia das Glandulas Sudoriparas em Vacas Leiteiras face a Aclimatagdo Sazonal | 2015

Existem diversos indicadores para caracterizar o conforto e o bem-estar animal,
incluindo a observagdo criteriosa das respostas comportamentais e fisioldgicas ao stresse
térmico. A existéncia de biomarcadores que permitam identificar os niveis de stresse e/ou
aclimatacao térmica sao valiosos no processo de selecdo dos animais melhor adaptados para
cada condicdo ambiental. Estes devem ser obtidos a partir de amostras de facil acesso, de
preferéncia ndo invasivos ou minimamente invasivos, como a saliva, suor, leite, pelos e fezes.
Hoje em dia, o fluido mais frequentemente utilizado no estudo dos biomarcadores é o

sangue/plasma, no entanto, este tem tendéncia crescente para ser substituido.

1.2. Objetivo Geral

As adaptacbGes as variagdes de temperatura estdo intimamente associadas com a
histofisiologia da pele e dos seus anexos. A circulagdo sanguinea desempenha um papel
fundamental na termorregulacdo (Kellogg, 2006). Durante as situacOes de stresse térmico
verifica-se vasodilatacdo cutanea através de combinacdes de mecanismos neurais e efeitos
locais de temperaturas elevadas nos proprios vasos da pele (Kellogg, 2006).

Outro processo importante na perda de calor no controlo da temperatura interna do
corpo em ambientes quentes é a evaporagdo do suor. Aumentos na transpiragdo podem ser
devidos a um aumento na densidade de glandulas sudoriparas ativadas, a um aumento na saida
de suor por glandula, ou a uma combinacdo de ambos os fatores. Para além da densidade e da
funcdo das glandulas, a cor da pele, a densidade, a espessura, a cor e o comprimento dos pelos
sdo outros fatores que tém efeito na eficacia da perda de calor por evaporacdo.

As respostas fisioldgicas e morfoldgicas referidas traduzem adaptacdes a nivel celular
gue podem incluir fendmenos como proliferacdo e morte celular e expressao de determinadas
proteinas, designadamente as denominadas proteinas de choque térmico (HSP).

No que diz respeito a producdo de bovinos e aos aspetos relacionados com a tolerancia
ao calor, existem poucos estudos publicados para Portugal. Deste modo, e considerando os
dados atrds referidos, pretende-se com o presente trabalho apresentar o estado da arte sobre
as respostas de animais em producdo ao stresse térmico e a sua capacidade de aclimatacao,
mais concretamente avaliar a histofisiologia da pele e seus anexos em vacas leiteiras face a

aclimatagdo sazonal.
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1.3. Objetivos especificos

I. Conhecer
a. Ainfluéncia da temperatura nos mecanismos de termorregulacao.
b. Mecanismos de permuta de calor entre o animal e o ambiente.

c. Respostas fisioldgicas e adaptativas ao stresse térmico.

Il. Determinar

a. Ataxa de sudacdo de vacas leiteiras com a utilizacdo do vapdmetro.

b. A morfologia das glandulas sudoriparas (Area, Perimetro, Distancia & Epiderme) nas
diferentes estacdes do ano (Verdo e Inverno).

c. Aexpressdode marcadores (HSP, Actina e PCNA) nas diferentes estruturas da pele e que

eventualmente possam estar associados aos mecanismos adaptativos referidos.

Ill. Compreender
a. A atividade das glandulas sudoriparas e o comportamento da pelagem no Inverno e no
Verao.

b. A expressdo dos diferentes marcadores estudados no Verdo e no Inverno.

IV. Valorizar

a. A utilizagdao de marcadores como ferramentas de sele¢do dos animais.

b. A pratica de métodos ndo invasivos ou minimamente invasivos.

c. Meétodos de modificagdo do ambiente para aumentar as perdas de calor e melhorar a
produtividade de grupos de animais que possam estar em condigdes de stresse térmico.

d. A transposicdo de resultados ao nivel da experimentagdo animal para casuisticas

biomédicas.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Influencia das varidveis climaticas nas respostas fisiolégicas dos
animais

Acredita-se que a expansdo das atividades industriais nas Ultimas décadas tenha
contribuido significativamente para a alteracao do clima da Terra. O aumento das concentragdes
dos gases didxido de carbono, metano e dxido nitroso na atmosfera, € um dos fatores
responsdveis pela ocorréncia de eventos climdticos extremos, aumento da temperatura global,
do nivel dos oceanos e intensificacdo da variabilidade espacial e da magnitude dos valores de
precipitacdo. Com base no relatério do Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) as
alteracdes da concentracdo de CO2 devem ser atribuidas ao uso de combustiveis fdsseis,
enquanto as concentragdes de metano e de dxido nitroso estdo relacionadas com expansdo das
atividades agropecuarias (IPCC, 2007).

O clima tem uma grande influéncia nas caracteristicas do solo, na produgdo, na
diversidade e qualidade das gramineas e leguminosas, e consequentemente, no desempenho
produtivo dos animais. A producdo de leite é um dos setores mais sensiveis as varia¢cdes do
clima, desempenhando grande importancia, na medida em que é uma atividade de
movimentacdo de capital e de geragdo de empregos (Damasceno et al., 2010).

O ambiente térmico a que um animal pode estar sujeito é muito varidvel. As varidveis
climdticas constituem um conjunto de fendmenos que afetam, direta ou indiretamente, o
organismo animal e dependendo da intensidade, do tempo em que atuam e das interagdes que
estabelecem entre si podem originar diversas rea¢cdes metabdlicas (Vilela, 2008). Desta forma,
o crescimento, reprodugao e niveis produtivos podem ser influenciados por um conjunto de

fatores extrinsecos e intrinsecos ao animal (Figura 1).

Temperatura Corporal

Radiac3o Solar
¢ Crescimento

Temperatura Animal STRESSE Producgdo
Vento -
Reproducdo
Humidade Relativa ° ’
Duragdo

Intensidade

Figura 1. Efeitos combinatdrios das varidveis climdticas sobre o organismo dos animais
(Adaptado de Vilela, 2008)



Histofisiologia das Glandulas Sudoriparas em Vacas Leiteiras face a Aclimatagdo Sazonal | 2015

A radiacdo é a principal fonte de calor no meio ambiente e constitui uma energia
eletromagnética de vdrias origens, estando intimamente relacionada com a temperatura
ambiente e por este motivo, é imprescindivel e crucial para a determinagdo do conforto térmico.
Esta diretamente relacionada com a temperatura radiante medida pelo globo negro que
descrimina a sensacdo térmica percecionada pelos animais, influenciando igualmente o
comportamento e o metabolismo. O aumento do armazenamento do calor corporal, associado
a temperaturas elevadas e a radiacdo solar direta, promove o aumento dos batimentos
cardiacos, da frequéncia respiratéria, da taxa de sudacdo e da temperatura retal. A mudancga
destas caracteristicas fisioldgicas tem o objetivo de dissipar o calor metabdlico e promover a
refrigeracdo do organismo, mantendo a temperatura corporal em niveis toleraveis (Muller,
1989).

A radiacdo solar, dependendo da intensidade e duracdo em que os animais estejam
submetidos, pode desencadear respostas fisiolégicas e comportamentais relevantes,
designadamente no aumento da temperatura corporal, frequéncia respiratdria, batimentos
cardiacos, taxa de sudacdo e procura de sombra. Essa energia radiante ao atingir o animal é
convertida em energia calorifica que tende a promover o aumento da temperatura corporal. A
capacidade em manter estavel a temperatura corporal, ou seja, a tolerancia ao calor estd
dependente de certas caracteristicas anatémicas como o tipo de pelagem e a cor da pele.
Quando ndo sao fornecidos meios de protecdo ambiental tal como o sombreamento de
pastagens e/ou fontes de agua para o banho, verificam-se maiores redugbes ao nivel do
potencial produtivo (Damasceno et al., 2010).

A direcdo e a velocidade do vento também podem ter influéncia nas temperaturas
observadas ao nivel experimental, no sentido em que este tem uma importante a¢do na perda
de calor por conveccdo, desde que a temperatura do ar seja menor que a temperatura
superficial do animal. Quando a humidade é elevada o vento promove um aumento da
velocidade da evaporac¢ao do suor na pele, aumentando a perda de calor por evaporacao. Desta
forma, a sensagdo térmica percebida pelo animal estd diretamente relacionada com o vento, a
humidade e a radiacdo (Almeida, 2010).

A identificacdo de ambientes térmicos desfavoraveis pressupde a existéncia de uma
gama de temperaturas mais adequadas a sobrevivéncia e ao bem-estar dos animais. As
altera¢Oes na temperatura retal e na frequéncia respiratdria tém sido os dois parametros mais
utilizados na avaliacdo do conforto animal e adaptabilidade a ambientes adversos, ou como
medida da eficicia de modificagdes ambientais. O aumento da humidade relativa ou da radiagdo
solar direta, determinam o aumento da frequéncia respiratéria. Em bovinos de climas

temperados sujeitos a temperaturas ambientais entre 15 e 209C, verifica-se que a 15°2C a
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frequéncia respiratéria aumenta em 3 mov./min por cada aumento de 12C, enquanto a 252C o
aumento é de 6 mov./min (Pereira, 2004).

O conceito de zona de termoneutralidade reine um conjunto de condigBes climdticas
6timas para um eficiente desempenho produtivo, no entanto, utiliza apenas a temperatura do
ar como variavel de referéncia. Com o desenvolvimento tecnolégico da bioclimatologia alguns
indices sdo considerados na definicdo dos limites das condicdes ambientais ideais e sdao
calculados incorporando outros fatores climaticos como a humidade do ar, radiacdo, ventos,
etc,: o indice de Temperatura do Globo e Humidade, a Carga Térmica de Radiacdo e indice de
Temperatura e Humidade. Estes indices tém o principal objetivo de avaliar os impactos das
mudancas climaticas no bem-estar animal ainda que sejam precisos estudos mais detalhados
acerca da fiabilidade deste tipo de avaliacdo, principalmente, no que respeita a precisdo dos
valores da humidade relativa do ar. Silva & Maia (2011) propdem a utilizacdo de um modelo
estatistico com consisténcia fisica que possibilite o conhecimento das possiveis mudangas
climaticas sobre os valores normais da humidade relativa do ar.

A producdo leiteira pode ser afetada direta e indiretamente pelas mudancas climaticas.
Os fatores indiretos estdo associados a reducdo da disponibilidade e ao aumento dos precos dos
alimentos; as alteracdes na distribuicdo de pragas e doencas e a diminuicdo da producdo e
qualidade de plantas forrageiras (Sirohi & Michaelowa, 2007). Por outro lado, as mudangas
climdticas podem intensificar o stresse térmico decorrente de alteragdes no balango de energia
térmica entre o animal e o ambiente, influenciado por fatores ambientais (radiagdo,
temperatura, humidade relativa e velocidade do vento) e mecanismos de termorregulagdo
(condugdo, radiagdo, convecgdo e evaporagdo). Qualquer alteragdo destes fatores pode
modificar a zona de termoneutralidade e provocar desconforto no animal (Sirohi & Michaelowa,

2007).

2.2. Mecanismos Transferéncia de Calor

Existem quatro mecanismos primdrios de transferéncia de calor: radia¢do, conveccao,
conducgdo e evaporacgdo. A quantidade de calor armazenado em bovinos leiteiros apresentara a
seguinte férmula:

M—P= ()R (£) Cd (x) Cv +E (McConaghy, 1996)

Onde:

M= Calor metabdlico produzido (J/L);
P= Producéo (L);
R= Troca de calor por radiac¢do (J);

Cd= Troca de calor por condugdo (J);
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Cv=Troca de calor por conveccdo (J);
E= Perda de calor por Evaporacgao (J).

A troca de calor entre superficies que estdo em contacto direto é feita através da
conducdo. O gradiente energia entre corpos dependera da diferenca de temperatura dos
mesmos. Este mecanismo, através do contacto direto dos tecidos, permite a passagem de calor
do nucleo central do organismo (coracdo) até a superficie corporal (epiderme) sendo
responsavel pela passagem de calor da superficie da pele para o meio (Silva, 2000). Uma forma
de permuta de calor que pode desempenhar um papel importante no balanco térmico do animal
é a transferéncia de massa que ocorre quando o animal ingere alimento ou agua. Vérios autores
confirmaram perdas apreciaveis de calor quando os animais ingerem uma determinada massa
de alimento ou de dgua a uma temperatura suficientemente afastada da respetiva temperatura
nuclear (Pereira, 2004).

A transferéncia de calor por convec¢do é um mecanismo de troca de calor entre fluidos
como resultado de uma mistura de particulas com diferentes temperaturas. O ar, que possui um
baixo calor especifico, entra em contacto com a epiderme e é aquecido rapidamente. Como o
ar quente é menos denso, sobe e é substituido por ar mais frio, causando pequenas correntes
convectivas préximas da superficie da pele, mantendo um gradiente de temperatura entre a
pele e o ar (Hardy, 1981).

A radiagdo constitui uma forma sensivel de troca de calor através de ondas
eletromagnéticas entre dois corpos que se encontram sob diferentes temperaturas (Na3s,
1989). A quantidade de radiacdo emitida depende da natureza do material, da emissividade do
corpo, da constituicdo fisica e da temperatura absoluta da superficie emissora. O balango
térmico entre o animal e o meio ambiente depende dos tipos de exposicdo do animal a radiacao,
qgue pode chegar ao animal através de duas formas: radiacdo solar direta, através da pelagem
(50% a 70% num ambiente aberto) e radia¢do solar difusa, por retransmissao do calor radiante
(Silva, 2000).

A quantificacdo das trocas térmicas radiantes ndo é simples e com as modificacGes
sucessivas na carga radiante, surgem limitacGes relativamente ao modelo matematico a usar.
Além do espectro solar de energia que o corpo do animal intercepta, existe uma percentagem
de energia difusa que atinge o animal, provindo da atmosfera. Também o vapor de dgua, CO2 e
0 ozono absorvem energia solar sob forma de radia¢cdo e emitem-na para a superficie terrestre
e consequentemente para o animal exposto. A magnitude dessa carga vai depender da area
exposta, época do dia ou do ano, cor da pelagem e refletividade do solo. As pelagens claras vao
refletir mais energia solar relativamente as pelagens escuras, no entanto, uma parcela de

energia é transmitida para o extrato cérneo, localizado na epiderme, penetrando nas camadas
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mais profundas das pelagens mais claras. Por sua vez parte desse calor serd novamente
transmitido para o ambiente, visto que parte do espectro de ondas é constituido por ondas
longas, que sdo independentes da cor. Algumas perdas por convec¢do que acontecem na prépria
pelagem e a diferenca entre o calor absorvido e transmitido por conveccao e radiacao para o
ambiente constituem larga influéncia na termorregulacdo e consequentemente na producgao
animal (Na3s, 1989).

A Figura 2 apresenta os mecanismos que envolvem os fluxos de calor entre o animal e 0

meio ambiente.

1+ radiagdo solar direta ondas curtas

2- radkagio ondas curtss refletida pelas nuvens
3« radiagio difiess .Y
4- ndiagio cdeste de ondas curtas

5- radiagdo ondas curtas refletidas na supaficie do solo
6- radiagio de ondas loagas de ¢ para a circunvzinbanga
7« radiacio de ondas loagas pars & atmosfon
B+ permats por condugio

9+ permatta por convesyho

10~ termblise evaporativa via pulmonar

11- termdlise evaporativa vis cutinea

Figura 2. Trocas térmicas entre o animal e o ambiente (Adaptado de Pereira, 2004)

O aumento da temperatura ambiente dificulta a dissipagao de calor na forma sensivel,
sendo necessdria a ativagdo de outros mecanismos na forma latente, como o aumento da
sudacdo e da frequéncia respiratéria.

Silva (2000) assegura que a superficie externa do corpo representa a principal fronteira
entre organismo e ambiente, sendo a outra parte constituida pelos tecidos pulmonares e
respiratdrios. A energia térmica procedente do interior do corpo pode ser transferida através da
superficie corporal dos animais através de (Collier et al., 2006):

- Conducdo, através dos tecidos superficiais, dérmicos e epidérmicos;
- Conducdo ao longo das estruturas da camada externa (pelos, | ou penas);
- Conducdo através do ar e do vapor que permeiam os espacos entre as estruturas da camada

externa;
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- Convecgdo natural ou forgada;
- Evaporagdo da humidade cutanea;
- Radiacdo.

A energia térmica produzida pelas reacdes metabdlicas aquece os tecidos internos a
uma temperatura, geralmente estimada pela temperatura retal. Essa energia tende a passar
para a superficie da epiderme por conducdo através dos tecidos e do sangue que irriga a
superficie. Ao atingir a epiderme, essa energia é reduzida e obtém-se a temperatura da
superficie cutanea. Quando uma superficie estda humida, a energia térmica nela existente é
utilizada para a evaporacdo da 3agua, que ocorre a temperatura da superficie e
consequentemente, hd uma diminuicdo desta temperatura. Este fenédmeno é denominado de
calor latente. A eficiéncia dessa transferéncia de energia depende da temperatura da superficie,
temperatura do ar e quantidade de vapor de d4gua na atmosfera. Quanto mais alta a temperatura
do ar, maior a quantidade de vapor de agua que esta pode absorver. Por outro lado, quanto
mais elevada for a temperatura da superficie, maior sera a quantidade de vapor produzida e
maior a eliminagdo de calor latente, porém esta sempre dependente da percentagem de
humidade do ar. Portanto, considerando que a transferéncia térmica por evaporagdo nao
depende do gradiente térmico, mas da temperatura da superficie e da humidade da atmosfera,
esta torna-se o mecanismo mais eficiente de eliminagdo de calor corporal em condi¢des de
elevada temperatura. Os mecanismos de convecgao, condu¢dao e radiacdo dependem do
gradiente de temperatura entre a superficie e a atmosfera. Quando a temperatura ambiente é
elevada e mais préoxima da temperatura corporal a eliminagdo de calor sensivel é cada vez menor

até atribuir o valor zero (Souza et al., 2010).

2.3. Conforto térmico

Os bovinos sdo animais homeotérmicos, ou seja, apresentam temperatura corporal
constante dentro de certos limites independentemente da temperatura do meio ambiente
(Takahashi et al., 2009). A zona de termoneutralidade, também conhecida como conforto
térmico, é determinada pela faixa de temperatura efetiva ambiental, onde o animal mantém
constante a sua temperatura corporal sem acionar mecanismos de termorregulagdo que
originem gasto de energia. Nestas condicdes, desde que a alimentacdo esteja adequada as suas
necessidades, o animal tem condicGes para apresentar o seu maximo desempenho produtivo
de acordo com o seu potencial genético (Baéta & Souza, 1997).

A temperatura é considerada um fator limitante na vida dos organismos na medida em
que condiciona a sua sobrevivéncia e a identificacdo de ambientes desfavoraveis sugere que

esta so é garantida dentro de determinados valores (Figura 3).
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Figura 3. Esquema simplificado do processo de termorregulagdo (Adaptado de Silva, 2000)

Na literatura, existe grande variacdo no que respeita as temperaturas que delimitam a
zona de termoneutralidade. Na verdade, o conforto térmico deve ser encarado como um
conceito individual e relativo porque vai estar sempre dependente da fase de crescimento do
animal, da sua condi¢do corporal, da disponibilidade e qualidade da dieta, nivel produtivo,
condicbes de alojamento e grau de aclimatacdo (Jessen, 2001).

