|

MINISTERIO DA EDUCAGCAO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA-UFRA
DOUTORADO EM SAUDE E PRODUCAO ANIMAL NA AMAZONIA

WALDJANIO DE OLIVEIRA MELO

USO DA SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA (rbST) E COMPARACAO
ENTRE DOIS METODOS DE ANALISE DO LEITE DE BUFALAS

BELEM
2018



WALDJANIO DE OLIVEIRA MELO

USO DA SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA (rbST) E COMPARACAO
ENTRE DOIS METODOS DE ANALISE DO LEITE DE BUFALAS

Tese apresentada a Universidade Federal Rural da
Amazonia, como parte das exigéncias do Curso de
Doutorado em Saude e Produgdo Animal na
Amazobnia: éarea de concentracdo Producdo
Animal, para obtencéo do titulo de Doutor.

Orientador: Prof. Dr. Cristian Faturi

Co-orientador: Prof. Dr. Rinaldo Batista Viana

BELEM
2018



WALDJANIO DE OLIVEIRA MELO

USO DA SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA (rbST) E COMPARACAO
ENTRE DOIS METODOS DE ANALISE DO LEITE DE BUFALAS

Tese apresentada & Universidade Federal Rural da Amazdnia, como parte das exigéncias do
Curso de Doutorado em Saude e Producdo Animal na Amazénia: area de concentragdo
Producdo Animal, para obtencéo do titulo de Doutor.

Orientador: Prof. Dr. Cristian Faturi
Co-orientador: Prof. Dr. Rinaldo Batista Viana
23 de fevereiro de 2018
BANCA EXAMINADORA

Dr. Rinaldo Batista Viana- Co-orientador/Presidente da Banca
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA-UFRA

Dr. José Dantas Ribeiro Filho - 12 Examinador
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA-UFV

Dr. André Guimardes Maciel e Silva- 22 Examinador
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA-UFPA

Dr. Pedro Paulo Maia Teixeira - 32 Examinador
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA-UFPA

Dr. Bruno Moura Monteiro- 4° Examinador
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA-UFRA



“A ferrovia que leva ao sucesso ¢ construida em cima de um solo de humildade com pesados
trilhos chamados erros que somente séo fixados numa linha reta com macicos pregos de

perseveranga”.

Eduardo Siqueira Filho



Deus e a minha familia que sempre foram
meu alicerce 0 que permitiu mais essa
conquista.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A realizacdo deste trabalho representa um sonho que sé foi possivel se concretizar gracas a

colaboracdo direta e indireta de muitas pessoas. A essas pessoas manifesto minha eterna

gratiddo!

A Deus, pai todo poderoso, pelas béncaos concedidas e por permitir superar obstaculos
e conquistar grandiosas vitdrias, a ele devo a cada passo dado rumo a esta conquista;

Ao meu pai, VALDEMIR VALINO DE MELDO, pelo apoio, incentivo, por acreditar

em minha capacidade e por ser um dos grandes responsaveis por essa vitoria.

A minha mae, JOANA FERNANDES DE OLIVEIRA MELO, pelas incansaveis noites
de oracdo, pelo imenso incentivo e dedicacdo, por mostrar que cada pingo de suor
derramado, cada sono trocado por uma noite de estudos se transformaria no futuro
(hoje) numa grande recompensa (“concretizar mais um sonho”). “Tudo ¢é possivel,
quando se tem fé”. Sem duvida uma das grandes responsaveis por este momento

inexplicavel.

As minhas irmds JANDEVANIA e MARIVANIA, pelo apoio, compreensio e

incentivo,

Aos amigos POSSIDONIO RODRIGUES, GERSON DIEGO PAMPLONA e dona

EDNA, por me acolherem em sua casa durante as disciplinas do doutorado.
Ao prof. Dr. CRISTIAN FATURI, pela orientagéo e valiosos ensinamentos.

Ao prof. Dr. RINALDO BATISTA VIANA, pela orientacdo, paciéncia, oportunidade,

confianca e pelos ensinamentos preciosos, 0s quais, levarei por toda vida.

A Profa Dra. LUCIARA CELI DA SILVA CHAVES e a todos os membros do

PROSEG, pela ajuda na analise dos dados da fazenda.

Ao prof. Dr. BRUNO MOURA MONTEIRO, pela enorme contribui¢do na analise

estatistica dos resultados e elaboracdo do trabalho.

Aos ex-membros do Gaia/Ufra: Aline Kzam, André Mendonga, Antdnio Soares, Bianca
Amorim, Eliomar Sousa, Glaucia Braganca, Keyla Danielle e Rodrigo Sousa, pela

valiosa e indispensével ajuda na realizacdo do experimento.