Os bovinos apresentam determinadas fungdes fisioldgicas (frequéncia respiratéria e
taxa de sudacdo), destinadas a manter a temperatura corporal constante. A zona de
termoneutralidade tem como limites a Temperatura Critica Inferior (TCl) e a Temperatura Critica
Superior (TCS). Abaixo da Temperatura Critica Inferior, o animal entra em stresse pelo frio e
torna-se indispensavel o aumento da termogénese e acima da Temperatura Critica Superior
(TCS), o animal sofre stresse pelo calor e a termdlise toma a sua importdncia. Em ambas as
situagBes, serd utilizada a energia de manutengdo para gerar ou dissipar calor interno,
diminuindo a energia que seria utilizada para a produc&o e/ou reproducdo (Yousef, 1985).

Na tabela 1, sdo apresentados alguns valores de temperatura critica inferior, superior e

de conforto térmico para algumas espécies.

Tabela 1. Temperatura Critica Inferior (TCl), Temperatura de Conforto (TC), Temperatura

Critica Superior (TCS) de algumas espécies (Adaptado de Hafez, 1973)

Animal Adulto TCI (2C) TC (2C) TCS (2C)
Ovelha -20 [15 - 30] 35
Galinha 15 [18 — 28] 32

Vaca Holstein Frisia -10 [-1-16] 27

Bovino Indiano 0 [10-27] 35
Coelho 10 [15 - 25] 30
Caprino -20 [20 —30] 34
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Trabalhos realizados em varias partes do mundo constataram que a zona de conforto
térmico dos bovinos leiteiros da raca Holstein Frisia se encontra em temperaturas ambiente que
variam de 02C a 202C. Em determinadas condi¢Bes, em torno de 212C, podem desencadear
stresse fisioldgico e em torno de 279C, passam a utilizar as vias respiratdrias e temperatura retal
para eliminar o excesso de calor (Guimaraes et al., 2001).

Dentro da zona de termoneutralidade o animal realiza apenas pequenos reajustes na
sua condutancia com vista a variar a velocidade do fluxo centrifugo de calor e a equilibrar a
termogénese e a termoélise. Como ja referido, estes mecanismos de manutengdo do balango
térmico podem ser divididos em duas categorias: sensivel ou latente. A permuta de calor
sensivel ocorre através da radiacdo, conveccdo e conducao onde existe um gradiente térmico
entre o animal e o meio ambiente. Quanto maior o gradiente térmico entre a superficie do
animal e o meio, maior é a capacidade de dissipacdo de calor do animal. A medida que esse
gradiente diminui ocorre uma reduc¢do na perda de calor da forma sensivel e aumenta através
da forma latente (Souza & Marinho, 2003). A permuta de calor latente inclui a perda de calor
por evaporacgdo de dgua através das vias respiratdrias e da sudacdo. Para dissipar ou reter calor
o animal utiliza mecanismos fisiolégicos e comportamentais que contribuem para a manutencao

da homeotermia (Figura 4).
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Auténomo . ) .
Vias — ~ . .
Latente Sudagdo, Polipneia
termorreguladoras
Exercicio
Comportamento -
Voluntario
Termogénese p 4 4
. Tiritagdo, Gordura
Auténomo §d0,
Castanha

Figura 4. Componentes da termogénese e da termdlise (Adaptado de Bligh, 1998)

2.3.1. Termogénese

Quando a temperatura se encontra abaixo da Temperatura Critica Inferior, a vaca

leiteira ativa os seus mecanismos de termorregulagdo para manter constante a sua temperatura
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corporal e mesmo a temperaturas em torno de 092, consegue manter-se termicamente
confortdvel, sem poér em causa o seu nivel produtivo. Ja em temperaturas em torno de -102C, o
aumento da ingestdo de alimento ndo é suficiente, comecando a observar-se os efeitos
negativos sobre a producdo de leite (Muller, 1989).

Nesta condicdo, é realizada a vasoconstricdo periférica e uma eventual piloerecgao,
acompanhados por um aumento da producdo de calor enddgeno adicional. Acentuam-se
alteracdes etoldgicas, como o aumento da ingestdo de alimentos e mudanca de postura. Estas
alteragdes juntamente com o aumento da atividade fisica e com o0 aumento da taxa metabdlica
conduzem a um ponto de metabolismo maximo e caso o fluxo de calor centrifugo se mantenha
maior que a termogénese, entdo o animal entra em hipotermia (Baccari, 1989).

Nas condigdes climatéricas do nosso pais ndo se verificam temperaturas que sejam
capazes de afetar o nivel produtivo dos animais uma vez que estes sdo capazes de compensar a
diminuicdo da temperatura através da alimentacdo. Este aumento no consumo suplementa as
necessidades energéticas dos animais que sdo forcados a gastar mais energia para manter
constantes a temperatura corporal e o nivel produtivo. Esta producdo de calor provém da
fermentacdo que ocorre no rumen. Quando os animais passam por periodos prolongados de
frio, além do aumento da ingestdo de alimentos, verifica-se um aumento da concentracdo das

hormonas da tiroide e consequentemente da taxa metabdlica (Muller, 1989).

2.3.2. Termolise

Em ambientes quentes, a eficacia com que um animal dissipa calor é fundamental para
a manutenc¢do da sua produtividade. O aumento da temperatura ambiente determina uma
reducdo do gradiente térmico que se repercute na maior dificuldade em dissipar calor
metabdlico por via sensivel. Quando a temperatura ambiente se encontra acima da zona de
termoneutralidade sdo acionados certos mecanismos para contrariar esta tendéncia, como a
vasodilatacdo periférica e o aumento da frequéncia respiratdria (mov./min-1) (Bianca, 1973).

Durante a vasodilatagdo periférica o maior volume sanguineo presente a periferia
encontra-se a uma temperatura mais préxima da temperatura do nucleo do corpo, devido a
reducdo das permutas de calor por contracorrente. O aumento da temperatura cutanea permite
criar condi¢gdes mais favoraveis para a dissipacdo de calor por conveccgdo e por radiacdo, a curto
prazo. A manutencdo desta situacdo conduz a reducdo da ingestdo de alimentos, ao aumento
da ingestdo de dgua e a certas alteracdes etoldgicas, como a mudanca de postura e a procura
por sombra (Pires, 1998).

O Hipotalamo como centro termorregulador da inicio a termélise especialmente por via

evaporativa, intensificando a sudacdao que é completada com o aumento da evaporacgdo

12
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respiratdria através da polipneia térmica. Se estes mecanismos nao forem suficientes para a
perda de calor, a temperatura corporal aumentara e a homeostasia pode estar sob risco (Titto,

1998).

2.4. Stresse térmico

O clima é um dos fatores mais stressantes na bovinicultura. No verdo, os niveis de
stresse térmico constituem grandes desvantagens para os niveis de bem-estar e para a
produtividade. Em climas mediterraneos como o da Peninsula Ibérica, a sazonalidade climatica
é destacada pela existéncia de verdes intensos e rigorosos, onde as elevadas temperaturas
interferem negativamente na produtividade dos animais provocando alguns episddios de
stresse térmico. A compreensdo aprofundada dos aspetos adaptativos, nomeadamente da
tolerancia ao calor, torna-se crucial para encontrar as solu¢gdes mais adequadas nestes contextos
climdticos (Gaughan et al., 2010).

Geralmente as situagOes de stresse penalizam a produtividade, no entanto, também
permitem evidenciar a capacidade dos animais em ultrapassar as condicionantes negativas
impostas pelo ambiente e destacar a sua capacidade adaptativa, nomeadamente nas
componentes reprodutiva e produtiva (Muller, 1989).

Hans Selye (1975) foi o primeiro estudioso que tentou definir stresse atendendo a sua
dimensao bioldgica. De acordo com este autor, o stresse é um elemento que induz modificages
na estrutura e na composi¢ao quimica do corpo, as quais podem ser observadas e medidas. A
partir desta definigdo Selye diferencia dois tipos de stresse: o eustress que indica a situagdo em
que o organismo possui meios (fisicos, psiquicos...) para lidar e ultrapassar determinada
situacdo, e o distress ou esgotamento, que indica uma grande exigéncia organica relativamente
aos meios que o organismo possui e que nem sempre sdo ultrapassaveis. Apesar de ainda ser
usado em inglés, o termo distress caiu quase em desuso, sendo substituido pelo préprio termo
stresse, que passou a ter o sentido (atual) negativo de desgaste fisico e emocional (Rocha, 2008).

Mais tarde, Silva (2006) denominou estas duas varidveis do stresse classificando o
eustress como o alerta, o estimulo, a acdo e a reacdo do animal as mudancas que ocorrem no
organismo e que podem culminar em resisténcia e consequentemente em adaptacdo. Referiu,
ainda, que o organismo ndo tem a capacidade de fazer a distingdo entre os dois tipos de stresse,
sendo o tempo destas altera¢des o fator dominante sob o efeito negativo ou positivo do stresse.

Existem varias questdes acerca dos efeitos prejudiciais do stresse térmico sobre os
animais. Atualmente sabe-se que estes sdo predominantemente fisioldgicos e neste sentido,

com o objetivo de aperfeicoar as respostas adaptativas dos animais para que possam expressar
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0 seu maximo potencial genético, torna-se imprescindivel conhecer os limites fisiolégicos da
exposicao dos animais a este tipo de stresse (Broom, 2002).

Entende-se stresse térmico por calor uma situagdo fisiolégica que ocorre quando a
temperatura corporal excede os seus limites fisioldgicos normais, resultando numa carga total
de calor (metabdlico e do ambiente) que excede a capacidade de dissipacdo de calor do animal
requerendo respostas fisioldgicas e comportamentais. E importante salientar que o stresse
térmico também pode variar na intensidade ou duragdo, condicionando as respostas dos
animais. Perante uma mudanca e permanéncia suficientemente prolongadas para um ambiente
mais quente verificam-se alteracdes fisiolégicas e anatdmicas, cujo processo é designado por
aclimatacdo ou aclimatizacdo. Desta forma as respostas dos animais variam de acordo com o
tipo de desafio térmico destacando-se as alteracGes adaptativas de curto prazo das fungGes
comportamentais, fisiolégicas e imunoldgicas (orientadas para a sobrevivéncia, por exemplo,
reducdo da ingestdo) que sdo consideradas como respostas iniciais a eventos agudos; as
alteracOes a longo prazo, estdo relacionadas com o desempenho do animal (por exemplo, a
reducdo da taxa metabdlica afeta o crescimento e a reproducdo) (Geraldo, 2013).

Os bovinos tém dois mecanismos principais para regularem a temperatura corporal
guando sujeitos a condi¢des extremas:

- Favorecendo a dispersao do calor, em particular através da evaporagao, aumentando a
vasodilatagdo periférica, a respiragao ofegante, etc. Estes mecanismos de regula¢do térmica
aumentam as necessidades energéticas em 20% (no caso de uma temperatura ambiente de
359C). No caso das vacas leiteiras isto quer dizer que parte da energia para a produgédo de leite
é redirecionada para a regulagdo térmica;

- Limitando a produgdo de calor, reduzindo toda a sua atividade e alterando o seu
comportamento alimentar. Na realidade, a producdo de calor na vaca de leite deve-se
principalmente as fermentag¢des ruminais. A ingestdo de matéria seca (IMS) pode diminuir 10 a
30%. Para além disso, o processo de ruminacdo que também produz calor, diminui
drasticamente. Os animais tendem a comer menos durante o dia (mais vezes e menos
quantidade) e mais durante a noite, quando a temperatura baixa. No entanto o seu
comportamento alimentar nas horas de menor temperatura leva a problemas digestivos, pois
comem mais depressa e escolhem os componentes da dieta que produzem menos calor durante
a digestdo, preferindo o concentrado a forragem (Martins, 2014).

Assim, em periodos de stresse térmico, o risco de acidose é maior, sendo os fatores que
contribuem para a acidose ruminal os seguintes:

- Comportamento alimentar: os animais preferem comer em grandes quantidades ao

amanhecer e ao entardecer.
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- Diminuicdo da IMS com menor proporc¢ao de forragem e elevados niveis de concentrado.
- Diminuicdo das substancias tampdo naturais que os animais possuem devido a:
I Diminui¢do da ruminacdo;
Il. Menor quantidade de saliva a chegar ao rimen, porgue os animais “babam-se” (a saliva
€ uma importante fonte de bicarbonato);
Il. Respiracao ofegante, o que faz com que mais CO2 seja expelido, fazendo com que o
poder tampao da saliva diminua.

Para além disso, a diminuicdo do pH ruminal diminui a eficiéncia na degradacao da fibra,
porque as bactérias celuloliticas sdo as mais afetadas quando o pH ruminal diminui para valores
inferiores a 6 (Martins, 2014).

O stresse térmico tem bastante impacto tanto na produtividade como na saude da vaca
leiteira. A curto prazo a consequéncia mais notada do stresse térmico é a reducdo da producdo
de leite. Como descrito anteriormente, o stresse térmico leva a uma diminui¢do da IMS e a um
aumento das necessidades energéticas para regular a temperatura corporal do animal. A
reducdo da producdo de leite resulta de uma combinacdo de fatores que tém como base a falta
de energia disponivel para a producdo de leite.

Estudos demonstram que a producdo de leite nos meses de verdao pode diminuir até 35%. A
longo prazo o stresse térmico tem um impacto negativo nos sistemas imunitario e reprodutivo:
- Aumenta a frequéncia de mamites e a contagem de células somaticas (CCS).

- Diminui a fertilidade, aumenta a mortalidade embrionaria, aumentam os casos de retengdo
placentaria e partos prematuros, com consequéncias no peso vivo do vitelo, viabilidade e saude
(Marques, 2014).

Existe uma variedade de indices utilizados para estimar o grau de stresse térmico a que
o animal estd sujeito. O indice Temperatura-Humidade (THI) (Tabela 2) que incorpora estas duas
variaveis tem sido amplamente utilizado para verificar o impacto do stresse térmico em vacas

leiteiras (Armstrong, 1994).
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Tabela 2. indice Temperatura-Humidade (THI) (Adaptado de Collier & Zimbelman, 2012)

Legenda: Amarelo (limiar do stresse); Laranja (stresse moderado); Vermelho (stresse severo)

Temperature

F *% LSS I

72 220 64 65 65 65

73 230 65 65 66 66

74 235 65 66 66 67

75 240 66 66 67 67

76 245 66 67 67 68

77 250 67 67 68 68

78 255 67 68 68 69

79 260 67 68 69 69

80 265 68 69 69 70 75
81 270 68 6 70 70
82 280 69 69 70 71
83 285 69 70 71 7
84 290 70 70 71
8s 295 70 71
8 300 71 71
87 305 71
88 310 72 g
89 315 (7273|7475} [ 81] ¢
%0 72 --
9 330
92 335 lZl

93 340 7

Y 74 [ 75 |76 |77 ] 78] 79| 50

95 350 mm__--_!g

A suscetibilidade das vacas leiteiras ao stresse térmico e as elevadas temperaturas e
humidades relativas constituem um grande obstdculo a termorregulagdo, com efeito negativo
sobre o desempenho produtivo. A recolha do indice THI didrio constitui uma boa ferramenta
para calcular o efeito do stresse térmico em bovinos de leite (Garcia-Ispierto et al., 2007).

Um indice THI de 68 unidades é considerado o limite da zona de conforto em vacas
leiteiras e o inicio do stresse térmico, no entanto a taxa de concecdo apenas é afetada com
valores superiores a 72 (Zimbelman & Collier, 2011). Uma vaca sujeita a um stresse térmico
moderado apresenta sinais visiveis, tais como (Zimbelman & Collier, 2011):

- Respiracgdo rapida e superficial;
- Diminuicao da atividade;
- Diminuicdo de 10% da producdo de leite;
- Diminuigdo da ingestdo de alimento.
Em situagdes mais graves podem-se observar:
- Boca aberta com a lingua de fora;
- Respiragdo ofegante;
- Diminuicdo de 30% na producdo de leite (Zimbelman & Collier, 2011).
A tabela 3 resume alguns sinais fisioldgicos de stresse térmico e a sua associa¢do com a

diminuicdo da produtividade em vacas leiteiras.
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Tabela 3. Sinais fisioldgicos de stresse térmico e a sua associacdo com a diminuigcdo da
produtividade (Adaptado de Martins, 2014)

Nivel de stresse Frequéncia Temperatura Perda de
Respiratdria Rectal Produtividade
Limiar de stresse > 60 RPM >38,52C -0,283Kg/h
THI=[68-71]
Stresse moderado > 75 RPM >39,02C -0,303Kg/h
THI=[72-79]
Stresse severo > 85 RPM >40,02C -0,322Kg/h
THI=[80-89]
Stresse extremo >120 RPM >41,09C N3o medido.
THI=[90-99]

2.4.1. Respostas fisiologicas

Os efeitos do ambiente térmico sobre as variaveis fisiolégicas Temperatura Retal (TR),
Temperatura Superficial (TS) e Frequéncia Respiratéria (FR), tém sido alvo de varios estudos em
animais em lactacdo, com o fim de caracterizar o stresse térmico ou a adaptacdo dos animais
(Almeida, 2010).

Para Abi Saab & Sleiman (1995) a frequéncia respiratéria, frequéncia cardiaca e
temperatura corporal determinam o nivel de tolerancia e adaptagao dos animais ao calor. Para
Bianca & Kunz (1978), a temperatura retal e a frequéncia respiratéria sdo as referéncias
fisiolégicas mais adequadas para estimar a tolerancia dos animais ao calor. Hopkins et al. (1978)
afirmam que valores de temperatura retal proximos a temperatura normal da espécie podem
ser considerados como um indice de adaptabilidade. Animais que apresentem menor aumento
da temperatura retal e menor frequéncia respiratdria sdo considerados mais tolerantes ao calor
(Baccari, 1989). De acordo com Almeida (2010) a temperatura retal, a frequéncia respiratéria e
o nivel de sudagcdo desempenham um papel importante, principalmente na termorregulacdo

dos ovinos.

2.4.1.1. Temperatura Retal

A temperatura corporal resulta do equilibrio entre o ganho e a perda de calor, ou seja,
a quantidade de calor produzida no organismo (sistema) ou por ele absorvida e a quantidade
libertada para o meio envolvente (vizinhanga). Consequentemente, o equilibrio entre o ganho e
a perda de calor pode ser medido pela temperatura retal porque discrimina o valor mais

aproximado da temperatura corporal (°C). A medicdo da temperatura retal é utilizada
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frequentemente como um indice de adaptabilidade fisiolégica porque o seu aumento indica a
insuficiéncia dos mecanismos de dissipacao de calor (Martello et al., 2004).

A temperatura corporal é caracterizada por eventos de ocorréncia periddica,
obedecendo a um ritmo circadiano que se repete a cada 24h, atingindo o seu ponto mdaximo
entre as 17h e as 19h e o seu ponto minimo entre as 4h e as 6h (Baccari, 1989).

Martello et al. (2004) também confirmam que existe interagdo entre esta variavel
fisioldgica e a hora do dia. Os valores maximos sdo atingidos durante a tarde, dependendo da
fase de crescimento do animal, por exemplo, as novilhas apresentam na maior parte do dia,
maior temperatura retal relativamente as vacas adultas.

Num estudo realizado por Almeida et al. (2013) a temperatura retal de vacas Holstein
Frisia, em condi¢Ges de termoneutralidade, apresentou correlagdo mais elevada (0,96) em
relacdo a hora do dia do que em relagdo a temperatura do ar (0,71), no periodo das 8h as 18h.
A partir das 15h, a temperatura do ar comecou a diminuir e a temperatura retal comegou a
aumentar comprovando que, durante o dia, esta varidavel aumenta em funcdo do metabolismo
do animal e ndo propriamente da temperatura ambiente. A temperatura retal da vaca leiteira

em termoneutralidade e em repouso oscila geralmente entre 38°C e 39°C (Almeida, 2010).