Aos ex-membros do PETVet/Ufra: Adriano Ledo, Caio Cesar, Caroline Pessoa,



Damazio Campos, Danielle Gdes, Gabriel Furtado, Gustavo Lobato, Helen Santos,
Henrique Piram, Natalia Lopes, Nathaly Monteiro, Priscila Del Aguila, Raquel
Fernandéz e Rodrigo Alburquerque pela valiosa e indispensavel colaboracdo na

realizacdo do experimento.

A Zootecnista ACAINA KISS SILVA ELIAS e agronoma SAMARA SACRAMENTO

pela contribuicdo na analise bromatoldgica da racao.

Ao Dr. Sebastido Faria Jr e a MSD Saude Animal, pelo suporte financeiro dado a esse

projeto.

A Universidade Federal Rural da Amazonia, pelo custeio do envio das amostras para

analise.

A fazenda Murici (Kakuri), ao Sr. Eduardo Daher, ao zootecnista Eduardo Daher Filho
pela concessdo dos animais para o presente estudo e aos funcionarios: Barba, Ronaldo,
Baixinho e Mério pela ajuda na realizagdo do experimento.

Ao campus da Ufra Paragominas, por entender a importancia do doutorado em minha
vida, permitindo as viagens para as disciplinas.

Aos membros da banca de qualificacdo e defesa, professores (as) José Dantas Ribeiro
Filho (UFV), André Guimardes Maciel e Silva (UFPA), Pedro Paulo Maia Teixeira
(UFPA), Bruno Moura Monteiro (UFRA), Jamile Andréa Rodrigues da Silva (UFRA),
Ebson Candido (UFRA) e Luciara Celi da Silva Chaves (UFRA) pela valiosa

contribuicdo na escrita do trabalho.

As bufalas que participaram do experimento, as quais devo sinceras desculpas, mesmo
sem compreender, dedicaram suas vidas aos meus estudos, contribuindo na minha
formacgéo de DOUTOR.

E atodas as demais pessoas que conheci e tornei-me amigo na Universidade e fora dela,
durante esses quatro anos de curso. Em fim, a todas as pessoas que de alguma forma

contribuiram para mais esta conquista, sintam-se vitoriosos também.

MUITO OBRIGADO!!!



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO Il
Figure 1-

CAPITULO Il
Figura 1-

CAPITULO IV
Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Dispersion diagram, simple non-polynomial regression
equation, coefficient of determination (R2) and significance
level (P) between levels of fat (A), protein (B), lactose (C) and
non-fat solids (D) obtained by ultrasound spectroscopy
(EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria) and the
infrared method-PO ANA 009 (ESALQ/USP).

Constituintes e contagem de células somaticas (CCS) do leite
de bufalas leiteiras ao longo da lactacdo, que foram tratadas
com somatotropina recombinante bovina (rbST) ou néo
(Controle). Painel A — Producédo de leite (Kg); Painel B —
Gordura do leite (% m/m); Painel C- Proteina do leite (% m/m);
Painel D- Lactose do leite (% m/m); Painel E- Sélidos totais do
leite (% m/m); Painel F- Extrato seco desengordurado do leite
(% m/m); Painel G- Contagem de células somaticas do leite
(x1000)/mL); Painel H- Eletrocondutividade (mS/cm).

Producdo de leite (Kg) e metabdlitos sanguineos energeéticos
(mg/dL) de bufalas ao longo da lactacdo, que foram tratadas
com somatotropina recombinante bovina (rbST) ou néo
(Controle). Painel A — Producédo de leite (Kg); Painel B —
Glicose (mg/dL); Painel C- Colesterol (mg/dL); Painel D-
triglicérides (mg/dL).

Metabdlitos sanguineos proteicos (mg/dL) de bdfalas ao longo
da lactacdo, que foram tratadas com somatotropina
recombinante bovina (rbST) ou ndo (Controle). Painel A —
Proteina Total (mg/dL); Painel B- Albumina (mg/dL); Painel
C- Ureia (mg/dL); Painel D- Creatinina (mg/dL).

Escore de condicdo corporal (1-5) e metabolitos sanguineos
minerais (mg/dL) de bdfalas ao longo da lactacdo, que foram
tratadas com somatotropina recombinante bovina (rbST) ou
néo (Controle). Painel A — Escore de condicdo corporal (1-5);
Painel B — Calcio (mg/dL); Painel C- Fosforo (mg/dL); Painel
D- Magnésio (mg/dL).

45

54

68

69

70



LISTA DE TABELAS

CAPITULO Il
Table 1-

Table 2-

CAPITULO Il
Tabela 1-

Tabela 2-

CAPITULO IV
Tabela 1-

Mean values, standard errors of the mean, minimum and
maximum values of the production variables and physical-
chemical analysis of buffalo milk obtained by ultrasound
spectroscopy (EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria)
and the infrared method-PO ANA 009 (ESALQ/USP).