2.4.1.2. Frequéncia Respiratoria

A capacidade de resisténcia do animal a condi¢Oes de stresse térmico também tem sido
avaliada através da frequéncia respiratdria. Os bovinos para evitar a hipertermia aumentam a
frequéncia respiratdria, apresentando taquipneia como complemento ao aumento da taxa de
sudacdo. As perdas respiratorias e cutaneas constituem importantes meios de perda de calor
corporal por evaporagdo. A taquipneia é o primeiro sinal visivel de resposta ao stresse térmico,
embora se situe em terceiro lugar na sequéncia dos mecanismos de adaptacdo fisiolégica. A
vasodilatagdo e o aumento da sudagdo ocorrem previamente (Baccari, 1989).

A perda de calor pelo trato respiratdrio implica um processo de mudanga de estado
fisico, de liquido para gasoso, que ocorre com o ar humedecido nas vias respiratdrias superiores.
A energia despendida pelas vacas para eliminar o calor endégeno, principalmente pelo aumento
da frequéncia respiratoria e pela segregacdo de suor pelas glandulas sudoriparas, é um dos
principais fatores que explicam a menor producdo de leite sob stresse térmico porque parte da
energia do organismo é desviada do processo produtivo para a manutencdo do equilibrio
fisiolégico (Almeida, 2010).

Valores de frequéncia respiratdria de 60mov./min indicam animais que ndo estdo sob
stresse térmico ou que este é minimo. No entanto, quando esta frequéncia ultrapassa os

120mov./min reflete excessiva carga de calor e acima dos 160mov./min, devem ser tomadas
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medidas de emergéncia. A ventilagdo ou resfriamento evaporativo, sdo métodos de modificacdo
do ambiente, utilizados para aumentar as perdas de calor e melhorar a produtividade (Hahn et

al.,1999; Martins, 2014).

2.4.1.3. Temperatura da Pele

A resisténcia ao calor dos bovinos depende da sua adaptacdo genética e fisioldgica ao
ambiente. Um dos principais atributos que afetam a resisténcia desses animais ao calor é a
superficie cutanea (Maia, 2002).

A superficie cutanea e a pelagem representam a fronteira entre o ambiente climatico e
o organismo, podendo assim influenciar o balanco térmico do animal. A sua funcdo
termorreguladora pode ser dividida em dois componentes: protecdo contra o excesso de
absorc¢do da radiagdo solar e dissipacdo do calor da superficie do animal (Silva, 2000).

As diferencgas verificadas na atividade metabdlica dos tecidos fazem com que a
temperatura da pele ndo seja homogénea no corpo todo e apresente variacdes de acordo com
a regido anatdmica. A superficie corporal apresenta temperatura varidvel e mais sujeita as
influéncias do ambiente externo (Silva, 2000).

A pele protege o organismo do frio e do calor e a sua temperatura depende
principalmente, das condi¢gdes da temperatura ambiente, humidade e caracteristicas fisioldgicas
como vascularizacdo e evaporagdo do suor. Desta forma, contribui para a manutenc¢do da
temperatura corporal mediante trocas de calor com o ambiente (Baccari, 1989). Segundo
(Jessen, 2001), a temperatura da pele de vacas holandesas em lactagdo medida em dois
ambientes térmicos, com temperatura do ar entre 272C e 282C e entre 232C e 249C, estdo na
ordem de 37,592C e 36,759C, respetivamente. Para Martello et al. (2004) a temperatura da pele
de vacas Holstein Frisias alojadas em instalagdes climatizadas pode variar de 31,62C (as 6h) a
34,79C (as 13h), sem indicagdo de stresse térmico no animal.

Conforme descrito por Cena & Monteith (1975), superficies claras apresentam menor
absortividade da radiagdo solar, sendo que a emissividade dessa radiacdo depende das
propriedades fisicas e estruturais dos pelos (espessura, comprimento, densidade, didametro e
inclinagdo). A maior transmissdo é caracteristica de pelagens brancas enquanto pelagens
escuras apresentam emissividade mais baixa ou nula, o que tem levado a maioria dos
investigadores a aceitar a vantagem adaptativa de pelagens claras em regides mais quentes
(Silva, 2001).

A regido corporal e o nivel de climatizacdo dos animais também s3o fatores importantes.
Arcaro Junior et al. (2005) mediram a temperatura da pele da regido da cabeca, do dorso e da

glandula mamdria e concluiram que esta foi menor nas vacas submetidas a ventilagao forcada e
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aspersdo na sala de espera, durante 30 minutos, quando comparada a das vacas submetidas
apenas a ventilacdo. A regido da cabega apresentou diminuicdo média de 4,29C, na regido do
dorso uma diminuicdo de 2,82C e na glandula mamaria 1,02C. Segundo Baccari (2001) quando a
temperatura da pele é mais elevada que a do meio ambiente, o organismo cede calor as
moléculas do ar, dando inicio a uma troca térmica. Quando a temperatura do ambiente diminui,
o animal dissipara mais calor e a sua temperatura corporal diminui, o que explica a diminuicao
da temperatura da cabeca, dorso e glandula mamaria verificada nos animais submetidos ao
tratamento ventilagcdo forcada e aspersdo na sala de espera (Arcaro Junior, et al., 2005).

E importante ressaltar que os efeitos evaporativos e convectivos na perda de calor ndo
sdo facilmente separaveis. Assim, a velocidade do ar é um fator importante que influencia o

processo de transferéncia evaporativa (Almeida, 2010).

2.4.1.4. Sudagao

A sudacdo foi inicialmente estudada por Dodart (1725) e por Lavoisier e Seguin (1790),
a par de muitos outros até aos dias atuais. A eficiéncia deste mecanismo esta parcialmente
dependente da natureza da pele e da pelagem e é um processo ativo com base no
funcionamento das glandulas sudoriparas. A capacidade maxima de suda¢do de um bovino é
atingida por condi¢des de temperaturas ambientais elevadas, ocorrendo um aumento do
volume de sangue para a epiderme, proporcionando as glandulas sudoriparas maiores estimulo
e quantidade de nutrientes (Morais, 1999).

As glandulas sudoriparas e a suda¢do ndo sdo distribuidas de forma homogénea na
superficie da epiderme. A quantidade de suor produzida depende do numero de glandulas
sudoriparas ativas por unidade de area da epiderme, da natureza da capa de cobertura cutanea
e da sua permeabilidade ao vapor de 4dgua, além da capacidade circulatéria periférica (Berman,
2011).

O numero de glandulas ativas esta relacionado com o ciclo de atividade dos foliculos
pilosos e também com a idade do animal. O tamanho e a extensdo da superficie corporal
expressam uma adaptacdo especial aos fatores do meio. A permuta de calor entre o animal e o
meio ambiente depende da relacdo entre a superficie corporal e a taxa metabdlica. Em
temperaturas ambientais iguais ou acima da temperatura interna do animal, superficies mais
extensas podem tornar-se desvantajosas. A titulo de exemplo, o tamanho e a forma de bovinos
provenientes da Europa ao serem introduzidos nos trépicos ficam mais baixos, mais grossos e
curtos, e, em consequéncia, aumentam a sua capacidade de dissipacdo de calor. Os apéndices
compostos pelas orelhas, barbela (papadas), umbigo e prepucio tém importancia secundaria na

termorregulacdao do animal. As orelhas apresentam uma alta relagdo entre superficie e peso,
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associada a uma maior vascularizagdo. A papada ou barbela, apesar de apresentarem maior
quantidade de glandulas sudoriparas, ndo sao eficientes devido a baixa irrigacao presente nessas
areas. O umbigo e o prepucio tém baixo poder de evaporacdo devido ao menor nimero de
glandulas sudoriparas. Apesar destes comparticiparem na sudacdo, os apéndices nao
apresentam papel relevante na adaptacdo dos animais aos climas quentes (Rocha, 2008).

Perante a heterogeneidade na distribuicdo das glandulas sudoriparas ao longo do corpo,
a taxa de sudacdo deve ser medida numa area que seja representativa do valor médio
ponderado. Com efeito, a taxa de sudacdo ndo é homogeneamente distribuida pela superficie
da epiderme. A variacao dentro de cada individuo pode ser superior a 300% e fatores como a
densidade parecem ser determinantes nessa variacdo, embora as maiores taxas de sudacdo
parecam estar mais associadas a regides onde a espessura da pelagem é inferior (Berman, 2011).

A densidade e a morfologia das glandulas sudoriparas sdo muitas vezes apontadas como
os fatores mais relevantes nas diferencas observadas nas taxas de sudac¢do (Schleger & Bean,
1971). Porém, varios estudos demonstraram que, embora estas caracteristicas devam ser
consideradas, ndo sdo suficientes para explicar per si as diferentes taxas de sudacdo (Finch,
1986). Resultados elucidativos sdo referidos por Pereira et al. (2010), salientando que a taxa de
sudacdo é distinta consoante as diversas regides do corpo e independente da densidade, do
volume e da forma das glandulas sudoriparas. As duas caracteristicas que parecem estar mais
diretamente relacionadas com o suor produzido pela glandula sudoripara s3o: a densidade e o
calibre dos vasos sanguineos presentes na sua periferia e a atividade do foliculo piloso (Finch,
1986).

Os bovinos criados em sistemas extensivos e semiextensivos recebem uma grande
quantidade de calor por radiacdo direta sendo de grande importancia a capacidade de manter
a temperatura corporal dentro de certos limites através da sudacdo. A taxa de sudacdo em vacas
Holandesas varia bastante em funcdo das condi¢cdes higrométricas do ambiente, da
adaptabilidade dos animais, da capacidade circulatdria e de sudagdo destes, ocorrendo
resultados de 133 g mh (McDowell, 1975) ,185 g mh (Suzuki, 1989) e até 275 g mh (Lima, 1991).
Apesar disto, o gendtipo é determinante na ocorréncia de diferencas. As ragas zebuinas
apresentam normalmente taxas médias de sudacdo superiores as ragas de climas temperados.
Titto (1998) utilizando o método desenvolvido por Schleger & Turner (1965) encontraram
valores de 216 g.m2.h-1 em bovinos da raca Nelore, 126 g.m2.h-1 em bovinos da raca
Marchigiana e 124 g.m2.h-1 em bovinos da raga Simental. Torna-se percetivel que bovinos Bos
taurus apresentem menor densidade glandular, diametros de glandulas menores e morfologia
enovelada, ao contrario do caso que se verifica nos zebuinos que apresentam glandulas

saculiformes, de maior diametro e volume (Pan, 1964).
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Finch et al. (1982) demostraram que vacas cruzadas (% Jersey % Zebu) expostas a
radiacdo solar direta, apresentavam um drastico aumento na frequéncia respiratdria e na
temperatura superficial. No entanto, a temperatura retal manteve-se constante e a taxa de
sudacdo aumentou de 70 para 250 g.m2.h-1, ressaltando a grande importancia da evaporacao
cutanea para minimizar o stresse térmico causado pelo ganho de calor via radiacdo solar direta.
Quando se relaciona a taxa de sudacdo com a temperatura rectal observa-se que nos taurinos a
sudacdo atinge o mdximo e estabiliza antes da temperatura corporal atingir os 402C. Nos zebus,
dentro dos normais limites de variacdo da temperatura corporal, ndo é percetivel qualquer
indicio de estabilizagcdo da taxa de sudacdo (Finch et al., 1982).

McManus et al. (2005) avaliaram a tolerancia ao calor em algumas ragas bovinas
(Curraleiro, Crioulo Lageano, Nelore, Pantaneira, Junqueira, Holandés e Mocho Nacional)
considerando alguns parametros fisiolégicos (frequéncia respiratéria, frequéncia cardiaca,
temperatura retal e taxa de sudagdo). Os valores para a taxa de sudagdo variaram entre 215,22
g/m2/h (Nelore) a 323,22 g/m2/h (Mocho Nacional), tendo a raca Holandesa uma média de
269,13 g/m2/h. Comparando os resultados das racas Holandesa e Nelore, o da primeira foi mais
elevado, pois o estimulo ao stresse térmico foi maior devido a menor eficiéncia dos mecanismos
de termorregulacdo, como por exemplo, pelagem menos adequada ao ambiente e menor
capacidade respiratéria. Nestas condi¢des, os animais Nelore foram capazes de regular melhor
a temperatura corporal em resposta ao stresse térmico do que as Holandesas, recorrendo ao
aumento da sudagdo que se apresenta superior ao das ragas europeias nao adaptadas, porém
apenas sob temperaturas do ar extremas (Hahn et al., 1999).

Muitas das diferengas ocorridas entre gendtipos a uma determinada temperatura deve-
se a diferencas na eficiéncia da termdlise sensivel. A maior eficiéncia na dissipacdo de calor
sensivel origina que o inicio da sudag¢do ocorra a temperaturas mais altas. E também sugerido
gue a maior eficiéncia da evaporagdo do suor nos zebus possa explicar as menores taxas de
sudacdo a temperaturas moderadas (Berman, 2011). Portanto, para que as comparagoes entre
racas e entre ambientes se possam realizar, é indispensavel a existéncia de um referencial
comum que possa medir ndo apenas a taxa de sudagdo, mas principalmente a eficacia desta na

manutencado da estabilidade da temperatura corporal.

2.4.1.5. Proteinas de choque térmico

Em 1962, o investigador italiano Ritosa estudou glandulas salivares de Drosophila busckii
e verificou que determinados genes sofriam altera¢Ges quando submetidos ao choque térmico.
Este trabalho foi o primeiro a descrever a “reprogramacao” da expressao génica de “rotina” para

uma “resposta ao stresse celular” (Geraldo, 2013).
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O stresse térmico ou quimico induzia a expressao de genes, até entdo quiescentes, os
quais faziam com que as células sob stresse produzissem grande quantidade de uma classe de
proteinas especificas, designadas de Heat Shock Proteins (HSP) ou proteinas de choque térmico.
O processo pelo qual as células respondiam ao stresse ficou conhecido como Heat Shock
Response (HSR) ou resposta ao choque térmico. Posteriormente verificou-se que a HSR era um
fendmeno praticamente universal a todos os seres vivos. Esta resposta é caracterizada por um
aumento extremamente rapido na expressdo de um grupo restrito de proteinas, as HSP, ndo s6
ocorrendo apenas apds exposi¢cdo ao calor, mas também quando as células sdo expostas a
diversos outros desafios metabdlicos, incluindo andlogos de aminoacidos, diversos metais

pesados, diversos ionéforos e outros xenobidticos (Tabela 4) (Welch, 1992).

Tabela 4. Condicdes que induzem a expressdo das HSP (Adaptado de Meyer & Silva, 1999)

Fisioldgicas Patoldgicas Ambientais
. R . Mudangas térmicas
Ciclo de divisdo celular Infecdo viral ¢ .
(choque de calor/frio)
Fatores de crescimento Infecdo bacteriana Metais pesados
Diferenciacao celular Infecdo parasitaria Etanol
Desenvolvimento de tecidos Febre Antibidticos
Estimulos hormonais Inflamagao Radiagao
Isquemia
Danos oxidativos
Malignidade
Autoimunidade
Toxinas

Lipossacarideos

As HSP sdo uma classe de proteinas altamente antigas e conservadas, desde seres
primitivos (procariotas) até o Homem, constituindo um indicio do seu grande valor evolutivo
(Peetermans, 1995). As HSP podem ser agrupadas em familias, de acordo com as suas
sequéncias de aminoacidos e com os seus pesos moleculares (em kD- quilodaltons),
determinados pelo método SDSPAGE (eletroforese em gel de poliacrilamidasédio- dodecil-
sulfato) (Fuller et al, 1994). Em cada familia, ha diferentes proteinas - por exemplo, HSP-72 e
HSP-73 no grupo HSP-70; os pesos moleculares sao semelhantes, no entanto, os padrées de
inducdo e expressdo sdo distintos (Tabela 5). As HSPs melhor entendidas sdo as que cujo peso é
de 110, 90, 70 e 60 kDa. Este primeiro grupo de HSP é expresso a 379C na auséncia de calor. O
segundo grupo consiste em HSPs que sdo induzidas pela privagdo de glicose e incluem proteinas

reguladas pela glicose (GPR) com pesos moleculares de 34, 47, 56, 75, 78, 94 e 174 kDa. Um
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terceiro grupo consiste em HSPs de baixo peso molecular (menores que 20 kDa). A familia HSP-
70 é a mais conservada filogeneticamente. A sua estrutura, no Homem, é 72% homdloga em
relacdo as HSP-70 de droséfilas (Hunt & Morimoto, 1985). As familias HSP-60 e HSP-70 sdo as

mais ligadas ao processo geral de dobramento de proteinas nas células (Wynn et al., 1994).

Tabela 5. Principais grupos de HSP (Adaptado de Meyer & Silva, 1999)

Tamanho lizacs ~
Nome (kDa) Localizacao Funcao
Ubiquitina 8 Citoplasma/Nucleo Degradacao proteica
HSP10 10 Mitocondria Co-factor da HSP60
HSP27 27 Citoplasma/Nucleo Crescimento e diferenciacao
HSP47 47 Reticulo Endoplasmatico 'Chaperona' Colagénio
HSP56 56 Citoplasma Complexo recetor de esterdides
HSP60 60 Mitocondria 'Chaperona' molecular
HSP72 70 Citoplasma/Nucleo 'Chaperona' molecular
HSP73 70 Citoplasma/Nucleo ‘Chaperona’ molecular
Grp75 70 Mitocondria ‘Chaperona’ molecular
Grp78 70 Reticulo Endoplasmatico ‘Chaperona’ molecular
HSP90 90 Citoplasma/Nucleo ‘Chaperona’ molecular
HSP110 110 Citoplasma/Nucleo ‘Chaperona’ molecular

Diversos tipos de stresse metabdlico (exposicdo ao calor, metais pesados, diversos
iondforos, analogos de aminoacidos e xenobidticos que afetam a produgdo de ATP) resultam em
diversas alteragdes na expressao de genes, levando a aglomeragao das HSP. Muitos destes
agentes stressores indutores afetam a conformacgao correta e a fungdo das proteinas (Minowada
& Welch, 1995).

Nas condi¢cdes em que proteinas incorretamente conformadas se acumulem nas células,
é iniciada uma resposta ao stresse, ou HSR. Esta inicia-se pela ativagcdo de um fator especifico
de transcricdo, chamado HSF-1 (Heat Shock Factor ou fator do choque térmico). Tal fator estaria
presente na célula normal e “ndo-stressada” como um mondmero inativo. Em resposta ao
stresse metabdlico, rapidamente sofreria trimerizacdo, o que tornaria possivel a sua ligacdo
imediata a uma sequéncia de nucleotideos, chamada de HSE (Heat Shock Element ou elemento
do choque térmico) localizada dentro da regido promotora dos genes que codificam as HSP,
resultando num alto nivel de transcricdo dos genes do choque térmico. Em condi¢des ndo
stressantes as HSPs estdo ligadas a HSFs que residem no citoplasma das células de mamiferos.
Quando ocorre uma situagdo de stresse, como por exemplo, um aumento de temperatura, os
HSFs separam-se das HSPs, e sdo fosforilados pela proteina quinase C ou por outra proteina
serina-treonina quinase, formando uma estrutura homo-trimérica (Figura 5). Os trimeros

entram no nucleo da célula e sdo depois fosforilados pelas HSF quinases. Tem entdo inicio a
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transcri¢ao por intermédio do mRNA, seguida da tradugdo. As HSPs recém-sintetizadas ligam-se
aos HSFs para prevenir a futura sintese de HSPs (Kiang & Tsokos, 1998) e assim estarem aptas a
atuar numa nova situagdo de stresse.

As células submetidas ao stresse podem sobreviver ou morrer dependendo do tipo
celular, tipo e intensidade do stresse, etc. A exposicdo prévia das células a stresses ndo-mortais
pode suscitar a HSR com a sintese de HSP. Uma nova exposicao das células ao stresse vai
produzir menores alteracdes na homeostasia celular. As células que sintetizaram as HSP ficam
protegidas contra novas exposicoes, refletindo-se desta forma em menores lesdes também no

organismo ou em partes dele.
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Figura 5. Mecanismo de aumento das HSPs induzidas por stresse (Adaptado de Kiang & Tsokos,
1998)

As HSP ndo sdo induzidas apenas em condicGes de stresse. Segundo Feige & Polla (1994)
ha componentes desta classe proteica conhecidas como HSC (Heat Shock Cognates) que sdo
expressos constitutivamente, isto é, dentro da vida normal dos organismos ndo submetidos a
condigdes de stresse (Fuller et al., 1994). As formas cognatas ndo sdo idénticas as formas
indutiveis; estas, quando surgem, somam quantidades muito maiores do que as constitutivas.
Na familia HSP70, a forma induzivel HSP72 é a mais conhecida e estudada e existe no interior do
nucleo e no citoplasma.

O principal mecanismo de agdo das HSP, exceto o da protegao, seria o de atuarem como
“chaperonas” moleculares (Feige & Polla, 1994). O termo “chaperonas”, inexistente em
portugués, designa as substancias que sem fazerem parte da estrutura final de proteinas, evitam
interacdes incorretas entre estas e auxiliam na montagem final das mesmas, bem como a sua

sintese, dobramento e degradacdo (Ellis, 1987). O dobramento de proteinas é um processo
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biologicamente importante porque converte cadeias lineares de polipeptideos em estruturas
tridimensionais, as quais possibilitam que as proteinas exercam todas as suas atividades vitais
(Ellis & Hartl, 1996). As proteinas funcionais intracelulares estdo normalmente presentes nas
suas formas nativas, completamente dobradas. Entretanto, processos vitais da biogénese
proteica, tais como a sua sintese e translocacdo para os compartimentos intracelulares,
requerem que a proteina exista, temporariamente em conformacdo desdobrada ou
parcialmente dobrada.

As regides que estdo ocultas quando um polipeptideo esta na sua conformacgao nativa,
tornam-se expostas e interagem com outras proteinas causando uma agregagdo nociva para a
célula. Em condi¢gdes normais, os polipeptideos corretamente dobrados tém as porcbes
hidrofdbicas dos seus aminoacidos voltadas para o interior da molécula, ao passo que os
componentes hidrofilicos voltam-se para o exterior, possibilitando a solubilidade em meio
aquoso e impedindo a agregacdo. Se a proteina estivesse desdobrada (o que ocorre em
determinadas fases da sua sintese e transporte), poderiam existir algumas agregacdes

inadequadas, levando a perda destes polipeptideos. Deste modo, as HSP atuam evitando tais

“u nn

interacdes aleatdrias - como “protetoras moleculares”, ou ““chaperonas”” - até que o fim do
processo de dobramento ocorra e a proteina adquira resisténcia (Wynn et al, 1994). A fim de
evitar esta agregacdo quando as proteinas estdo desdobradas, as HSP protegem as superficies
interativas ligando-se a elas, facilitando o dobramento de novos polipeptideos com
desdobramento inadequado. Noutros casos, a ligagdo de HSP a superficies interativas de
proteinas completamente dobradas é parte crucial da sua regulacdo. Na medida em que o
choque térmico e outras condicOes stressantes causam um efeito de desdobramento parcial das
proteinas celulares, a capacidade das HSP protegerem as células contra os efeitos adversos do
stresse torna-se uma extensdo légica da sua fungdo normal como “chaperonas” (Becker & Craig,
1994). As HSP também proporcionam a rapidez de remoc¢do de proteinas desnaturadas de
dentro das células (Terlecky, 1994). Elevados niveis de proteinas de stresse fornecem meios a
célula para:

a) identificar e facilitar o redobramento de proteinas afetadas de modo adverso pelo
stresse metabdlico;

b) identificar e proporcionar a ligagdo com proteinas anormalmente dobradas, de modo
que estas sejam marcadas e enviadas a um sistema proteolitico adequado, facilitando assim a
eliminagdo das proteinas defeituosas;

c) facilitar a sintese e a maturacdao de novas proteinas, que irdo substituir aquelas

destruidas no stresse metabdlico (Meyer & Silva, 1999).
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2.4.2. Termotolerancia e Aclimatagao

Sendo a zona sul de Portugal, nomeadamente o Alentejo, uma regidao de grandes
amplitudes térmicas anuais, com especial destaque para os verdes quentes, onde ndo sao raros
os dias em que a temperatura atinge os 402C, torna-se essencial conhecer os mecanismos que
permitem a sobrevivéncia e desempenho das espécies ai exploradas na producdo de leite
(Morais, 1999).

A adaptacao refere-se a acao conjunta de caracteristicas anatémicas, morfoldgicas,
fisioldgicas, bioquimicas e comportamentais para garantir o bem-estar e favorecer a
sobrevivéncia de um organismo num dado ambiente especifico (Silva, 2000). O conceito de
adaptacdo a um determinado ambiente pode ser diretamente avaliado e relacionado com
mudancas estruturais, funcionais e comportamentais observadas no animal, objetivando a sua
sobrevivéncia, reproducdo e producdao em condicdes adversas. A adaptabilidade dos animais
tem sido discutida por diversos autores (McDowell, 1975; Baccari, 1989; Nunes, 2002; Santos et
al., 2005) e é estudada com diversas perspetivas:

- Adaptagdo genética e bioldgica: refere-se as caracteristicas hereditdrias do animal que
favorecem a sua sobrevivéncia num ambiente especifico e podem promover mudangas ao longo
de varias geracbes (sele¢do natural) ou favorecer a aquisicdo de caracteristicas genéticas
especificas (sele¢do artificial).

- Aclimagdo: refere-se a mudangas adaptativas, normalmente produzidas em camaras
climaticas, em resposta a uma Unica variavel climatica (por exemplo, a temperatura).

- Adaptagao fisiologica (Aclimatagdo): é o processo de ajustamento do préprio animal a outro
ambiente que resulta no aumento da tolerancia a estimulos stressores, ao longo do tempo.

Varios testes de tolerancia ao calor foram desenvolvidos tal como os de Rhoad (1944) e
de Dowling (1956), tendo uma aplicacdo reduzida em funcdo de algumas limitacGes. Nota-se
gue no teste idealizado por Rhoad (1944), também conhecido como o teste de Ibéria, toma-se
como base de célculo a temperatura retal de 38,3°C, tida como temperatura corporal normal e
sdo medidas as temperaturas retais e as frequéncias respiratérias dos animais de manha
(10:00h) e a tarde (15:00h), durante 3 dias. Por outro lado, o teste de Dowling (1956) baseia-se
na capacidade de dissipa¢do do calor corporal, apds os animais serem submetidos ao exercicio
fisico sob radiagdo solar direta, até que a temperatura corporal atinja os 40°C e
consequentemente, € marcado o tempo necessario para que a temperatura retal volte ao valor
inicial. Uma critica a este teste é que o calor adquirido nestas condigdes advém ndo sé da

radiacdo solar, mas também do exercicio fisico que envolve outros processos fisioldgicos e vias
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metabdlicas ndo implicadas naturalmente no mecanismo de termorregulacdo da espécie
(Muller, 1989).

O teste de adaptabilidade proposto por Baccari (1989) tem como principio a capacidade
de dissipacao de calor e consiste numa medicdo da temperatura retal dos animais em repouso
duas horas a sombra (TR1) e, logo apds a medicdo, os animais devem ser expostos diretamente
ao sol por mais uma hora e apds essa exposi¢cdo, os animais devem retornar a sombra por mais
uma hora quando a segunda medida da temperatura retal deve ser feita (TR2). As médias das
temperaturas retais obtidas (TR1 e TR2 em °C, respetivamente), devem ser aplicadas na seguinte
férmula do indice de Tolerancia ao Calor:

ITC= 10 — (TR2-TR1), a qual determina o grau de tolerancia ao calor dos animais pela
diferenca entre as temperaturas, e consta de uma escala de 0 a 10, sendo o resultado mais
proximo de 10 o valor correspondente aos animais mais tolerantes ao ambiente. Souza et al.
(2007) utilizando o mesmo teste em bovinos, verificaram um elevado indice de tolerdncia a
radiacdo solar direta de animais raca Sindi, que apresentaram ITC = 9,83, comprovando a
elevada adaptacdo do Sindi as condi¢Ges do semi-arido.

Considera-se que a adaptabilidade ndo deve ser avaliada apenas pela capacidade de
tolerancia ao calor uma vez que sdo varios os fatores que interferem no processo de adaptacao
dos animais. Por este motivo, outros testes devem ser aplicados para se verificar com maior
exatiddo a adaptac¢do dos animais em termos fisioldgicos, produtivos e reprodutivos. McDowell
(1975) apela que uma prova de tolerancia ao calor deve estabelecer alta correlagdo com a
produtividade dos animais de tal forma que se possa prever em animais jovens, através de
medidas de adaptabilidade, o desempenho destes e dos seus descendentes. Para (Olivier, 2000)
a avaliacdo de uma raca ou grupo genético ndo pode ser baseada apenas na capacidade de
ganho de peso ou no rendimento de carcaga, mas também na eficiéncia produtiva,
adaptabilidade, prolificidade e taxa de sobrevivéncia.

A adaptacdo ao calor pode ser dividida entre termotolerancia e aclimatagdo. A
termotolerancia é a adaptacdo celular causada por uma Unica e severa exposicdo ao calor,
permitindo que o organismo tenha melhores condi¢des para sobreviver a um posterior evento
de stresse térmico mais intenso. A aclimatacdo refere-se a habilidade do organismo manter uma
atividade normal no calor devido a melhorias ocorridas ao longo de um determinado periodo
que possibilitou uma melhor dissipagdo de calor (Geraldo, 2013).

Quando uma determinada condic¢do stressante decorre ao longo da vida do animal de
forma persistente e continuada, o individuo torna-se mais tolerante a esse stresse, devido a
aclimatagdo. De acordo com (Kregel, 2002) o fenédmeno da aquisicdo de termotolerancia é

transitorio na natureza e depende primeiramente do grau de severidade do stresse térmico.
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Normalmente este processo envolve altera¢des na expressdo de caracteristicas pré-existentes
que sdo benéficas ao organismo num ambiente e envolve mudancgas a todos os niveis da
organizagao corporal, incluindo reprogramacao da expressao genética (Horowitz, 2001).

Um animal quando estd adaptado ao meio ambiente onde estd inserido encontra-se
dentro de certos limites de temperatura que conferem o seu conforto. Estes limites estdo
condicionados por varios fatores como a espécie, a raga, o peso, a idade, o estado fisioldgico, a
condicdo nutricional ou por diversos fatores ambientais. E a relacdo destes limites de
temperatura e destes fatores que define o grau de adaptabilidade do animal ao meio, portanto,
uma exposicao prolongada ao stresse interfere negativamente com o funcionamento das
células, trazendo consequéncias negativas sobre as propriedades bioquimicas das proteinas
gue, em condicOes ideais, existem em estados termodinamicamente estaveis. Em ambientes
onde existem desvios a homeostasia celular, é provocado o desdobramento de proteinas que
podem perder a sua configuracdo funcional ou agregarem-se (Morimoto, 1998). Nestas
situacGes de stresse, a sintese da maioria das proteinas é inversamente proporcional as
proteinas de choque térmico (HSP) que sdo rapidamente sintetizadas (Zulkifli et al., 2010). Por
este motivo, o estudo destas proteinas é fundamental para compreender a termotolerancia e

perceber se os animais sofreram aclimatacdo.

2.5. Histofisiologia da pele e anexos como intermediarios dos processos
adaptativos e de termorregulacdo

2.5.1. A pele

As formas de agressdo a que o organismo estd exposto sao multiplas e de diversa origem
(radiagOes solares, temperatura, golpes, traumatismos mecanicos, micrébios patogénicos). Em
todos os seres vivos existe uma membrana que serve de revestimento, separando o meio
interno do meio externo, denominada de pele ou tegumento. A pele é o maior érgdo sensorial
do organismo que contém uma série de recetores para o tato, pressao, dor e temperatura (calor
e frio) e evidéncias recentes sugerem que este 6rgdo desempenha um papel fundamental na
manutenc¢do da homeostasia corporal, mais do que normalmente aceite (Samuelson, 2007).
Samuelson (2007) enumerou as principais funcdes da pele:

a) Proteger o organismo das agressdes externas (quimicas ou fisicas).
b) Termorregulacdo

c) Estabelecer relagGes sensoriais.

d) Vdrias funcGes metabdlicas.

e) Manter a forma do corpo.
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f) Protecdo contra a radiacdo ultravioleta, através da presenga de melanina.

A superficie cutanea é constituida pela pele (epiderme e derme) e seus anexos (pelos, 13,
glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas) representando uma importante linha de contato
entre o organismo e o ambiente. As caracteristicas da epiderme e dos pelos dos mamiferos
justificam a tolerancia ao calor caracteristica de cada raca e até mesmo de cada animal. Essas
caracteristicas englobam a pele (pigmentacdo e espessura), as glandulas sudoriparas (nimero,
distribuicdo e diametro), pelagem (cor e espessura), pelo (pigmentacgao, inclinagao, diametro,
comprimento, medulagdo).

A pele é constituida por camadas distintas designadas respetivamente de epiderme, derme

e hipoderme (Dukes, 1955). A figura 6 representa esquematicamente a superficie cutanea.
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Figura 6. Estruturas cutdneas (Adaptado de Samuelson, 2007)

A epiderme é um epitélio estratificado escamoso constituido por um nimero variado de
células de espessura varidvel ao longo de todo o corpo (Kimber et al., 1950). Do exterior para o
interior identificam-se as seguintes camadas de células: stratum corneum, stratum lucidum,
stratum granulosum e stratum germinativum (Dukes, 1955) ou seja, camada cérnea, camada
lucida, camada granulosa, camada espinhosa e camada basal. Nestas diferentes camadas, a
epiderme é constituida por queratindcitos, sendo ainda possivel observar, dependendo da
camada, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (Figura 7) (Simdes, 2004; Praga,

2010)
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Figura 7. Representagdo celular da epiderme (Adaptado de Rafeiro, 2013)

Os queratindcitos sdo as células principais da epiderme vidvel que produzem queratina,
uma proteina importante das células do estrato cérneo. A queratina, também chamada de
tecido cornificado, é composta primariamente pelos aminodacidos histidina, lisina, arginina e, em
especial, por metionina, sendo este Ultimo sulfurado. A sua composi¢do apresenta 30% de agua,
aproximadamente 1% de minerais e uma pequena quantidade de acidos gordos. A medida que
os queratinécitos amadurecem e se diferenciam tornam-se maiores, perdem o seu nucleo e
atingem a etapa final da diferenciacdo com a formacao do estrato cérneo. O estrato corneo, a
camada mais superficial, é constituido por células sem nucleo e por outros elementos celulares
usuais que correspondem a verdadeiros depdsitos de queratina, surgindo como resultado da
evolugdo celular dos queratindécitos. Os queratindécitos presentes nesta camada sdo designados
de cornedcitos, predominantemente constituidos por queratina, com uma forma achatada e
sobrepostos alternadamente (Simdes, 2004).

Os melandcitos encontram-se na camada basal da epiderme e produzem um pigmento
castanho responsavel pela coloracdo da pele e absor¢do dos raios UV, a melanina. A partir da
camada basal onde se inserem, os melandcitos projetam dendrites que se estendem ao longo
de toda a epiderme, enviando a melanina produzida nos melanécitos e acumulada nos
melanossomas. O nimero de melandcitos e a taxa de producdo da melanina é dependente da
raca do animal, no entanto, ndo chega a ser significativo. Nos animais com pele mais escura os
melanossomas sdo maiores e transferem-se individualmente através das ramificacGes
dendriticas. No caso das Holstein Frisias, de pele mais clara, os melanécitos produzem menos
melanina e os melanossomas agregam-se pelo facto das suas dimensdes serem mais reduzidas
(Praga, 2010).

As células de Langerhans sdo o constituinte imunoldgico predominante da pele. Estas
células estdo presentes em camadas menos estratificadas da epiderme, com um citoplasma
abundante, no entanto ndo apresentam desmossomas nem melanossomas. As células de

Langerhans sdo células apresentadoras de antigénios ao resto do sistema imunitario, tais como
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os linfécitos T e responsaveis pela fagocitose de corpos estranhos. Desta forma, estas células
nao permitem o crescimento anormal de células além de serem sensiveis a radiagdo ultravioleta.
As células de Merkel estdao presentes entre a epiderme e a derme em pequena quantidade e
ligam-se as terminagGes nervosas sensitivas, funcionando como recetores de pressdo (Simdes,
2004).

O estrato lUcido esta presente apenas em zonas muito queratinizadas e sem pelos. As
células sdao achatadas, pavimentosas, sem nucleo nem perfil definidos. No citoplasma observa-
se grande quantidade de filamentos muito compactados que constituem a queratina. O estrato
granuloso é formado por 3 a 5 camadas de células mais achatadas do que as do estrato
espinhoso. As células contém granulos de querato-hialina dispersos, os quais correspondem ao
inicio do processo de queratinizacdo. O estrato granuloso pode distinguir-se do estrato
espinhoso por ndo apresentar as “espinhas” de conexdo. O estrato espinhoso é formado por 5
a 6 camadas de células poliédricas, unidas pelos desmossomas. E relativamente facil de
identificar uma vez que os queratindcitos parecem ter umas “espinhas” entre células adjacentes.
Estas “espinhas” sdo na verdade os desmossomas. O estrato basal esta intimamente unido a
derme e separado desta pela membrana basal, sendo o mais ativo mitoticamente. Consiste de
uma camada de células mais ou menos cubicas (Samuelson, 2007).

A pele é abundantemente inervada de modo a permitir levar a cabo multiplas fung¢des.
Na pele existem fibras auténomas eferentes que regulam o calibre dos vasos sanguineos,
controlam a atividade das glandulas sudoriparas e das glandulas sebdceas e excitam os musculos
eretores do pelo (Samuelson, 2007). Os capilares que se encontram espalhados por toda a pele
sdo inumeros e pode-se assegurar que o volume de sangue que contém é significativo em
relacdo ao restante sangue circulante do corpo (Morais, 1999). Em caso de necessidade de
dissipacdo de calor a vasodilatacdo destes vasos periféricos produz o aumento do fluxo
sanguineo na pele o que aumenta a producdo de suor, sendo a vasodilatacdo e o fluxo associado
a glandula que facilita a transferéncia do calor para o exterior. A perda de calor é assim
determinada por duas caracteristicas: Pigmentacdo e Espessura (Finch, 1986).

A pigmentacdo da pele é controlada geneticamente e é resultado da quantidade de
melanina. O grau de pigmentagao estd associado com o clima, nomeadamente com a radia¢do
solar, especialmente em grandes altitudes. Animais de regides quentes e hiumidas apresentam
maior pigmentacdo comparativamente aqueles de zonas frias e secas. A pigmentagdo é
importante na absor¢do da radiagdao ultravioleta, que provoca o eritrema solar. A pele
pigmentada preta absorve totalmente os raios ultravioletas e peles despigmentadas sdo mais

suscetiveis a queimaduras e a danos devido a fotossensibilidade. A raca Hereford e a raca
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Simental sdo bons exemplos da importancia da pigmentacdo, pois o seu défice leva
frequentemente a carcinomas oculares escamosos (Hafez, 1973).

A espessura da pele varia com a regido do corpo e é influenciada pela idade, estado
nutricional e raca. Animais mais velhos ou subnutridos tém a pele mais grossa. Em climas
guentes, a pele melhor selecionada para esta caracteristica é a pele escura uma vez que nao é

tao afetada pela radiacdo solar e favorece a perda de calor.