Correlation coefficients and significance levels between levels
of fat, protein, lactose and NFS obtained by ultrasound
spectroscopy (EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria)
and the infrared method-POANA 009 (ESALQ/USP).

Composicdo bromatoldgica da racdo fornecida para as bufalas
leiteiras

Média e desvio padrdo (DP) da producdo de leite (Kg),
constituintes do leite (% m/m) e contagem de células somaticas
(x 1000/mL) no leite de bufalas tratadas com somatotropina
recombinante bovina (rbST) ou ndo (Controle) durante a
lactacdo

Média e desvio padrdo (DP) da producdo de leite (Kg),
metabdlitos sanguineos (mg/dL) e ECC (1-5) de bufalas
tratadas com somatotropina recombinante bovina (rbST) ou
ndo (controle) durante a lactacéo

43

44

50

51

65




RESUMO
MELO, W. O. 2018. Uso da somatotropina recombinante bovina (rbST) e comparagdo entre
dois métodos de analise de leite de bdfalas. 101 f. Tese — Programa de P6s-graduacdo em Saude

e Producdo Animal na Amazonia. Universidade Federal Rural da Amazonia, Para. 2018.

Este estudo foi desenvolvido em trés etapas distintas: inicialmente, (1) avaliou-se a influéncia
da somatotropina recombinante bovina (rbST) sobre a producdo e constituintes do leite de
bufalas entre 63 -154 dias de lactacdo; na segunda etapa (2) objetivou-se quantificar os efeitos
das aplicacdes de rbST sobre a producdo de leite, 0 ganho de peso e o0 metabolismo energético
e mineral durante a lactacéo de bufalas; por fim, (3) buscou-se comparar os parametros fisico-
quimicos do leite de bufalas obtidos através dos métodos de infravermelho-PO ANA 009 ou
analisador ultrassénico de leite (EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria) e estabelecer
quais constituintes de leite de bufalas podem ser determinados pelo método de ultrassom. Foram
utilizadas 22 bufalas adultas da raca Murrah (Bubalus bubalis). Todas as bufalas eram
multiparas, com média de 66+1,74 dias em lactacdo (DEL) e 6,97 + 1,55 litros de leite por dia.
Os animais foram mantidos em sistema de pastejo rotacionado, recebendo agua, sal mineral ad
libitum e 1 Kg de ragdo/animal/dia. As bufalas foram distribuidas aleatoriamente em dois
grupos experimentais: 11 bdfalas que receberam a aplicacdo de 500 mg de somatotrotopina
bovina recombinante (Grupo rbST; 2 mL de Boostin— MSD Saude Animal) a cada 14 dias, por
via subcutanea; e 11 buafalas que ndo receberam aplicacdo de rbST (Grupo Controle).
Semanalmente foi realizado o controle da producéo de leite e a coleta das amostras de sangue.
A utilizagio de 500 mg de rbST administrados quinzenalmente, entre 63 e 154 dias em lactacéo,
ndo alterou a producdo de leite, a proporcdo dos constituintes e a CCS do leite de bdfalas
leiteiras. Também ndo foi observado efeitos da rbST sobre o perfil metabdlico (energético,
proteico e mineral) das bufalas em lactacdo. Os resultados obtidos por meio de analisador
ultrassénico de leite foram diferentes daqueles feitos por infravermelho-PO ANA 009, porém
apresentaram correlagéo positiva alta para gordura (r = 0,84), podendo, portanto, ser utilizado
para determinacéo de gordura.

Palavras-chave: Bufala, constituintes do leite, horménio do crescimento, producdo de leite,

perfil metabdlico.



ABSTRACT
MELO, W. O. 2018. Use of recombinant bovine somatotropin (rbST) and comparison between
two methods of milk analysis in buffaloes. 101 f. Tese — Programa de Pds-graduacdo em Salde

e Producdo Animal na Amazonia. Universidade Federal Rural da Amazénia, Para. 2018.

This study was carried out in three distinct stages: (1) initially the effects of bovine recombinant
somatotropin (rbST) over the production and constituents of buffalo milk between 63 and 154
days of lactation were evaluated; in the second stage (2) the objective was to quantify the effects
of rbST on the energetic and mineral metabolism of buffaloes during lactation; finally, (3) the
objective was to compare the physical-chemical constituents of buffalo milk determined by
infrared-PO ANA 009 or ultrasonic milk analyzer (EKOMILK total®, Eon Trading LLC,
Bulgaria), and to establish which constituents of buffalo milk can be determined through the
use of ultrasound method. Twenty two adult buffaloes Murrah (Bubalus bubalis) were used.
All buffaloes were multiparous with a mean of 66 + 1.74 days in milk (DEL) and 6.97 = 1.55
liters of milk per day. The animals were kept in intermittent stocking system, receiving water,
mineral salt ad libitum and 1 kg of feed/animal/day. The buffaloes were randomly assigned into
two experimental groups: 11 buffaloes that received 500 mg of recombinant bovine
somatotrotopin (rbST Group, 2 mL of Boostin - MSD Animal Health) every 14 days,
subcutaneously; and 11 buffaloes that did not receive rbST (Control Group). Control of milk
production and blood collection were performed weekly. The use of 500 mg of rbST
administered biweekly, between 63 and 154 days in milk, did not alter the milk production, the
proportion of the constituents and the CCS of buffalo milk. No effects of rbST over the
metabolic profile (energy and mineral) of lactating buffaloes were also observed. The results
obtained using the ultrasonic milk analyzer were different from those made by infrared-PO
ANA 009, but showed a high positive correlation for fat (r = 0.84) and could, therefore, be used
for fat determination.

Keywords: Buffalo, milk constituents, growth hormone, milk production, metabolic profile.
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1 CONTEXTUALIZACAO

O Brasil com sua vasta extensao territorial, mais de 8,5 milhdes de Km? de solos férteis,
desfrutando de clima ameno, com bons indices de precipitacdo pluviométrica e com inimeras
espécies de plantas forrageiras nativas, revelou desde cedo uma vocacgdo natural para a criacao
de animais domésticos de interesse zootécnico, com destaque para a pecuéria (Velloso, 2000).

Atingir a eficiéncia e a rentabilidade tem sido o grande objetivo nos diversos setores de
producdo animal, sobretudo no que diz respeito as propriedades leiteiras. A utilizacdo de
estratégias eficientes para selecdo de vacas e touros, aliadas aos fatores de &mbito econdémico e
de manejo, é importante para acelerar o incremento da produtividade da pecuéria leiteira
nacional, uma vez que a mesma figura entre as principais atividades do setor agropecuario
brasileiro (Rodrigues, 2008).

N&o diferindo desse cendrio previamente exposto, 0 mercado para produtos lacteos de
origem bubalina encontra-se em crescimento, fato que tem levado os produtores a buscar
técnicas que propiciem maior disponibilidade da producdo de leite para a industrializacdo
(Gonsalves Neto et al., 2009, FAO, 2015).

No entanto, os indices produtivos da pecuaria brasileira estdo muito abaixo do desejavel.
O aumento na producdo de leite nas ultimas décadas deve-se mais, a expansao das fronteiras
utilizadas e aumento efetivo do rebanho do que pelo aumento real da produtividade (Moraes
Junior, 2008).

Dessa forma, o uso de biotécnicas tal como a somatotropina bovina (bST) considerada
alternativa para aumentar a producéo de leite e a persisténcia da lactagdo, vem sendo muito
difundida (Rodrigues, 2008). Também conhecida como horménio de crescimento (GH), a
somatotropina (ST) é um horménio pituitario que controla muitos aspectos de crescimento
animal, metabolismo de nutrientes além de afetar a fungdo reprodutiva (Pivato, 2005). Durante
a fase de crescimento, sob acdo deste hormonio, quase todas as células nos tecidos aumentam
em volume e em numero, propiciando um crescimento dos tecidos, dos oOrgdos e,
consequentemente, o crescimento corporal.

Com o desenvolvimento da biotecnologia e o advento da tecnologia do DNA
recombinante foi possivel, nos anos 80, a sintese da somatotropina recombinante, sendo
realizado em 1982 o primeiro estudo sobre o seu efeito em vacas leiteiras. Sua venda foi
autorizada pelo governo brasileiro em 1990 e sua aprovacgao para uso comercial em 1994 pela
FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos passando a ser utilizada

extensivamente (Bauman, 1992).
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Em vista dos resultados promissores obtidos por Bauman et al. (1982), desencadeou-se
um substancial interesse, entre 0s pesquisadores, sobre os efeitos da somatotropina
recombinante bovina (rbST) na fisiologia da lactacdo, bem como as pesquisas que relacionam
os resultados na producéo de leite, reproducéo e saude animal (Feckinghaus, 2009).

Alguns estudos mostram que a administracdo de rbST melhora a eficiéncia da atividade
leiteira, promovendo aumentos da producdo de leite que variam de 3-40%, melhora a
persisténcia da producao, sem alteracfes nos teores de gordura, proteina e lactose (Santos et al,
2001) bem como nédo evidenciaram alteracdes no numero de células somaticas no leite em
decorréncia ao tratamento hormonal com somatotropina (Bauman et al., 1999).

Seu mecanismo de acdo envolve uma série de arranjos metabdlicos no tecido animal,
direcionando nutrientes para a glandula mamaria, caracterizando-se como um excelente
homeorretico de nutrientes que aumenta a eficiéncia bioldgica para sintese de leite (Bauman et
al., 1992).