2.5.2. Anexos da Pele

Os anexos da pele, inseridos na derme, incluem as glandulas sudoriparas, as glandulas
sebaceas e os foliculos pilosos e sdo também responsdveis por todos estes mecanismos de
permuta de calor (McDowell, 1975)

As glandulas sudoriparas sdao constituidas por uma base enrolada de glandulas que
atravessam toda a epiderme até a superficie através de um ducto sudoriparo. A producado de
suor através destas glandulas tem o objetivo de manter o equilibrio térmico corporal. Existem
cerca de 2 a 3 milhdes de glandulas sudoriparas distribuidas por cada m?.

Baseados nas suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais existem dois tipos de
glandulas sudoriparas: as apdcrinas, epitriquiais, ou paratriquiais e écrinas, merécrinas ou
atriquiais (Figura 8) (Neilsen, 1953). Segundo (Reece, 2006) as glandulas sudoriparas presentes
nos bovinos sdo do tipo apdcrinas. Para (McDowell, 1975) ndo sdo inteiramente apdcrinas, mas
também merdcrinas devido a perda de material citoplasmatico no decorrer da secrec¢do. Estas
glandulas sao também sdo consideradas epitricas por estarem associadas a um foliculo piloso.

As glandulas apdcrinas sdo descritas como glandulas simples tubulares ou saculares,
com uma parte secretora espiralada e um ducto reto. As glandulas écrinas sdo glandulas simples,
tubulares e espiraladas, que se encontram essencialmente nas almofadas das patas de cdes e
gatos, na ranilha dos ungulados e na regido nasolabial dos ruminantes e suinos (Dellmann &
Brown, 1982). Nas glandulas écrinas ndo existe perda do contetudo celular aquando da secregdo
de suor, contrariamente as glandulas apdcrinas onde que se verifica fragmentagao das células

com perda parcial do limen celular (Starling & Evans, 1968).
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o 3 N
Figura 8. Representagcdo microscopica das glédndulas sudoriparas apdcrinas (lado esquerdo) e
das gldndulas sudoriparas écrinas (lado direito)

A distribuicdo de glandulas sudoriparas é heterogénea, ou seja, algumas partes do corpo
secretam mais suor que outras. As regides de sudagdo mais intensas localizam-se no peito,
bracos, axilas, seguida das regides da espatula, cupim e nadegas, depois pescoco, costelas e
tdrax, seguida pela cabega e, por ultimo, prepucio (Morais, 1999).

As glandulas sebaceas estao localizadas na derme e sdo glandulas alveolares simples ou
compostas que produzem uma substancia oleosa, branca e rica em lipidos, o sebo. A maioria
das glandulas sebaceas estdo unidas através de um canal que se situa na parte superior dos
foliculos pilosos e que permite ao sebo engordurar o pelo e a superficie da pele. Desta forma, o
sebo evita a desidratagao e protege a superficie da pele contra alguns agentes bacterianos. Em
determinados pontos de transicdo da pele, como é o caso dos labios ou as palpebras, as
glandulas terminam diretamente na superficie da pele.

O foliculo piloso encontra-se distribuido por toda a parte da superficie corporal e a cada
foliculo esta associado um musculo eretor, constituido por tecido muscular liso. O processo de
crescimento capilar assemelha-se ao da pele: na base do foliculo ocorre a divisdo celular e as
células diferenciam-se por queratinizagdo acentuada formando o pelo (Simdes, 2004).

Muitos trabalhos reportam-se a densidade das glandulas sudoriparas por contagem dos
foliculos pilosos. Também ai a variabilidade é muito grande. Dowling (1955, citado por Pereira,
2004) salienta que a variabilidade encontrada, desde 582 a 1870 foliculos/cm2, pode derivar em
boa parte da metodologia adotada para as contagens. A contabilizagdo das fibras emergentes
pode introduzir um erro de 20%. A bidpsia permite quantificar com elevado grau de rigor a

densidade folicular e por conseguinte a densidade das glandulas sudoriparas.
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A densidade de glandulas ativas na epiderme constitui um dado importante porque nem
todas as glandulas sudoriparas se encontram ativas numa determinada altura, estabelecendo
uma estreita dependéncia com o ciclo de atividade dos prdprios foliculos pilosos. A aclimatacdo
sazonal interfere no processo. Durante o verdo, maiores nimeros de foliculos pilosos estdo
ativos e consequentemente maior numero de glandulas apresentam melhores condi¢des para
produzirem suor, possibilitando taxas de sudag¢do superiores (Schleger & Turner, 1965; Silva,
2000). Nos trépicos, em que os animais estdo sujeitos em grande parte do tempo a temperaturas
elevadas, o numero de glandulas sudoriparas ativas é superior, repercutindo-se também em
maiores taxas de sudag¢do (Murray, 1966; Allen et al., 1970; Silva, 2000).

A densidade das glandulas sudoriparas é muito variavel tanto entre racas como no
proprio individuo. Taneja (1960) verificou que os bovinos cruzados de zebu tendem a apresentar
maior densidade de glandulas sudoriparas relativamente a Shorthorn, raga origindria de
Inglaterra. No proéprio individuo a espadua e a face dorsal do tronco sdo as regides que
apresentam densidades superiores. Dowling (1955, citado por Pereira, 2004) observou esta
diferenca entre taurinos e zebuinos: 1698/cm? para os zebus e 1321/cm? para os taurinos. As
menores densidades sdo observadas em geral em toda a face ventral, na barbela e nas
extremidades (Pereira, 2004).

A morfologia das glandulas sudoriparas esta associada com a fase de crescimento do
pelo (Amakiri and Hill, 1975). As glandulas de maiores dimensdes estdo frequentemente em
associacdo com as fases metabolicamente mais ativas do crescimento do pelo (anagénese e
catagénese), observando-se o contrario quando decorre a fase de telogénese (Schleger & Bean,
1971).

Quanto a forma estas glandulas, Jenkinson & Nay (1972) referem que bovinos de racas
espanholas e portuguesas (racas omissas) apresentam forma de saco e foliculos pilosos
proximos da epiderme, embora com evidente heterogeneidade volumétrica. Carvalho et al.
(1995) relataram que os Bos indicus, adaptados ao ambiente tropical, possuem glandulas
sudoriparas em forma de saco enquanto os Bos taurus apresentam glandulas tubulares ou
espiraladas (este ultimo também se encontra no porco), confirmando que as glandulas
sudoriparas em forma de saco presentes nos Bos indicus sdo mais ativas do que qualquer outro
tipo de glandulas sudoriparas.

O volume das glandulas sudoriparas apresenta uma grande heterogeneidade entre
racas. Em bovinos Bos taurus das ragas Frisia, Ayrshire e lllawarra foram observados valores de
14.10, 14.00 e 11.77 x 107emm3, respetivamente. Estes valores contrastam com outros
registados em outros animais em locais diferentes das racas Shorthorn e Ayrshire que

apresentaram valores de 2,00 e 5,74 x 10"smm3 respetivamente (Silva, 2000). Dentro de cada
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raca a variacdo é também muito elevada. Mesmo em locais semelhantes, foi observado na raca
Brahman animais com volumes glandulares de 5,00 x 10"smm3 e outros com 26,00 x 10*smm3.
Situacdo semelhante ocorreu com a raca Shorthorn que apresentou volumes de 2,00 e de 8,00
x 10r6mm3 (Jenkinson and Nay, 1972; Jenkinson and Nay, 1973; Jenkinson and Nay, 1975). Tal
como a morfologia, o volume das glandulas sudoriparas parece estar dependente de reajustes
sazonais associados a temperatura ambiente. Durante o Inverno o volume das glandulas pode
atingir metade do volume exibido durante o Verao, sendo o estado de aclimatacdo sazonal em
que sdo realizadas as medi¢gdes uma fonte de variagcdo provavel. As glandulas sudoriparas
aparecem normalmente associadas a pelos. Foi observada uma relacdo de um para um em
glandulas sudoriparas e foliculos pilosos do porco (Mowafy & Cassens, 1975). Também para
racas bovinas europeias também foi observada esta relagdo, onde varios estudos comprovam
que cada foliculo piloso tem associado a si uma glandula sudoripara (Jenkinson & Nay, 1972).

A estimulagdo da atividade das glandulas sudoriparas corresponde tanto a um estimulo
direto das terminag¢Oes nervosas, nas proprias glandulas, como a um estimulo indireto através
de fibras sensoriais da pele. O aumento destes dois estimulos é essencial no processo de
aclimatizacdo a ambientes quentes (Morais, 1999).

Em vacas Holstein Frisia, a cor da epiderme e a coér do pelo sdo predominantemente
claros, pelo que havera maior penetragdo da radia¢do Ultra-violeta (Silva, 1999). Segundo o
mesmo autor, o angulo de inclinagdo dos pelos em relagdo a superficie da epiderme é
importante porque quanto maior o angulo de inclinagdo, maior a penetra¢do da radiagdo
ultravioleta. Este autor exemplifica este efeito citando que sob radiacdo de ondas curtas da
ordem de 712,86 W.m-2, os pelos brancos de comprimento de 1,5 cm, sob inclinacdo de 702
transmitem 81,4W.m-2 e os pelos de 402 de inclinagdo transmitem 7,0 W.m-2. Sabendo que a
protecdo contra os raios ultravioletas é fundamental para prevenir indu¢do de melanomas e
carcinomas epidérmicos, este efeito é obtido quando o animal apresenta pelos com menor
inclinagao. Vacas Holandesas predominantemente pretas e com pelagem de menor espessura
estdo mais adaptadas a ambientes quentes em relacdo as de pelagem predominantemente
branca.

A presenca de pelos e a sua cor também tém um papel importante no isolamento contra
a perda de calor, os quais retém uma camada de ar que aquece o organismo. Isto verifica-se
particularmente na exposicdo a luz solar. Blackshaw & Blackshaw (1994) demonstraram que
pelagens escuras podem absorver cerca de 80% da radia¢do solar incidente, contra 50% no caso
de pelagens brancas. Finch (1986) afirma que no Bos indicus, a absorg¢ao de radiagdao em novilhos

negros é 16% mais elevada que nos castanhos e 58% mais elevada que nos brancos. Assim, pode-
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se afirmar que as pelagens brancas e oleosas demonstraram maior refletividade em relacdo a
luz solar. Por outro lado, sabe-se que pelagens curtas e acamadas facilitam a dissipacdo do calor.

Pelagens mais espessas, com pelos mais longos e com maiores angulos de insercao,
influenciam negativamente a eficiéncia de evaporacdo do suor (Allen et al., 1970). Se a superficie
da pele estd coberta com uma pelagem longa e densa verifica-se que o seu interior vai ficando
com maior pressao parcial de vapor, diminuindo a velocidade de evaporacdo do suor na pele.
Quantidades varidveis de suor tendem por isso a evaporar mais longe da superficie cutanea.
Dessa forma, o calor retirado da evaporac¢do nao deriva diretamente da superficie da epiderme
mas do ambiente dentro da pelagem, o que torna menos eficiente a sudacdo como via de
dissipacdo de calor (Schleger & Turner, 1965; Schleger & Bean, 1971).

As variagcdes na medulacdo dos pelos estdo associadas a maior tolerancia ao calor.
Animais adaptados aos climas quentes apresentam maior nimero de pelos medulados. Por
exemplo, a raga Jersey apresenta um melhor desempenho em zonas tropicais do que racas de
origem europeia por possuir uma alta percentagem de pelos medulados, tanto no verdao como
no inverno (Baccari, 1989).

Pelagens brancas, curtas, lisas e suaves e pele preta e pelos medulados constituiriam o
cenario ideal pois a pele preta impede a penetracdo dos raios ultravioletas causadores de
eritrema solar, enquanto os pelos medulados, curtos, lisos e suaves refletem o calor ocasionado
pela incidéncia dos raios infravermelhos criando assim condi¢des favoraveis de aclimatagdo

(Silva, 2000).
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3. Materiais e Métodos
3.1. Ensaio

A primeira parte deste estudo foi desenvolvido na Herdade das Pedras Alvas, localizada
em Montemor-o-Novo Evora (Coordenadas GPS: 38° 41' 10.6362"N, 8° 8' 17.631"W),
propriedade da Sociedade Nacional Rustica, Lda. (Figura 9). Foi neste local onde foram

recolhidas todas as amostras do ensaio.

Figura 9. Fotografia GPS da Herdade das Pedras Alvas

Ao longo do ensaio foram utilizadas as mesmas fémeas da raca Holstein Frisia. Este
processo decorreu ao longo de cinco meses, sensivelmente de setembro a fevereiro,
comportando dois periodos de recolha de amostras.

Cada periodo teve a duragdo de 5 dias e decorreram de 31 de agosto a 4 de setembro e
de 2 a 7 de fevereiro correspondendo as esta¢des do ano, verdo e inverno, respetivamente.
Em qualquer exploragao leiteira, as instalagdes sdao de grande importancia, porque facilitam o
maneio dos animais, influindo diretamente na sua produtividade e salde. Neste ensaio, existiu
sempre um dia “zero” correspondente a marcagao dos animais e revisdo das condi¢des de
trabalho. De seguida apresenta-se um esquema representativo para melhor visualizagdo o

programa de recolha de dados (Tabela 6).
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Tabela 6. Esquema de um periodo experimental

Dias 0 1 2 3 4 5
Marcacao Recolha
Eventos dos Recolha Parametros Fisioldgicos Parametros
animais Histoldégicos
Temperatura Rectal Pele
Frequéncia Respiratdria Pelos
Taxa de Sudacao
Humidade da Pele Vapdémetro
Temperatura da Pele

Ao longo dos primeiros quatro dias foram efetuadas medicdes didrias da frequéncia
respiratéria (FR) e da temperatura rectal (TR) as 8:00h, as 13:00h e as 18:00h. As 13h foram
medidos, para além dos parametros ja mencionados, a Taxa de Sudacgdo (TS), a Humidade (H) e
a Temperatura (T) da pele através de um vapdémetro (Tabela 7). No ultimo dia, foi reservada a

manha para a recolha da pele e dos pelos.

Tabela 7. Esquema do hordrio estabelecido para os diversos procedimentos didrios

Horas Procedimentos

A Medigbes da Trectal @ Fresp.
B Medicdo com Vapometro

As amostras de pele foram encaminhadas para o Hospital Veterinario da Universidade

de Evora para o seu posterior processamento e os pelos foram analisados no Instituto de
Ciéncias Agrarias e Ambientais Mediterranicas (ICAAM), especificamente no Laboratdrio de

Fisiologia Animal Aplicada.
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3.2. Animais

Os animais do ensaio foram recriados no exterior, num sistema semi-extensivo. Quando
atingiram o primeiro parto foram deslocados para um pavilhdo com orientagdo norte-sul, com
estabulagdo livre em cubiculos onde passavam todo o periodo da lactagdo. Cerca de dois meses
antes do parto, estes animais passavam o periodo seco novamente no exterior. O Unico
equipamento de arrefecimento consistia numa refrigeracdo do telhado do pavilhdo (em chapa)
por aspersdo de agua, nas horas mais quentes do dia. As vacas em lactacdo encontravam-se
todo o dia a sombra, ndo recebendo, por tanto, radiacdo solar direta.

De um grupo de cerca de 150 fémeas de raga Holstein Frisia, foram escolhidas dez vacas
adultas da raca Holstein Frisia. O critério de selecdo destes animais baseou-se
fundamentalmente na homogeneidade do grupo, atendendo a idade, nimero de lactacbes e
dias de lactacao.

A composicdo da dieta baseava-se numa mistura de feno de erva, silagem de milho e
um concentrado energético e eram disponibilizados blocos minerais e agua ad-libitum. Os
constituintes da dieta foram misturados imediatamente antes de serem distribuidos aos
animais. As horas de alimentacdo nesta propriedade efetuavam-se as 05h30 e as 17h30. Os
animais encontravam-se corretamente desparasitados e vacinados sendo o nivel de producado

leiteira diaria, em média, 15 litros.

3.3. Delineamento Experimental

3.3.1. Recolha de dados Meteoroldgicos: Temperatura do Globo
Negro

A Temperatura do Globo Negro (Tgn) foi medida através de um termémetro do Globo
Negro que foi colocado a 1,70m do solo, na mesma linha da altura do flanco do animal para
simulacdo da temperatura corporal. As temperaturas eram recolhidas no inicio e no fim de cada

procedimento, a sombra e ao sol respetivamente. A Tgn foi, portanto, medida 6 vezes por dia.

3.3.2. Recolha dos dados Fisioldgicos: Frequéncia Respiratdria e
Temperatura Rectal

A Frequéncia Respiratédria (FR) foi obtida por observagdo direta do movimento da regido
das costelas durante 15 segundos e os valores multiplicados por quatro para cdlculo da FR
minuto™. As medi¢cdes foram sempre realizadas por, pelo menos, dois operadores diferentes e
foram confirmadas por observagdes adicionais sempre que os resultados apresentavam alguma

duvida.
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A Temperatura rectal foi medida através de um termdémetro clinico digital (Figura 10)
Talue Elane Medicare que permanecia no reto do animal e dava sinalizacdo sonora apds a

estabilizacdo da temperatura maxima.

k.

Figura 10. Medicdo da temperatura rectal em tempo real

3.3.3. Recolha dos dados Fisiologicos: Taxa de Sudagdo e Temperatura
da Pele

As 13h era acrescida a medi¢do da Taxa de Sudacdo (TS), Humidade Relativa (H)
Temperatura (T) da pele com a utilizacdo do vapémetro da marca Delfin (Figura 11). Este
aparelho era colocado numa superficie depilada, nomeadamente, na zona mediana do tronco

entre a regido posterior a espadua até a regido da antepenultima costela (Figura 12).

Figura 11. VapoMeter (Delfin Technology, Kuopio, Finland)
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Figura 12. Medi¢do da taxa de sudagéo e temperatura da pele em tempo real

3.3.4. Recolha de pelos e de tecido cutaneo

As amostras de pelos foram obtidas no periodo da manha através da utilizacdo de uma
pin¢a adaptada e sempre que possivel, eram retirados pelos brancos e pretos.

Na mesma manha, foram obtidas as amostras de tecido cutdneo através de uma bidpsia.
Apds a administragao de anestésico local, foi retirada uma amostra de aproximadamente 0,1cm
de diametro de tecido cutdneo na regido lateral direita na altura média do dorso entre a 122 e
132 costela de cada animal com o auxilio de um punch (Figura 13). De seguida, a ferida foi selada

com um spray aerossol.
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Figura 13. Realizagdo da bidpsia em tempo real

3.4. Analises laboratoriais e Biometria
3.4.1. Comprimento, Diametro e Medulagdo dos Pelos

Cada amostra foi mergulhada em éter de petrdleo durante 10 minutos. Posteriormente
os pelos pretos foram mergulhados em peréxido de hidrogénio a 10%, durante 18horas.
Finalmente as amostras foram lavadas com agua e montadas em laminas de glicerol.