Acredita-se que a utilizacdo de rbST poderia propiciar um aumento da producéo de leite
em bufalas sem contudo, causar alteracbes nos constituintes do leite. Baseado nesse possivel
uso da técnica nessa espécie, objetivou-se com esse trabalho estudar o desempenho produtivo
e determinacdo de constituintes bioquimicos, minerais e eletrélitos séricos de bufalas leiteiras
em resposta a aplicacdo de somatotropina recombinante bovina (rbST), bem como comparar
dois métodos para analise dos constituintes do leite de bufalas.

Para atingir o objetivo proposto nessa tese, o desenvolvimento dessa pesquisa contou
com trés etapas: 1) a primeira envolveu um levantamento do estado da arte do uso de rbST em
bafalas, frente a utilizacdo do hormdnio em vacas; 2) a segunda compreende 0 uso da
espectroscopia de ultrassom como método alternativo para a determinagdo das caracteristicas
fisico-quimicas do leite de bufalas; e, 3) a terceira buscou determinar a utilizacdo de rbST em
bafalas leiteiras determinando sua influencia sobre a produgdo e composicéo fisico-quimica do
leite bem como sobreo metabolismo energético e mineral de bufalas leiteiras.

Assim essa tese apresenta-se em quatro capitulos:

CAPITULO |

Artigo de reviséo

2 SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA, UMA BIOTECNICA PARA O
INCREMENTO DA PRODUCAO DE LEITE EM BUFALAS
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CAPITULO II

Artigo original

3 USO DA ESPECTROSCOPIA DE ULTRASSOM COMO METODO ALTERNATIVO
PARA A DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO
LEITE DE BUFALAS

CAPITULO I

Artigo original

4 USO DA SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA EM BUFALAS
LEITEIRAS I: PRODUCAO E COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO LEITE

CAPITULO IV

Artigo original

5 USO DA SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA EM BUFALAS
LEITEIRAS Il: METABOLISMO ENERGETICO E MINERAL
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2 SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA, UMA BIQTECNICA PARA O
INCREMENTO DA PRODUGCAO DE LEITE EM BUFALAS!

RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho, buscar maior entendimento sobre o desempenho
produtivo e constituintes bioquimicos de bufalas leiteiras em resposta a aplicacdo de
somatotropina recombinante bovina (rbST). Apesar do uso da somatotropina possuir efeitos
positivos na producdo de leite bovino, ainda h& poucas pesquisas que relacionam o efeito desse
horménio em bubalinos. Em relacdo a esses estudos, ainda existem resultados discrepantes na
literatura, sendo que alguns trabalhos ndo demonstram influéncia do rbST no desempenho
produtivo e constituintes bioquimicos de bufalas leiteiras enquanto outros concluem gue ele
contribui para o incremento da producdo de leite e alteracdo nos constituintes lacteos e
metabolismo energético, proteico e mineral desses animais. Fatores intrinsecos do animal como
espécie, estadio de lactacdo e status nutricional além da dose e frequéncia de aplicacdo podem
interferir nas respostas produtivas em funcdo da administracdo da somatotropina.

Palavras-chave: bubalino, constituintes lacteos, hormonio do crescimento, metabolismo

RECOMBINANT BOVINE SOMATOTROPIN (RBST), A BIOTECHNIQUE FOR
INCREASING MILK PRODUCTION IN BUFFALOES

ABSTRACT

The objective of this research was to obtain a better understanding of the productive
performance and biochemical constituents of milk buffaloes in response to bovine recombinant
somatotropin (rbST). Although the use of somatotropin has positive effects on the production
of bovine milk, there is still little research that relates the effect of this hormone on buffaloes.
Regarding these studies, there are still discrepant results in the literature, and some studies do
not demonstrate the influence of rbST on the productive performance and biochemical
constituents of milk buffaloes. On the other hand, other studies concluded that the use of this
somatotropin contributes to the increase of milk production, besides causing alteration in the
milk constituents and energy, protein and mineral metabolism of these animals. Intrinsic factors
such as species, lactation stage and nutritional status, in addition to the dose and frequency of
application may interfere with productive responses as a function of somatotropin
administration.

Keywords: buffalo, dairy constituents, growth hormone, metabolism

SOMATOTROPINA RECOMBINANTE BOVINA, UNA BIOTECNICA PARA EL
INCREMENTO DE LA PRODUCCION DE LECHE EN BUFALAS

RESUMEN
Se objetivo con el presente trabajo, buscar mayor entendimiento sobre el desempefio productivo
y constituyentes bioguimicos de leche de bdfalas en respuesta a la aplicacion de somatotropina
bovina recombinante (rbST) o la hormona recombinante del crecimiento bovino (rBGH).
Aunque el uso de la rbST tiene efectos positivos en la produccién de leche de las vacas, todavia
hay pocas investigaciones que relacionan su efecto en las bafalasSin embargo existen algunos
estudios, pero sus resultados son discrepantes en la literatura, siendo que algunos trabajos no
demuestran influencia de la rbST en el desempefio productivo y constituyentes bioquimicos de
bufalas lecheras, mientras que otros concluyen que contribuye al incremento de la produccién

! Este capitulo segue as normas de apresentacdo da revista Veterinaria e Zootecnia (Unesp)
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de leche y alteracion de los constituyentes lacteos y metabolismo energeético, proteico y mineral
de estos animales. Los factores intrinsecos del animal como especie, estado de lactancia y
estado nutricional ademas de la dosis y frecuencia de aplicacion pueden interferir en las
respuestas productivas en funcién de la administracion de la somatotropina.

Palabras clave: bubalino, produccion de leche, constituintes lacteos, metabolismo

2.1 INTRODUCAO

Em razdo de sua importancia na alimentacdo humana, o leite, tornou-se um significativo
objeto de pesquisa, haja vista a necessidade do aumento da produtividade e qualidade do
produto obtido e, assim, tornar a atividade mais rentavel e economicamente viavel (1).

Desse modo, o uso de biotécnicas, como a somatotropina recombinante bovina (rbST),
considerada alternativa para aumentar a producdo de leite e a persisténcia da lactacdo, vem
sendo muito difundida (2).

Também conhecida como horménio de crescimento, a somatotropina € um horménio
pituitario que controla aspectos relacionados ao crescimento animal, metabolismo de nutrientes,
além de afetar a funcdo reprodutiva. Durante a fase de crescimento, sob acdo deste hormonio,
quase todas as células nos tecidos aumentam em volume, propiciando um crescimento dos
tecidos, dos 6rgdos e, consequentemente, o crescimento corporal (3).

Com o desenvolvimento da biotecnologia e o advento da tecnologia do DNA
recombinante foi possivel, nos anos 80, a sintese da somatotropina recombinante, sendo
realizado em 1982 o primeiro estudo sobre o seu efeito em vacas leiteiras. Sua venda foi
autorizada pelo governo brasileiro em 1990 e sua aprovacao para uso comercial em 1994 pela
Food and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos, passando a ser utilizada
comercialmente em larga escala (4).

Em vista dos resultados promissores obtidos por Bauman na década de 1982,
desencadeou-se um substancial interesse entre os pesquisadores sobre os efeitos da rbST na
fisiologia da lactacdo, bem como pesquisas que relacionam os resultados na producao de leite,
reproducdo e saude animal (5).

Seu mecanismo de acdo envolve uma série de arranjos metabdlicos no tecido animal,
direcionando nutrientes para a glandula mamaria, caracterizando-se como um excelente
coordenador de nutrientes que aumenta a eficiéncia bioldgica para sintese de leite (4).

A administracdo de rbST contribui para a eficiéncia da atividade leiteira, promovendo
aumentos da producéo de leite que variam de 3 a 40%, aumentando a persisténcia da producéo,
sem alteracdes nos teores de gordura, proteina e lactose (1), bem como no nimero de celulas
somaticas do leite (5).

Diversos estudos tém sido realizados para verificar a influéncia desse hormonio sobre
0s constituintes do leite (1, 6) e nos metabdlitos sanguineos em vacas leiteiras (6,7), no entanto,
ainda ha poucas informacdes sobre a acdo da rbST em bdfalas. Dessa forma, objetivou-se com
essa revisdo, realizar um levantamento sobre o desempenho produtivo e constituintes
bioquimicos de bufalas leiteiras em resposta a aplicacdo de somatotropina recombinante bovina.

2.2 HORMONIO DO CRESCIMENTO OU SOMATOTROPINA

O hormonio do crescimento (GH), também conhecido como hormonio somatotrofico
(STH), foi identificado a partir da hipofise bovina por influenciar varios processos metabélicos
e fisiologicos (8). Trata-se de um peptideo de cadeia Unica, formado por 191 aminoéacidos e
liberado pela adenohipofise mediante uma série de estimulos fisiol6gicos que envolvem, entre
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outros fatores, acdes do fator liberador de GH (GnRH) e da somatostatina (SMS), flutuactes
nas concentracdes sanguineas de glucagon, insulina, fatores de crescimento semelhantes a
insulina 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2, respectivamente) e hormonios estrogénicos (9).

Sua secregdo € estimulada pela acdo do horménio liberador de GH (GnRH) e inibida
pela somatostatina (fator inibidor de GH), ambos produzidos pelo hipotdlamo (4). Durante a
fase de crescimento, sob acdo deste horménio, quase todas as células nos tecidos aumentam em
volume e em numero, propiciando um crescimento dos tecidos, dos oérgdos e,
consequentemente, o crescimento corporal (3).