O tipo de medula foi identificado através do método descrito por Udo (1978). Primeiro
separou-se uma amostra de dez pelos e, tal como para o comprimento, foram mergulhados em
éter de petréleo durante dez minutos. Os pelos pretos, depois do éter de petrdleo, ficaram
submersos por 18horas em perdxido de hidrogénio 30%. Depois de secos, os pelos foram
montados em laminas, com o auxilio de um meio de montagem. Foram posteriormente
observados em microscépio 6tico com uma ampliagdo de 400x, para se observar o tipo de
medula e ainda o didmetro do pelo (na zona medial), através de ocular micrométrica. De modo
a medir o comprimento dos pelos, escolheu-se de forma aleatéria uma amostra de dez pelos de
cada vaca, e de cada cor (sempre que possivel), efetuou-se o scan dos pelos e mediu-se o seu
comprimento com o software SigmaScan Pro versdo 5, apds o que se fez a conversdo dos valores

em pixéis para centimetros.
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3.4.2. Histologia

Apds a bidpsia, a amostra de pele foi fixada em formaldeido neutro a 10%, tamponado
(pH 7.4), durante 24 horas. Apds a fixacdo, procedeu-se ao processamento de uma parte da
amostra, obtendo-se uma superficie de corte tdo grande quanto possivel, pelas técnicas
histoldgicas de rotina, em sistema automatico: inclusdo em parafina (direcionando a sec¢do
longitudinal-horizontalmente) e corte em micréotomo rotativo (em sec¢des com 5 um de
espessura). Os cortes foram estendidos em laminas de vidro de 75 x 25 mm e apds
desparafinacdo e hidratagao, foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) para observacao
da estrutura geral e eventuais alteragGes histoldgicas. A hematoxilina é um corante basico que
cora as estruturas 4cidas (nucleos) e a eosina é um corante acido que cora estruturas bdasicas
(citoplasma). Como resultado, os nucleos ficam corados de azul e o citoplasma de cor rosada.
Apds a coloracdo procedeu-se a montagem para obtencgdo das preparagdes definitivas. O meio
de montagem (Ethelan) é uma substancia utilizada sobre o corte colando a lamela a lamina,
garantindo a sua conservacdo. Por outro lado, constitui um meio dtico transparente clarificando

o corte.

3.4.3. Imuno-histoquimica

Dos blocos do estudo histolégico realizaram-se cortes que se estenderam em laminas
de vidro de 75x25 mm tratadas com polilisina, para realizagao da técnica de imuno-histoquimica.
Esta técnica foi realizada através do método “labeled-(strept)avidin-biotin” (LAB-SA), utilizando
o UltraVision Detection System Kit (Thermo Scientific, USA, ref2 TP-015-HD). O processamento
foi feito de acordo com as indicagBes do fabricante que, em termos gerais, sdo como se seguem:

1. Desparafinaram-se as secg¢bes (incluindo controlos positivos e negativos)
devidamente identificadas (3 vezes em xilol: 5 minutos, 5 minutos, 3 minutos), com a seguinte
ordem: Hidratagdo (com alcool a 100% durante 3 minutos; alcool 100%, 3 minutos; alcool 95%,
3 minutos; alcool 80%, 3 minutos) e lavagem em 3agua da torneira e, de seguida, em agua
destilada.

2. Incubaram-se as secgBes em solugdo de perédxido de hidrogénio a 3%, durante 10 a
15 minutos, a temperatura ambiente (uma parte de H202 a 30% para nove partes de metanol
absoluto).

3. Lavaram-se duas vezes (2 a 3 minutos cada lavagem) em banho de solugdo salina
fosfatada tamponada (PBS, 10mM fosfato de sédio, 0,15 cloreto de sédio, pH 7.5) e removeu-se
0 excesso em volta do corte. A partir desta fase todos os procedimentos foram realizados em

camara humida.
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4. Incubaram-se as secgdes com o pré-tratamento adequado (a fixagdo em formalina
promove ligacdes multiplas entre os grupos aminos e a formac¢do de pontes de metileno entre
os varios aminodcidos presentes nos peptideos de uma determinada proteina e desta com as
proteinas adjacentes. Estas multiplas ligacdes bloqueiam o acesso de anticorpos aos epitopos
alvo, mascarando o antigénio). A recupera¢do do antigénio foi feita através de HIER (Heat
Induced Epitope Retriveal): aqueceu-se uma solucdo de citrato, pH 6, até 95-982 C e as laminas
foram colocadas nesta solucdo na temperatura referida, durante 20 minutos. De seguida,
deixou-se arrefecer a solu¢do a temperatura ambiente, durante, pelo menos, 20 minutos.

5. Lavaram-se as laminas quatro vezes em PBS, durante 3 minutos cada. Neste passo
delimitaram-se os cortes com caneta hidrofébica.

6. Incubaram-se as sec¢cbes com a solucdo de bloqueio, durante 5 minutos, a
temperatura ambiente.

7. Removeu-se o excesso de solu¢do de bloqueio sem lavar.

8. Incubaram-se as sec¢des com os anticorpos primdrios, na diluicdo adequada, durante
a noite (overnight), a 42C (Tabela 8). O volume do anticorpo primario foi o suficiente para cobrir
toda a seccdo. No controlo negativo o anticorpo primario foi substituido por PBS.

9. Lavaram-se as laminas quatro vezes em PBS, durante 3 minutos cada.

10. Limpou-se o excesso de PBS e incubaram-se as secgdes com o anticorpo secundario
biotinilado, durante 10 minutos, a temperatura ambiente.

11. Lavaram-se as laminas quatro vezes em PBS, durante 3 minutos cada.

12. Limpou-se o excesso de PBS e incubaram-se as sec¢des com estreptavidina
peroxidase, durante 10 minutos, a temperatura ambiente.

13. Lavaram-se as laminas quatro vezes em PBS, durante 3 minutos cada.

14. Incubaram-se as sec¢des com a solugdo reveladora de diaminobenzidina (DAB) [DAB-
PBS-H202], durante 5-10 minutos, a temperatura ambiente, apds o que foram lavadas com PBS,
com esguicho e depois em banho de PBS, durante 3 minutos.

15. Contrastaram-se as laminas com Hematoxilina (3 minutos) a temperatura ambiente.
Lavagem em banho de PBS durante 3 minutos e, de seguida, em banho dgua durante 3 minutos.

16. Cobriram-se as sec¢Ges com meio de montagem (Ethelan), colocou-se a lamela e

deixou-se secar durante a noite.
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Tabela 8. Referéncias dos anticorpos primdrios utilizados no presente trabalho

Anticorpo primario Clone Marca Referéncia Origem Diluicao
o Santa Cruz Mouse

Actina 1A4 . sc-32251 1:100
Biotechology monoclonal
Santa Cruz Mouse

HSP70? N27F3-4 . sc-66049 1:50
Biotechology monoclonal
Thermo

PCNA3 PC10 o MS-106 Mouse 1:200
Scientific

1 Controlo positivo: intestino delgado de Hamster; 2 Controlo positivo: cancro da mama; 3

Controlo positivo: intestino delgado de Hamster
3.4.4. Analise de Imagem e Morfometria

As preparacgGes definitivas foram observadas em microscépio foténico (Leitz Dialux 20),
sendo as imagens obtidas através da camara digital Leica DC300. Por cada animal e por cada
periodo foi selecionada uma lamina, das quais, com uma ampliagdo de 25X, foram obtidas
imagens digitais. Nessas imagens, através do programa SigmaScan Pro versdo 5 (SPSS, 2002)
foram efetuadas as seguintes medig¢Ges, em pixéis: espessura da epiderme (Figura 14), distancia
das glandulas sudoriparas a epiderme (Figura 15), perimetro e area das se¢Oes das glandulas
sudoriparas (Figura 16). No final os valores em pixéis foram posteriormente convertidos a

micrémetros.
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Figura 14. Medicdo da espessura da epiderme, sendo o valor para cada animal a média de
cinco medigoes
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Figura 15. Medicdo da disténcia das gldndulas sudoriparas a epiderme, sendo o valor para
cada animal a média de dez medicbes
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Figura 16. Medicdo do perimetro e da drea das sec¢des das gldndulas sudoriparas, sendo o
valor para cada animal a média de dez medi¢cées

Nota: O valor para cada animal corresponde a média de todas as secgbes encontradas na Idmina. Na imagem o que
se encontra a amarelo corresponde a drea da respetiva secgdo que foi calculada automaticamente no SigmaScan Pro.

Para os marcadores estudados, a avaliacdo da intensidade de imunomarcacdo foi
qualitativamente estimada de acordo com a seguinte escala: nenhuma expressdo = 0, expressao

fraca =1, expressao moderada = 2, expressao forte = 3. A avaliacdo foi realizada em microscépio
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fotonico Leitz Dialuz 20, com a ampliagdio de 25X, em sec¢des correspondendo a 5
animais/periodo e 1 sec¢do/animal.

Seguiu-se a mesma metodologia para a medi¢do do comprimento dos pelos. A avaliagdo
da medula e o didametro foram directamente medidos na ocular e este Ultimo parametro, a partir

de régua micrométrica. No final os valores também foram convertidos a micrometros.
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Figura 17. Medi¢do do comprimento dos pelos e utilizagéo da régua micrométrica para
medi¢do do didgmetro

3.5. Analise Estatistica

Para os casos em que foi feita andlise histomorfométrica e em que foi necessario determinar
o efeito de fatores, os valores obtidos (média + desvio padrdo) foram analisados através de
anadlise de variancia, utilizando-se um teste de Shapiro-Wilk, para determinar a significancia
estatistica das diferengas entre médias, sempre que foram encontrados efeitos significativos (P

<0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas recorrendo ao R Studio (versdo 3.0.1).
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4. Resultados e Discussao
4.1. Temperatura do Globo Negro

As temperaturas médias obtidas com os termdmetros Globo Negro ao sol e a sombra,

no verao e no inverno, encontram-se na tabela 9, inseridos por periodo e por hora de medicao.

Tabela 9. Temperaturas de Globo Negro (°C) obtidos no presente estudo, por periodo e por
medigdo (média + desvio-padrdo)

Periodo Medicdo Temperatura do Globo Negro
Sol Sombra
Verio 8h 28,69 19,06
13h 43,56 26,94
18h 30,875 28
Xty 34,37 £8,03 24,67 +£4,88
Inverno 8h 10,81 4,25
13h 23,19 8,14
18h 8,63 5,94
XS 14,21 + 7,85 6,11+ 1,95

A temperatura do Globo Negro é um dado muito importante na medida em que emite
o valor da sensagdo térmica, ou seja, a temperatura ambiente que é percecionada pelo animal.
N3o corresponde efetivamente a temperatura ambiente que existe em determinada hora e
lugar, mas a temperatura ambiente que é realmente sentida pelo animal (Pereira, 2004). Pela
observacdo da tabela 9, os valores de temperatura percebidos pelo animal ao sol e a sombra no
periodo de Verdo, foram respetivamente 34,372C e 24,67°C. J4 no periodo do Inverno
observam-se valores entre 14,219C e 6,119C, aproximadamente.

O fator radiacdo direta e hora do dia influenciam diretamente as temperaturas
registadas. Pode-se verificar que no verdo este parametro apresenta-se mais elevado durante o
periodo da tarde comparativamente ao periodo da manh3d. No Inverno verificam-se
temperaturas mais elevadas no periodo das 13h.

No verao, mais especificamente nas medi¢des das 13h e das 18h, observa-se um ligeiro
aumento de Tgn que pde em causa o conforto térmico dos animais. Uma vez que os animais
estavam estabulados pode-se depreender que a sensagao térmica percebida por estes se foca
maioritariamente na Tgn Sombra. A partir desta andlise e pela revisdo da literatura (Pereira et
al., 2007), pode-se concluir que os animais permaneceram dentro da zona de conforto térmico

ao longo do ensaio.
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4.2. Frequéncia Respiratdria, Temperatura Rectal, Taxa de Sudagdo e
Temperatura da Pele

A capacidade de o animal resistir a condi¢Ges de stresse térmico tem sido avaliada
fisiologicamente através da temperatura rectal e frequéncia respiratdria. A medi¢cdo da
temperatura retal é utilizada frequentemente como um indice de adaptabilidade fisioldgica
porque o seu aumento indica a insuficiéncia dos mecanismos de dissipacdo de calor. Estes
parametros podem ser influenciados por fatores extrinsecos (hora do dia, ingestdo de alimentos
e de agua, temperatura ambiental, velocidade do vento, estacdo do ano) e também por fatores
intrinsecos (idade, raca e estado fisioldgico).

Segundo Baccari (1989) a temperatura corporal é caracterizada por eventos de
ocorréncia periédica, obedecendo a um ritmo circadiano que se repete a cada 24h, atingindo o
seu ponto maximo entre as 17h e as 19h e o seu ponto minimo entre as 4h e as 6h, variando
também com o ciclo estral e estagdo do ano.

Outro parametro que é frequentemente utilizado é a taxa de sudacdo. No presente
estudo, para determinacdo da taxa de sudacao foi utilizado aparelho Vapometer. Trata-se de
um aparelho desenvolvido para a andlise de perda de dagua transepidérmica (PTEA) e
permeabilidade da pele, possuindo a vantagem de calcular dados a partir do ambiente que se
encontra entre a superficie da pele e a camara fechada que estd intrinseca no mesmo. Esta
camara evita interferéncias ambientais externas e fornece medidas rapidas e precisas acerca da
quantidade de vapor de agua total que se encontra na superficie cutdnea (Mouchot et al., 2005).

Martello et al. (2004) referem que a temperatura da pele de vacas Holstein Frisias
alojadas em instalagdes climatizadas pode variar de 31,62C a 34,72C, sem indicagdo de stresse
térmico no animal. Apesar dos animais do ensaio ndo se encontrarem em instalagdes
propriamente climatizadas, este parametro costuma ser considerado como fator de validagao
para a taxa de sudagdo. Os estimulos cruzados da temperatura da pele e rectal podem favorecer,
em alguns casos, uma maior preponderancia da sudagdo enquanto noutros casos um maior

protagonismo da polipneia (Figura 18) (Louw, 1993).
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Figura 18. Variagdo dos valores médios da temperatura da pele (°C) e temperatura rectal (°C)
no presente estudo

Posteriormente na tabela 10 sdo ilustrados os resultados das medi¢des dos parametros
fisiolégicos obtidos ao longo do ensaio.

Tabela 10. Parédmetros fisioldgicos obtidos no presente estudo, por periodo e por medigéo
(média * desvio-padrdo)

Periodo Medicao Parametros Fisioldgicos (p-value < 0,05)

Frequéncia

s Temperatura Taxa de Sudagdao  Temperatura da
Respiratoria

(RPM) Rectal (2C) g.m2.h-1 Pele (2C)

8h 54 38,33

Verao 13h 70 38,87 76,894 29,078
18h 69 39,26

Xty 64,00 + 8,90 38,82 £ 0,47 76,89 + 46,77 29,08 +1,24
8h 35 38,00

Inverno 13h 36 38,00 24,00 16,55
18h 38 37,60

Xt> 36,00 + 1,45 37,87 £0,23 24,00 + 7,30 16,55+ 1,36

Sabe-se que a frequéncia respiratdria de 60mov./min indica animais que ndo estdo sob
stresse térmico ou que este é minimo. No entanto, quando esta frequéncia ultrapassa os
120mov./min reflete carga excessiva de calor e acima dos 160mov./min, devem ser tomadas
medidas de emergéncia (Baccari, 1989; Martins, 2014). Pela andlise da tabela 10, conclui-se que
apenas no periodo de verdao podem ter ocorrido eventos de stresse moderado. Do mesmo
modo, verifica-se que a temperatura retal (TR) entre periodos e entre medi¢Ges encontra-se
dentro da faixa de normalidade. No entanto, no periodo de verdo, mais propriamente na

medicdo das 18h, sdo atingidos os valores maximos que reforcam e justificam uma situacao de
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stresse térmico moderado. Estes resultados sugerem que os animais utilizaram a termdlise

evaporativa com a finalidade de manter a homeotermia (Almeida, 2010).

Neste estudo a temperatura rectal é utilizada como coadjuvante da frequéncia

respiratdria na quantificacdo do stresse térmico. A Figura 19 ilustra a homogeneidade verificada

ao nivel da temperatura rectal, justificada pelos desvios-padrao préoximos de zero e a variagao

dos valores de Frequéncia Respiratdria (FR), evidenciada pelos valores apresentados na tabela

anterior.
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Figura 19. Variagdo dos valores médios da temperatura rectal (¢C) e da frequéncia respiratoria
(RPM) no presente estudo

Para a andlise estatistica destas variaveis foram validados os pressupostos, através do teste

de Shapiro-Wilk. Para o parametro “Temperatura Rectal” verificaram-se:

Verificaram-se diferencas significativas entre as medi¢Oes das 8horas analisadas nos
dois periodos (P =0,0012; F=11.2);

No horario das 8horas, a Temperatura Rectal foi significativamente superior no
verdo comparativamente a do inverno (38,33°C > 38,00°C);

Verificaram-se diferencas significativas entre as medi¢des das 13horas analisadas
nos dois periodos (P <0,0001; F = 58,4);

No hordrio das 13horas, a Temperatura Rectal foi significativamente superior no
verdo comparativamente a do inverno (38,87 °C > 38,04 °C);

Verificaram-se diferencas significativas entre as medi¢des das 18horas analisadas
nos dois periodos (P <0,0001; F = 82.37);

No hordrio das 18horas, a Temperatura Rectal foi significativamente superior no

verao comparativamente a do inverno (39.26 °C > 38.15°C).
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Da mesma forma, para o parametro “Frequéncia Respiratdria” concluiu-se:

e Verificaram-se diferengas significativas entre o valor de Frequéncia Respiratdria
(medicdo das 8horas) médio analisado nos dois periodos (P <0,0001; F = 133,64). No
verdo foi significativamente superior ao inverno (53,92 RPM > 34,70 RPM);

e \Verificaram-se diferencas significativas entre o valor de Frequéncia Respiratéria
(medigdo: 13h) médio analisado nos dois periodos (P <0,0001; F = 485,011). No verdo
foi significativamente superior ao inverno (70,42 RPM > 36,10 RPM);

e \Verificaram-se diferencas significativas entre o valor de Frequéncia Respiratéria
(medicdo: 18h) médio analisado nos dois periodos (P <0,0001; F = 309,2544). No verdo

foi significativamente superior ao inverno (67,84 RPM> 36,42 RPM).

Foram comparadas as médias das taxas de sudacdo, verificando-se que a taxa de sudacao
no verdo foi 76,89g/m2/h, superior a 24,00 g/m2/h relativamente ao periodo de Inverno. A

Figura 20 ilustra esta diferenca (=52.89 g.m2.h-1).

Taxa de Sudacdo (g/m2/h)
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Figura 20. Variag¢do dos valores médios da taxa de sudagdo nos dois periodos de ensaio

Durante o verdao ou em periodos mais quentes, os bovinos recorrem a mecanismos
adaptativos fisiolégicos de perda de calor para evitar a hipertermia. Desta forma, aumentam a
frequéncia respiratéria (taquipneia) como complemento ao aumento da taxa de sudagdo.
Ambos constituem importantes meios de perda de calor corporal por evaporacdo (Avezedo,
2004; Scharf et al., 2008). Shearer & Beede (1990) constataram que a sudag¢do constitui um

mecanismo mais importante que a frequéncia respiratdria em bovinos sujeitos a temperaturas
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acima de 219C. Justifica o facto da menor utilizacdo da frequéncia respiratéria para perder calor
como uma estratégia energética menos dispendiosa e mais confortavel para a sobrevivéncia de

bovinos (Figura 21).
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Figura 21. Utilizag¢do das vias de termdlise

4.3. Caracteristicas das Glandulas Sudoriparas

Na Tabela 11, encontram-se os resultados relacionados a avaliacdo histoldgica do

fragmento do tecido cutaneo.

54



Histofisiologia das Glandulas Sudoriparas em Vacas Leiteiras face a Aclimatagdo Sazonal | 2015

Tabela 11. Caracteristicas histomorfométricas da pele (média + desvio-padrdo)

Glandulas Sudoriparas (p-value < 0,05) Espessura da
Periodo Area (um2) Perimetro Distancia ao Epiderme (um)
K (um) Epitélio (um) (p-value < 0,05)
X 19119,0 634,8 720,6 65,6
- > 4755,8 133,8 221,1 19,9
Verao
Max. 24864,7 825,7 992,9 95,6
Min. 12848,2 501,1 445,0 48,0
X 32670,2 791,1 1052,7 48,4
> 11483,6 195,4 17,3 10,7
Inverno
Max. 42736,0 992,4 1075,0 63,3
Min. 14865,1 506,8 1036,0 38,5

Comparando os dois periodos, verificaram-se menores as areas das glandulas
sudoriparas na época do verdo. Estes resultados confirmaram os de Benjamin (1971, citado por
(Bhayani & Vyas, 1990), que observou um aumento do volume das glandulas sudoriparas no
inverno relativamente ao verao. O menor volume das glandulas sudoriparas indica o seu pico
funcional e com aumento do volume no periodo do inverno, indica a sua inatividade. Uma vez
que se verificaram menores dreas das glandulas sudoriparas no verdo, consequentemente
também se podem inferir menores perimetros.