Experimentos na década de 1930 demonstraram que a somatotropina bovina, quando
extraida da hipofise de uma vaca e injetada em outra, poderia aumentar a producédo de leite na
vaca que recebeu a injecdo. No entanto, a baixa disponibilidade do hormonio limitou o avancgo
das pesquisas com bST (10).

Dessa forma, a producdo em massa da somatotropina recombinante s6 se tornou
realidade no inicio de 1980 com o advento de tecnologias capazes de produzir o DNA
recombinante (4), onde o gene responsavel pela producdo de somatotropina bovina foi
transferido com sucesso em plasmideos da bactéria Escherichia coli, e o produto resultante,
chamado somatotropina bovina recombinante (rbST), foi posteriormente capaz de ser
produzido em quantidade comercial (11).

Dentre os hormonios de crescimento, a somatotropina bovina (BST) foi um dos
primeiros horménios recombinantes produzidos em larga escala para inddstria animal (4). A
proteina recombinante da rbST difere do natural, por poucos aminoacidos na sua constituicao,
cerca de 0 a 8 dependendo do processo de fabricacéo (1).

A Food and Drug Administration (FDA) 6rgao que avalia a liberacdo de novas drogas
para uso comercial, aprovou a rbST (somatotropina bovina recombinante) em fevereiro de 1994
para uso nos Estados Unidos. Posteriormente, as agéncias reguladoras em 34 paises chegaram
a conclusdes semelhantes e 24 paises, inclusive o Brasil, também aprovaram sua utilizagao (12).

Essa aprovacao foi concedida apds evidéncias cientificas sugerirem que a utilizacdo da
rbST ndo acarreta risco aos seres humanos ao consumirem leite ou carne de vacas tratadas, e
por também ndo apresentar qualquer impacto adverso sobre o animal (13). Os efeitos bioldgicos
desse hormdnio tém sido amplamente estudados e a capacidade desta biotécnica para aumentar
a eficiéncia da produtividade, mantendo a salde e o bem-estar de vacas em lactacdo é bem
estabelecida (14).

A somatotropina é um controlador homeorrético que altera a particdo de nutrientes em
uma vaca em lactacdo de forma que mais nutrientes sdo utilizados para a sintese de leite. Isso
envolve a coordenacdo do metabolismo de varios érgdos de corpo e tecidos, assim como 0
metabolismo de todas as classes de nutrientes (carboidratos, lipidios, proteinas e minerais).
Esses ajustes no metabolismo promovidos pela rbST sdo de grande importancia, principalmente
durante o periodo inicial de sua utilizagdo quando a producédo de leite aumenta, mas a ingestao
de alimentos néo (2,4).

Entre outras respostas organicas, as condi¢fes metabolicas que se seguem a
administracdo de rbST incluem alteraces na conservagao de nitrogénio no organismo,
utilizacdo da glicose pelos tecidos periféricos e diminuicdo de sua oxidacdo; e 0 aumento da
gliconeogénese (14). Entretanto, o aspecto lipolitico da rbST talvez seja a alteragdo metabolica
mais contundente (15).

Segundo Mattos (16), a rbST regula o crescimento, afeta 0 metabolismo dos nutrientes:
carboidratos, lipideos, proteinas e minerais; estimula a producao de leite e melhora a eficiéncia
produtiva. Sua acao € lenta, levando cerca de uma ou duas horas até varios dias antes de se
observarem seus efeitos bioldgicos (17).

Dessa forma, segundo Rangel et al. (15) o modo de acdo da somatotropina consiste em
estimular direta ou indiretamente a sintese de proteina e glicose, a oxidacéo de gordura, inibir
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o transporte de glicose para os tecidos periféricos e desencadear, em animais lactantes, o efeito
homeorrético ou galactopoiético.

De acordo com Prado et al. (17) a somatotropina age nos tecidos muscular, adiposo e
hepatico, mostrando efeitos no aumento dos tecidos esqueléticos e musculares, no aumento da
disponibilidade de glicose na circulacdo e no estimulo do pancreas para a liberacéo de insulina.

A glicose adicional é usada pela glandula mamaria como um precursor da lactose
explicando o aumento na producdo atribuida ao hormonio. No tecido adiposo diminui a
lipogénese basal, se esta em balanco energético positivo, e aumenta lipolise basal em balango
energético negativo acarretando na elevacdo da energia disponivel para a producéo de leite,
melhorando a eficiéncia alimentar, além da produgdo. Apesar disso, nenhuma mudanca foi
observada na composicao de proteinas do leite (18).

Cerca de 30% da sequéncia das cadeias de aminoécidos da somatotropina bovina é
comum aos seres humanos, sendo essas diferencas responsaveis para que a rbST ndo atuem em
seres humanos. Mesmo que ingerida ou injetada, a somatotropina ndo é reconhecida pelos
receptores humanos e é quebrada pelas enzimas do trato digestivo como qualquer outra proteina

(4).