Os valores apresentados na tabela 11 e as conclusdes estatisticas sdo representados de
forma esquematica nas figuras posteriores. Estatisticamente conclui-se que existem diferencgas
significativas entre os perimetros médios medidos nos dois periodos (teste-t= 3,25; valor
p=0,002). Com 95% de confianga, pode-se afirmar que a diferenga média entre os valores do
perimetro entre o periodo de verdo e o periodo de inverno se situa entre 634,8um e 791,1um

(Figura 22).

Perimetro das Glandulas Sudoriparas

VERAO INVERNO

Figura 22. Esquema das médias do perimetro das gldndulas sudoriparas nos dois periodos de
ensaio
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Para comparar as médias das restantes variaveis nos dois periodos aplicou-se um teste
de Wilcoxon, uma vez que nao se conseguiu validar uma distribuicdo normal para as variaveis:
Area, Espessura e Distancia. Por n3o se ter conseguido validar este pressuposto a partir do teste-
t mas pelo teste de Wilcoxon, as diferengas foram avaliadas pelos valores das medianas.
Concluiu-se que existem diferencas significativas entre as medianas das areas das glandulas
medidas nos dois periodos (5=38, valor p<0,001). Com 95% de confianga pode-se afirmar que a
diferenca das medianas das areas entre o periodo de verao e o periodo de inverno se situa entre

19119um? e 32670,2um? (Figura 23).

Area das Glandulas Sudoriparas

VERAO INVERNO

Figura 23. Esquema das médias da drea das gldndulas sudoriparas nos dois periodos de ensaio

Da mesma forma, as diferengas para o parametro Espessura da epiderme encontram-se
na Figura 24 e estatisticamente, com um intervalo de confianga a 95%, entre o periodo de verdo
e o periodo de inverno, correspondem a 65,6um e 48,4um. De realgar que a espessura da pele
varia com a regido do corpo e é influenciada pela idade, estado nutricional e raga. Sabe-se que
animais mais velhos tém a pele mais grossa, pelo que se suspeita que esta caracteristica,
também esteja associada a sazonalidade e a menor eficiéncia de dissipacado de calor, quando as

temperaturas se apresentam mais elevadas (McDowell, 1975).
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Espessura da epiderme

VERAO INVERNO

Figura 24. Esquema das médias da espessura da epiderme nos dois periodos de ensaio

As glandulas sudoriparas encontraram-se localizadas mais superficialmente no verdo e
mais profundas no inverno. A menor profundidade das glandulas também é um indicador do
aumento de atividade funcional. Mugale & Bhosle (2002) ao estudarem as diferengas de
profundidade das glandulas sudoriparas em bovinos (distancia ao epitélio), observaram que no
verdo estao localizadas mais superficialmente e atribuiram esta caracteristica a maior atividade
destas no verdo, indicando que a atividade de sudagdo é mais intensa nessa época do ano. A

Figura 25 ilustra as diferengas da distancia das glandulas a epiderme.

Distancia das Glandulas a Epiderme

VERAO INVERNO

Figura 25. Representagdo esquemdtica das médias da distdncia das gldndulas sudoriparas a
epiderme nos dois periodos de ensaio
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Existem diferengas significativas entre as medianas da Distancia das Glandulas a
Epiderme medidas nos dois periodos (S=35, valor p <0,001). Com 95% de confianga pode-se
afirmar que a diferenca das medianas da Distancia a Epiderme entre o periodo verdo e o periodo

de inverno se situa entre 720,6um e 1052,7um.

4.4. Caracteristicas da Pelagem: Comprimento, Diametro e Medulagao

Sabe-se que pelagens menos densas e mais curtas favorecem a termélise, sendo mais
adequadas no verdao. Quanto maior for a espessura e o comprimento dos pelos, maior serd o
isolamento térmico que pode prejudicar a dissipacdo de calor em alturas mais quentes. A
variagcdo no diametro e no comprimento dos pelos observados nas estagées do ano também foi
verificada por outros autores. Arantes Neto (1985) e Silva (1998) relataram valores de espessura
e de comprimento dos pelos maiores no inverno do que no verdo. Os resultados para as

caracteristicas comprimento e didametro dos pelos podem ser observados na tabela 12.

Tabela 12. Caracteristicas dos pelos no presente estudo (média + desvio-padrdo)

Pelos Brancos Pelos Pretos
Periodo Comprimento Diametro Comprimento Diametro
(cm) (Lm) (cm) (Lm)
Verdo 1,08 £ 0,40 0,028 +0,01 1,26 £ 0,38 0,03+0,01
Inverno 1,20+0,34 0,027 £ 0,01 1,16 £0,36 0,03 +0,01

Com a finalidade de apresentar um modelo operacional para estimar a troca térmica
radiante em vacas Holstein Frisias, mantidas em ambiente tropical, Silva (1999) determinou as
caracteristicas da pelagem. O autor encontrou na pelagem preta espessuras, comprimentos,
didmetros e nimero de pelos, na ordem de 3,0 mm; 1,25 cm; 43,5 x 10-6 m e 1,46 x 103/cm2 e
na pelagem branca valores de 3,7 mm; 1,38 cm; 38,4 x 10-6m e 1,40 x 103/cm2, respetivamente.

Ferreira et al. (2009) encontraram em bovinos Holandeses cruzados, espessura da
pelagem e comprimento de pelos menores no verdao em relagdo ao inverno e concluiram que a
estacdo do ano influenciou as caracteristicas da pelagem de forma a maximizar o controlo da
homeostasia térmica.

No presente estudo ndo se observaram diferengas evidentes e significativas no
comprimento e didmetro dos pelos. Apesar disto, as médias dos valores dessas caracteristicas
foram maiores na estacdo do inverno. Para o tratamento estatistico das varidveis em estudo,
aplicou-se um modelo misto com os animais como efeito aleatdrio e a cor do pelo como variavel
intrinseca ao animal. Os pressupostos foram verificados, a Homocedasticidade e a Normalidade

foi assumida pelo Teste de Shapiro-Wilk: W=0,99; valor p=0,252. Também a normalidade dos
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efeitos aleatdrios foi validada pelo Teste de Shapiro-Wilk: w=0,98; valor p=0,926 e a
percentagem de variacdo devida aos efeitos aleatdrios foi de 33,4%.

Estatisticamente concluiu-se o comprimento dos pelos é influenciado pelo periodo
(teste F(1,324) =11,76; valor p<0,001), sendo que no periodo de inverno os pelos sdo em média
mais curtos. Apenas ha diferencas marginalmente significativas entre as cores dos pelos (teste
F (1,9) =3,65; valor p=0,089), onde os brancos sdo em média mais curtos comparativamente aos
pelos pretos.

Para estudar a relagao entre a cor do pelo e o seu diametro, fez-se a mesma abordagem
mas nao se conseguiu validar os pressupostos. Assim, para comparar os periodos, considerou-
se apenas 0s animais com medic¢des iguais em ambos os periodos independentemente da cor
dos pelos. Calculou-se a média das medi¢Ges em cada periodo e por cada um dos animais e
aplicou-se um teste-t para amostras emparelhadas, uma vez que se pode admitir que a amostra
das diferencas dos valores nos dois periodos segue uma distribuicdo normal (Teste de Shapiro-
Wilk: W=0,95; valor p=0,581). Através do mesmo teste-t conclui-se que ndo existem diferencas
significativas entre os diametros médios nos dois periodos (t=-0,52; valor p=0,616).

Para comparar as cores decidiu-se considerar apenas os animais com medi¢cdes no
periodo verdo uma vez que apenas havia dois animais com medicdes de pelos brancos e pretos
no periodo Inverno. Calculou-se a média das medi¢Ges para a cor preta e cor branca por cada
um dos 10 animais e aplicou-se um teste-t para amostras emparelhadas, uma vez que se pode
admitir que a amostra das diferengas dos valores do diametro entre as cores segue uma
distribuicdo normal (Teste de Shapiro-Wilk: W=0,96; valor p=0,797). Conclui-se que existem
diferengas marginalmente significativas entre os didametros médios (t=-1.88; valor p=0,093),
sendo que o didametro dos pelos brancos parece ser maior.

Para verificar diferencas, também foi medida a medula¢do dos pelos nos dois periodos.
Afigura 26 apresenta a percentagem dos valores médios das caracteristicas da medulac¢ao, onde
a cor azul representa a percentagem de pelos ndao-medulados, a cor vermelha representa a
percentagem de pelos fragmentados e a cor verde representa a percentagem de pelos

medulados.
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Inverno

Figura 26. VValores médios (%) de pelos ndo medulados, fragmentados e medulados nos dois

periodos do presente estudo; Legenda: Verde — Pelos medulados; Vermelho — Pelos fragmentados; Azul —
Pelos néio medulados.

Verifica-se que nao houve diferencas significativas entre os dois periodos. Depreende-
se que estes animais, nestas condicdes, ndo sofreram aclimatacdo uma vez que se verifica uma
grande percentagem de pelos medulados em ambos os periodos. Esta casuistica justifica uma

maior tolerancia ao calor (Muller, 1989).

4.5. Imuno-histoquimica

Uma das proteinas de 70kDa que se sabe estar relacionada com o stresse térmico e com
a termotolerancia é a HSP70. Os niveis de expressdo desta proteina em células mononucleares
periféricas de bovinos foram referidos como estando relacionados com o potencial produtivo
de vacas Holstein (Deb, et al., 2013). A tabela 12 ilustra a expressdao das HSP70 nas varias

estruturas da pele.

Tabela 12. Expressdo do marcador HSP70 nas diferentes estruturas*

Periodo Vaca Epiderme Derme
Glandulas  Glandulas  Foliculos Misculo Erector
Sebaceas Sudoriparas  Pilosos do Pelo
5 3 2 2 2 0
~ 6 3 2 2 2 0
Verao 13 3 2 2 2 0
(P1)
15 3 2 2 2 0
16 3 2 2 2 0
5 3 2 2 0 0
3 2 2 2 2
Inverno 13 3 5 5 5 5
(P3)
15 0 0 2 2 0
16 2 0 2 2 2
C- 1 1 1 1 1

*0=Sem informacdo; 1 = auséncia de expressao; 2 = ligeira expressao; 3=forte expressao; C- =

Controlo Negativo.
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Aparentemente ndo houve diferencas na expressao da HSP70 nas diferentes estruturas
histolégicas da pele. Houve um ligeiro aumento de expressdao no periodo Verdao associado a
epiderme, as glandulas sudoriparas e as glandulas sebaceas. Isto pode estar associado aos
mecanismos de perda de calor latente (perdas de dgua pela epiderme) mais evidente nos

periodos de maior calor. Na figura 27 é ilustrada a expressao deste marcador.

Figura 27. Expressdo da HSP, evidenciada pela cor castanha (25X); Legenda (da esquerda para a
direita): Controlo Negativo; Expressdo da HSP70 na Epiderme (1), Gldndula sudoripara (I1), Gléndula
sebdcea (l11), Musculo erector do pelo (1V) e Foliculo piloso (V); Controlo Positivo (cancro da mama).

Para saber da ocorréncia de proliferagdo celular nas diferentes estruturas da pele,
traduzindo eventualmente uma resposta a estimulos térmicos, foi avaliada a expressao do
marcador de proliferacdo PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) que da indicagdes das células
na fase S do ciclo celular. Na tabela 13 e na figura 28 estd ilustrada a expressdo deste marcador,
ndo parecendo haver, pelo menos aparentemente, diferencas entre os dois periodos, sendo

interessante notar células positivas em diferentes estruturas da pele.
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Tabela 13. Expressdo do marcador PCNA nas diferentes estruturas*

Periodo Vaca Epiderme Derme
Glandulas  Glandulas  Foliculos Musculo Erector
Sebaceas Sudoriparas Pilosos do Pelo
5 2 0 2 2 0
= 6 2 2 1 2 0
Verao 13 2 2 1 2 0
(P1)
15 3 0 1 2 0
16 2 2 2 2 0
5 2 2 1 2 0
6 2 2 1 2 2
Inverno 13 1 0 : 1 0
(P3)
15 0 2 2 2 0]
16 2 0 2 2 0
C- 1 1 1 1 1

* 0= Sem informacdo; 1 = auséncia de expressao; 2=ligeira expressao; 3=forte expressao; C- =
Controlo Negativo.
Embora seja um marcador de proliferacdo celular, o PCNA pode igualmente ser expresso em
associacdo com a reparac¢do de DNA e, também, muito possivelmente devido a sua longa semi-
vida, nas células noutros estadios de diferenciacdo, como foi demonstrado por coloracdo PCNA
em outros tipos celulares, designadamente condrdcitos hipertréficos de placas de crescimento
normais de coelho (Aizawa et al, 1997). Assim, a expressdao do PCNA nas nossas amostras ndo

foi muito conclusiva quanto a hipdtese inicial.

Figura 28. Expressdo do PCNA, evidenciada pela cor castanha (25X); Legenda (da esquerda
para a direita): Controlo Negativo,; Expressdo do PCNA na Epiderme (1); Controlo Positivo
(intestino delgado de hamster).

A circulagdo cutanea é um dos principais componentes dos mecanismos de
termorregulacgdo (Kellogg 2006). Durante o stresse por calor, em que a temperatura ambiente é

superior a temperatura da pele, a temperatura é elevada no nucleo e a temperatura da pele
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aumenta. Isto leva a uma vasodilatacdo cutanea por meio de combinacdes de mecanismos
neurais e os efeitos locais de temperaturas mais elevadas efectuam-se nos préprios vasos da
pele (Kellogg, 2006). Por outro lado, durante o stresse por frio, temperaturas reduzidas levam a
vasoconstricdo cutanea por meio de mecanismos neurais e locais combinados (Kellogg, 2006).
A actina-alfa do musculo liso é uma proteina especifica deste tecido e foi descrita nas células
musculares lisas dos vasos sanguineos que estdo revestidos por camadas de musculo liso
(Vicario et al, 2002). Todos os vasos sanguineos tém o seu lumen revestido por endotélio e, com
excepcado dos capilares, estdao rodeados por uma, ou mais, camadas de células musculares lisas
(DeRuiter, et al., 1997). A formacdo da parede dos vasos sanguineos depende, assim, do
recrutamento, da proliferacdo, e da diferenciacdo dos precursores das células musculares lisas
(Lee et al, 1997). Deste modo, foi avaliada a expressdo da actina nas diferentes estruturas da

pele (Tabela 14 e Figura 29).

Tabela 14. Expressdo do marcador Actina nas diferentes estruturas da pele*

Periodo Vaca Epiderme Derme
Glandulas Glandulas  Foliculos Musculo
Sebaceas  Sudoriparas Pilosos Erector do Pelo
5 2 2 3 2 0
x 6 2 2 3 3 0
verao 13 2 0 2 2 0
(P1)
15 2 3 2 2 0
16 1 1 1 1 1
5 1 0 2 2 0
2 3 2 2 2
Inverno 13 1 5 5 5 1
(P3)
15 0 2 2 2 0
16 1 2 2 2 0
C- 1 1 1 1 1

* 0= Sem informacdo; 1 = auséncia de expressao; 2=ligeira expressdo; 3=forte expressao; C- =

Controlo Negativo.

Embora aparentemente, ndo se tenham observado diferengas significativas entre periodos,
relativamente a vascularizacgdo, é interessante notar que foi verificada expressdo da actina nas
glandulas sudoriparas no periodo de Verao e no musculo eretor do pelo no periodo do Inverno
(Figura 29). Isto pode estar associado ao mecanismo de piloerec¢do consequente da diminuigdo

de temperatura ambiente e da producdo de calor endégeno.
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Figura 29. Expressdo da Actina no musculo erector do pelo (1V), evidenciada pela cor castanha
(25X); Legenda (da esquerda para a direita): Expressdo da actina no musculo erector do pelo
(IV) no periodo de Inverno,; controlo negativo (nenhuma expresséo); controlo positivo (intestino
delgado de hamster).
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5. Conclusao

Quando os bovinos sdo expostos a temperaturas elevadas e as formas fisicas de perda de
calor (conducdo, radiagdo, convecgdo e evaporagao) ndo sao suficientes, verifica-se um aumento
da temperatura rectal, da frequéncia respiratéria, da ingestdo de dgua e uma diminuicdo da
ingestdo de alimento e da produtividade, entre outras alteracGes relacionadas com a
composicdo do leite e de alguns parametros reprodutivos.

Existem algumas formas de manipulacdo do ambiente com vista a combater o stresse
térmico, como por exemplo, o sombreamento de pastagens ou melhorias na climatizacdo das
instalacGes onde os animais estdo inseridos. Apesar deste grupo de animais ndo ter estado
exposto a radiacdo solar direta por periodos prolongados de tempo, verificou-se
individualmente em alguns casos a possibilidade, ainda que moderado, da existéncia de stresse
térmico.

Verificou-se que quando a temperatura do globo negro marcava acima dos 25°C (ao sol ou
a sombra) a frequéncia respiratéria e a sudagdo, com vista ao seu aumento, ficaram
evidentemente responsdveis pela dissipacdo de calor. Desta forma, as glandulas sudoriparas e
as vias respiratdrias sdo responsaveis por todo este processo.

As glandulas sudoriparas estdo localizadas na camada reticular da derme e aparecem
associadas a foliculos pilosos, musculos eretores do pelo e a glandulas sebaceas. Para que haja
secrecdo de suor, as células rompem-se e libertam parte do liquido citoplasmatico. Perante esta
casuistica e onde as temperaturas se encontram mais elevadas, as glandulas sudoriparas
apresentam-se mais proximas da epiderme, e, associado ao seu pico funcional, apresentam
areas e perimetros menores. No inverno, onde as temperaturas sdo menores, o seu volume
(representado pela drea e perimetro nas sec¢des histoldgicas) diminuem e distanciam-se da pele
pelo facto do mecanismo da sudagdo perder relevancia nesta época.

A pelagem representa um papel preponderante na adaptagdo dos animais e na protec¢ado
destes a radiagdo solar. A eficiéncia da pelagem estd diretamente relacionada com a reflexao
dos raios solares e, consequentemente, depende da sua constitui¢do, cor e tipo. Pelagens claras
refletem mais as ondas longas de radiagao, conferindo maior conforto térmico aos animais. No
presente estudo, e reforgando esta ideia, os pelos brancos apresentaram diametros maiores em
ambos os periodos, sendo, no entanto, e naturalmente, mais curtos no verdo e mais compridos
no inverno. Como nas Holstein Frisia existem malhas brancas e pretas, estas conseguem garantir
um bom equilibrio de permuta de calor através do seu tipo de pelo. Concluiu-se que o seu tipo
de pelo é curto, liso e suave refletindo de forma bastante eficiente a radiagdo solar, facilitando

a perda por conveccdo desde a superficie da pele. Por outro lado, observou-se nos dois periodos
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uma alta percentagem de pelos medulados o que significa que estes animais ndo sofreram
aclimatacao, conferindo um bom indicador de adaptacdo ao ambiente onde estavam inseridos.

A utilizacdo de biomarcadores tem sido uma ferramenta util em varias areas, por exemplo,
na Biologia, Biomedicina, Genética, entre outros. Através da expressdao imunohistoquimica,
podem fornecer potenciais informacdes referentes ao gendtipo do animal, possibilitando uma
melhor e mais apurada selecdo de determinados gendtipos desencadeando uma melhor escolha
para determinadas caracteristicas. Uma das proteinas 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. Verificou-se que esta foi expressa na pele e estes
resultados apontam no sentido da pele poder ser uma valiosa alternativa para avaliacdo da
termotolerancia.

Como trabalho futuro sugere-se que se avalie a expressao destes marcadores em situagao
experimental, com inducdo de stresse térmico real, correlacionando com os mesmos
parametros fisioldgicos avaliados neste trabalho e também a expressdao de aquaporinas, pelo
seu reconhecido papel na reabsorcdao de dgua e hidratacdo da pele; e dos receptores da
prolactina, uma vez que foram observados niveis elevados de prolactina em situagdes de stresse
térmico em varias espécies animais e varios estudos sugerem um seu papel importante nas

repostas termo-regulatorias.
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7. ANEXOS
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Anexo |: Dados recolhidos na Herdade das Pedras Alvas no periodo de verao

12 medicdo - 8h 22 medigdo - 13h 32 medigdo - 18h Vapometro - 13h
Dia Animal| FRmin-1 TR(2C) | FRmin-1 TR(2C) | FRmin-1 TR(2C) | TS(g.m2.h-1) H (%) T(2C)
1 60 38,1 60 - 60 38,7 - - -
60 37,7 - - 60 38,6 - - -
5 44 38 76 39,2 68 38,9 142 39 28
6 52 38,3 72 39 52 39,3 85,3 44 26
< 7 60 38 64 38,3 60 38,6 188 44 29
% 8 36 38 64 38,6 60 39,3 53,2 40 29
o 9 48 38,7 56 38,4 [ 64 38,6 162 37 29
a 10 52 37,8 68 38,6 60 39,2 66,4 42 29
11 44 37,4 [ 64 38,5 56 38,8 77,8 42 29
13 64 38,3 68 38,6 64 38,9 74,4 40 28
14 60 37,9 68 38,6 52 42 156 43 29
15 40 38,2 56 38,6 60 39,8 141 35 29
16 40 38,2 72 39,1 64 39,6 58 46 29
1 60 38,4 68 38,6 76 38,8 41,7 50 30
4 56 38,3 104 39 80 39,3 139 32 31,9
5 52 38,6 84 39,5 [ 104 40 62,2 32 31
6 36 38,2 64 39,3 80 40,5 140 43 30
< 7 44 37,1 76 38,9 84 40,4 95,2 50 30
= 8 44 38 72 38,8 56 38,9 105 33 30
g 9 44 38,3 60 39 76 39,7 142 39 31
=) 10 56 38,3 56 39 64 40 58,6 43 30
11 48 38,5 68 39,3 [ 72 39,6 52,3 44 30
13 56 37,4 80 38,9 64 39,3 67,4 39 30
14 64 38 44 38,7 80 39,4 100 38 31
15 52 38,6 92 39,5 84 40,1 53,7 45 30
16 60 39,1 80 40 92 40 226 36 31
1 60 38,6 72 39,2 64 38,3 36,2 58 30
4 48 38 92 38,4 60 38,6 101 46 30
5 60 38,6 76 38,8 64 39,3 51,2 43 29
6 48 39,4 56 39,6 72 39,8 42,7 45 29
7 48 38,2 68 38,6 72 39,2 91 47 30
; 8 64 38,2 60 38,2 68 39,1 32,8 63 30
g 9 56 38,3 56 39,4 68 39,5 87,5 48 30
g 10 64 39,4 76 39,4 64 39 45,9 50 30
11 56 38,8 56 37,7 60 38,3 131 42 29
13 56 38,6 92 38,6 72 38,9 40,1 44 30
14 64 38 84 39 72 39,3 54,4 44 30
15 68 38,6 72 39,8 68 39,5 28,3 58 30
16 56 38,8 84 39,4 68 38,5 32,5 51 30
1 56 38,4 68 39 76 39,2 51,9 49 28
4 56 38,1 92 38 [ 64 38,9 37,7 51 28
5 68 39,1 76 38,8 76 38,9 30,4 53 26
6 56 39,2 64 39,4 60 39,4 27 57 26
- 7 60 38,6 64 39,2 | 68 39,5 82,2 52 28
ia) 8 48 38 52 37,7 64 38,6 33,3 54 28
E 9 44 38,5 60 38,9 68 40,2 56 45 28
0 10 56 39 60 39,1 64 39,2 37,7 47 28
11 56 37 72 38,6 64 38,6 53,9 56 26
13 60 38,8 [ 2 38,6 68 39,2 51 51 28
14 60 39,1 72 38,7 76 38,3 60,9 58 28
15 60 38,1 76 39,1 60 38,4 30,3 61 27
16 44 38,4 44 38,4 92 39,7 30,6 52 28
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Anexo lI: Temperaturas do Globo Negro ao sol e a sombra (verao)

Dia Medicdo] Hora | TGNsol (°C) | TGNsombra (2C)
2 | 8h10 23 16
s 9h15 31,5 18
S ,a | 13h00 52 24
< 14h20 51 27
™ ja | 18030 31 21
19h45 29 26
;2 | 8h10 29 19
< 8h48 39,5 21
S ,e | 12h40 58,5 29,5
= 13h45 47,5 31
© s | 18020 31 40,5
18h50 28,5 38
2 | 8ho7 28,5 20
< 8h57 35 22
2 ,a | 12053 45 28
= 13h49 44 28
© 2 | 1810 36,5 26,5
1845 32 25
12 | 8hoo 17,5 17,5
< 8h44 25,5 19
2 ,a | 13h00 30,5 24
= 13h50 33 24
e | 18023 36 24
1857 23 23




Histofisiologia das Glandulas Sudoriparas em Vacas Leiteiras face a Aclimatagdo Sazonal | 2015

Anexo lll: Dados recolhidos na Herdade das Pedras Alvas no periodo de
inverno

12 medicao - 8h 22 medicao - 13h 32 medicdo - 18h Vapometro - 13h

Dia Animal | FRminuto-1 TR (2C) |FRminuto-1 TR(2C) |FRminuto-1 TR(2C) |TS(g.m2.h-1) H(%) T(2C)
5 32 37.9 32 37.9 48 38.6 19.6 67 18
6 40 37.1 44 37.4 28 37.7 25.2 90 15
7 40 38.5 40 37.7 43 38.2 22 77 16
D) 8 52 38.3 40 38.1 48 38 32.6 66 18
E 10 28 38.3 40 37.9 56 38.5 28.8 77 17
E 11 32 38.4 36 38.6 28 38.3 14.6 74 18
e 13 36 38.8 48 38.4 36 38.6 15.9 67 18
14 32 36.8 44 38 60 37.5 15.1 70 17
15 40 37.7 40 37.9 60 38.1 18.9 72 17
16 48 38.2 36 37.4 48 38.2 29 61 19
5 32 38.3 32 38.1 44 38 18.8 71 15
6 32 37.7 40 38.2 36 37.8 21.6 70 16
7 32 38 28 38.5 36 38.5 22.8 73 16
15 8 32 38.4 40 38.7 40 38.2 35.8 64 18
E 10 36 38.6 36 38.2 52 37 31.6 74 15
§ 11 40 38.2 28 38.7 36 38.5 16.5 72 16
e 13 48 38.9 40 38.9 44 39.2 16.5 72 16
14 44 37.6 40 38 36 38.6 28.6 56 18
15 56 38 36 37.9 36 38.1 43.6 52 18
16 40 38.1 32 38.3 36 38.2 31.4 67 16
5 24 38.2 36 37.9 28 37.8 18.2 37 16
6 32 38 32 36.2 36 37.8 17.1 35 16
7 36 38 32 37.5 28 38.6 11.4 35 15
n 8 24 37.9 32 37.5 28 38.3 21 39 16
E 10 32 37.9 36 38 32 38.6 31.5 40 16
S 11 28 38.3 28 38.4 28 39.4 26.5 40 15
e 13 32 37.5 40 39.9 36 39.1 18.8 34 16
14 40 38.1 40 37.4 32 38.6 20.2 49 15
15 36 37.8 28 37.9 28 37 24.5 38 16
16 28 37.7 32 37.3 32 37.9 27.1 41 15
5 24 38 36 37.9 52 37.8 29.9 48 16
6 32 37.9 36 37.8 32 37.7 24.7 45 16
7 36 38.2 44 38.1 32 383 32.5 43 16
) 8 24 38.1 28 37.9 36 38 26.1 41 18
% 10 28 37.9 28 37.7 36 38.1 29.7 39 18
E 11 36 38.2 28 38.3 28 38.1 27.2 36 20
e 13 24 37.6 36 38.4 28 38.5 314 43 19
14 40 37.9 40 38.3 36 36.9 14.9 54 14
15 32 36.7 36 38.3 32 37.7 27.3 52 16
16 28 37.6 44 38 28 37.8 38.8 46 16
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Anexo IV: Temperaturas do Globo Negro ao Sol e a Sombra (Inverno)

Dia Medicdo| Hora | TGNsol (2C) | TGNsombra (2C)
12 8h05 6 6,5
0 8h36 6 6,5
> 13h00 13 8
2 22
< 14h15 8 8,5
© 2 | 18000 10 8
19h00 9 7
12 8h00 7 6
0 8h33 12 6
> 13h00 11 8,5
2 22
s 14h00 25 9
© ja | 18000 9 6
18h45 7,5 6
12 8h00 15,5 1,5
1 8h45 14 1,5
> 13h00 36,5 6
2 28
oy 14h00 35
© 5 | 17h40 14 7
19h00 7 0,5
12 07:45 7 3
0 08:55 19 3
S~
3 - 12h45 38 8,5
S 14h15 19 8,5
© 2 | 17035 7,5 7
) 18h50 5 6
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Anexo V: Medi¢3o da Area e do Perimetro das Glandulas Sudoriparas, da
distancia ao epitélio e da Espessura da Epiderme (verao e inverno)

Verdo Inverno
Vaca Area Perimetro Distancia a Epiderme Espessura da Epiderme Area Perimetro Distancia a Epiderme Espessura da Epiderme

Pixeis Microns| Pixeis Microns Pixeis Microns Pixeis Microns | Pixeis Microns| Pixeis Microns Pixeis Microns Pixeis Microns

5 11700 12526,8| 450,7594514 482,6118323 | 775,2805944 830,0648762 | 50,15974482 53,70422358| 40178 43017,1|797,6955262 854,0637325|1084,776475 1161,430915 | 36,05551275 38,60333271
12703 13600,6 | 440,3158005 471,4301933 | 706,6540879 756,5889592 | 58,13776741 62,24600365| 47265 50604,9|938,8326112 1005,174102| 1029,768906 1102,536302 | 58,85575588 63,01472792
8505 9106 |[400,5168107 428,8188551|946,1606629 1013,019982|79,62411695 85,25066055| 20914 22391,9|832,3473298 891,1641647 | 993,241159 1063,427365 | 31,30495168 33,51707889
17961 19230,2 | 552,9432175 592,0162928 | 741,247597 793,6269775|32,55764119 34,85828821| 39908 42728,1| 7750924958 829,8634859|1037,427583 1110,736176 | 28,28427125 30,28294566
25032 26800,9| 687,9554108 736,5689623 | 854,5712375 914,9584984 | 49,47726751 52,97351982| 46589 49881,2|930,2884553 996,0261834 | 950,2210269 1017,367266 | 38,05259518 40,7415366
31562 33792,3| 776,1219331 830,9656671| 537,4011537 575,3759676 0 34365 36793,4| 793,903679 850,003939 | 1063,176373 1138,304468 0
18075 19352,2(580,8010819 621,8427001 | 823,7718131 881,9826693 0 25018 26785,9| 611,7127702 654,9387261| 977,8057067 1046,901185 0
24442 26169,2| 704,8427125 754,6495851|728,0934006 779,5432555 0 62043 66427,2| 1271,359523 1361,198633 | 1011,584895 1083,067339 0
32493 34789,1| 775,9797975 830,8134877|1076,551903 1152,625164 0 72492 77614,6| 1619,58492 1734,030964 | 1164,632131 1246,929476 0
20477 21924 |790,3401872 846,1886373 | 846,6262458 906,4520833 0 38588 41314,8|1010,337229 1081,731509) 1047,520883 1121,542701 0

6 17230 18447,5| 568,2985566 608,4566987 | 1154,015598 1235,562739 | 54,03702434 57,85548645| 37752 40419,7|1253,508801 1342,086511 | 1144,043705 1224,886194|54,03702434 57,85548645
18547 19857,6 | 557,7888886 597,2043775(1120,028571 1199,174059| 56,0357029 59,99539925| 78012 83524,6| 1365,501659 1461,993211| 1294,61809 1386,100739  33,28663395 35,63879438
9690  10374,7)| 415,3624817 444,7135778|1196,528311 1281,079562 | 56,88585061 60,90562164| 62906 67351,2 | 1224,790981 1311,33938 | 552,1231747 591,1383027 | 44,72135955 47,88154127
10504  11246,3 | 435,0365799 465,7779228( 795,0069182 851,1851373| 53,85164807 57,65701078| 24074 25775,2| 598,6417023 640,9440067 | 1324,95132 1418,57743 |39,69886648 42,5041397
34053 36459,3|985,7026689 1055,356177|834,6927578 893,6753296 | 50,35871325 53,91725187| 23088 24719,5)|699,0092347 748,4038915 | 1642,019488 1758,050844| 45,607017 48,82978266
32620 34925,1|1033,685425 1106,729577|1282,350966 1372,966773 0 40533 43397,2| 1062,34733  1137,416842| 1330,02406  1424,00863 0
20383 21823,3|720,6000718 771,5204195|962,0332635 1030,014201 0 22358 23937,9| 586,4995667 627,9438616| 8,246211251 8,828919969 0
24832 26586,7| 786,666089 842,2549133| 870,4504581 931,9598052 0 26291 28148,8|714,8254685 765,3377607| 1132,113069 1212,112494 0
24686  26430,4| 922,648845 987,8467291|755,7909764 809,1980475 0 82279 88093,1| 1673,928066 1792,214203|1038,233114 1111,598623 0
24149 25855,5| 628,1147904 672,4997756| 957,7577982 1025,436615 0 23175 24812,6| 744,8670991 797,5022474| 1284,126162 1374,867411 0

13 23935 25626,3| 693,1930009 742,1766605| 676,0118342 723,7814071| 34,17601498 36,59102246| 13686 14653,1|449,9898987 481,7879001 | 1506,126157 1612,554772 | 36,76955262 39,36782936
12950  13865,1482,0731599 516,1382868 | 916,2641541 981,0108716 56 59,95717345| 19410 20781,6| 557,1269837 596,4956999 | 1242,040257 1329,807556 | 66,48308055 71,18102843
19358 20725,9 | 551,9898987 590,9956089 | 341,9005703 366,0605678| 45,607017 48,82978266| 25398 27192,7| 652,783838 698,9120321| 1196,809091 1281,380183 | 47,41307836 50,76346719
36089 38639,2| 11586215 1240,494111|399,9399955 428,20128 |58,03447251 62,13540954| 26463 28333 | 901,4528855 965,1529823 | 1308,441821 1400,901307 | 49,47726751 52,97351982
51186 54803 | 1527,69971 1635,652794|271,1899703 290,3532873 | 46,04345773 49,29706395| 33040 35374,7| 7158376618 766,4214794 | 618,0291255 661,7014192 | 41,03656906 43,93636944
43533 46609,2|1281,248917 1371,786849| 290,9982818 311,5613296 0 46157 49418,6 875,5016588 937,367943 | 1087,341713 1164,177423 0
23813 25495,7|961,8620485 1029,830887|409,8389928 438,7997782 0 37824 40496,8| 827,411255 885,879288 | 713,5937219 764,0189742 0
18708 20030 |745,0264787 797,6728894 (250,3916932 268,0853246 0 24321 26039,6|956,1808076 1023,748188| 1048,0687 1122,129229 0
8414 9008,57 | 408,4335495 437,2950209 | 426,6755207 456,8260393 0 33825 36215,2| 887,1513703 949,8408676 | 781,6137153 836,8455196 0
10661 11414,3 | 447,3452378 478,9563574 | 466,8404438 499,829169 0 26854  28751,6| 681,1269837 729,2580125| 1069,102427 1144,649279 0

15 13043 13964,7 | 532,3158005 569,9312639 | 377,6188555 404,3028431|70,71067812 75,70736415| 30055 32178,8|797,3523805 853,6963389 0 0
20190  21616,7| 711,7544007 762,0496796|521,1564065 557,9833046 | 70,71067812 75,70736415| 8367 8958,24|426,1909089 456,307183 0 0
16495 17660,6 | 583,7960313  625,049284 | 418,1339498 447,6808884 | 86,83317338 92,96913638| 10147 10864 |409,7888886 438,7461334 0 0
4443 4756,96| 278,8772004 298,5837263 | 664,0722852 710,998164 | 96,5194281 103,3398588| 10631 11382,2432,6173157 463,1877042 0 0
6878  7364,03| 333,4213562 3569821801 666,5133157 713,611687 | 153,3101432 164,1436223| 7610 8147,75368,7178208 394,7728274 0 0
5296  5670,24(284,1492783 304,2283494837,3219214 896,4902799 0 5071 5429,34(310,4751801 332,4145397 0 0
13128 14055,7 | 536,1980515 574,0878496 | 694,1613645 743,2134524 0 12395 132709 | 473,1442277 506,5784022 0 0
23753 25431,5|705,2102448 755,0430887| 311,7242371 333,7518599 0 22254 23826,6| 578,8427125 619,7459449 0 0
11772 12603,9(507,6711396 543,5451173 | 710,2816343 760,4728419 0 8739 9356,53(372,1320344 398,4283024 0 0
13484 14436,8| 537,4528855 575,4313549 | 275,5358416 295,0062544 0 33382 35740,9(898,7909806 962,3029771 - 0 - 0

16 8821 9444,33| 394,374675 422,2426927(931,5964792 997,4266373 | 82,80096618 88,65199805| 24655 26397,2611,1858582 654,3745805 | 1199,906663 1284,696641 | 65,60487787 70,2407686
16481  17645,6 | 609,4041123 652,4669297 | 859,9255782 920,691197282,21921916 88,02914257| 22219 23789,1| 616,9848481 660,5833491| 949,7536523 1016,866865 | 65,29931087 69,91360907
18837  20168,1 | 569,5706345 609,8186665 | 604,0529778 646,7376636| 80,9197133 86,63780867| 52090 55770,9|924,9503602 990,3108782|1098,220379 1175,824817 | 62,22539674 66,62248045
18554 19865,1597,8721497 640,1200746 | 326,4352922 349,5024542 | 71,69379332 76,75995002| 14950 16006,4|526,1320344 563,3105293 | 940,1659428 1006,601652 | 62,28964601 66,69126982
11827 126627 | 448,0315293 479,6911449 | 914,3216064 978,9310561| 62,76941931 67,20494573| 49780 53297,6| 862,038672 922,9536103| 1156,826694 1238,572478 | 61,22091146 65,54701441
7744 8291,22 | 333,4213562 356,9821801 | 784,1683493 839,5806738 0 60018 64259,1| 1037,418398 1110,726336| 1086,119699 1162,869057 0
10922 11693,8| 426,27417 456,3963276 | 846,0023641 905,7841157 0 27033 28943,3| 765,8132752 819,9285602 | 944,5951514 1011,343845 0
18833 20163,8 | 565,4873734 605,4468666 | 539,3514624 577,4640925 0 31852 34102,8| 683,1980515 736,8287489| 1051,157457 1125,436249 0
23920 25610,3| 668,3401872 7155676522 | 1161,52486 1243,602634 0 34745 37200,2| 719,1269837 769,9432374| 867,0178776 928,2846655 0
23240 24882,2| 643,51176 688,9847537| 1171,687672 1254,483589 0 32709 35020,3| 726,1320344 777,4432916| 1131,427417 1211,378391 0

82