Portanto, para se obter efeito bioldgico o horménio deve se unir a um receptor
especifico, localizado na célula alvo. Consequentemente, os receptores da somatotropina
humana ndo reconhecem a somatotropina bovina, evitando o desencadeamento do processo
hormonal (4).

Estudos com bovinos leiteiros indicam que o leite de animais tratados com rbST néo
difere do leite de animais controle, tanto na composi¢éo quimica (proteina, gordura) quanto na
presenca do produto (16).

2.2.1 A somatotropina recombinante bovina e a producao de leite de bufalas

A somatotropina recombinante bovina (rbST) é um dos horménios utilizados nas
fazendas produtoras de leite. Administracdo de uma formulacdo de liberacdo lenta de rbST
melhora a persisténcia da lactacdo, atingindo um pico nos primeiros sete dias pos aplicacdo e
diminuindo lentamente até o proximo tratamento. No entanto, a resposta a esse horménio varia
consideravelmente dependendo da espécie, esquema de tratamento, estagio de lactacdo e
nutricdo do animal. (19).

O padréo de resposta a utilizacdo da rbST é o aumento gradual da producdo de leite
poucos dias apos a aplicacdo, sendo atingida a maxima resposta durante a primeira semana. Ao
cessar a aplicacdo de rbST, gradualmente a producdo de leite retorna aos niveis anteriores ao
inicio da aplicacdo. Caso o tratamento seja continuado, 0 aumento na producdo de leite é
sustentado (20). Dessa forma, a aplicacdo desse hormdnio em vacas leiteiras influencia a
producdo de leite e o formato da curva de lactacdo.

O conhecimento encontrado da rbST em relacéo a lactacao prolongada pode resultar em
uma maior porcentagem de vida produtiva da vaca, um maior numero de dias em lactacao,
menor nimero de dias secos, maior producao de leite em sua vida, e maior persisténcia na
producdo de leite (21).

Sua capacidade de melhorar producéo de leite € principalmente devido a uma acao sobre
a parti¢do dos nutrientes absorvidos em favor da glandula mamaéria. Ela envolve tanto os efeitos
diretos do hormdénio nos tecidos e efeitos indiretos mediados pelo fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) (22). O aumento da producdo de leite é em parte devido a
elevagédo do fluxo sanguineo na glandula mamaria, promovendo maior suprimento de sangue,
alterando o metabolismo de glicose (sintese de lactose), aumentando a lipélise e a lipogénese
(suprimento de precursores lipidicos) e também modificando o metabolismo de proteinas
(suprimento de aminoacidos) (4).
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O incremento na producdo de leite tem sido amplamente descrito na literatura e pode
variar de 5% a 40% em vacas (10) porém, os resultados da influéncia da aplicacdo da rbST em
bufalas, ainda apresentam discordancias, enquanto alguns estudos mostram efeito positivo (23)
outros indicam néo fazer efeito (24, 25).

A resposta a rbST varia consideravelmente dependendo da espécie, modalidade de
tratamento, estddio de lactacdo e nutricdo animal (19). Dessa forma, o ndo incremento
significativo na producéo de leite nas bufalas em alguns experimentos, pode estar associado a
alguns fatores como o estadio da lactacdo em que o rbST foi aplicado e, sobretudo ao manejo
nutricional (1).

2.2.2 A somatotropina recombinante bovina e os constituintes do leite de bufalas

A composicdo do leite € um fator de grande relevancia a inddstria, seja por seu melhor
aproveitamento industrial, seja pelo pagamento dado ao produtor. O teor de nutrientes do leite,
principalmente gordura e proteina, é resultado do somatorio de varios fatores relacionados a
producdo que devem ser compreendidos a fim de melhorar a qualidade do leite produzido (26).

Alguns componentes do leite, como as proteinas e 0s acidos graxos, originam se, em
pequena parte, do plasma sanguineo em condicdo pré-formada, sendo a maior proporcdo
sintetizada na glandula mamaria a partir de precursores. As vitaminas e 0s minerais sdo obtidos
diretamente do plasma sanguineo, enquanto a lactose é sintetizada exclusivamente na glandula
mamaria (27).

Do ponto de vista fisico-quimico, o leite de bufalas apresenta teor médio de gordura
entre 3,56 a 4,25 g/dL, proteina entre 3,97 a 4,50 g/dL, lactose entre 4,81 a 5,11 g/dL, s6lidos
totais entre 13,88 a 14,55 g/dL, pH entre 6,85 a 6,90 e nimero de células somaticas entre 26000
a 29000 podendo variar conforme o periodo de lactacdo, a raca e a alimentacdo, entre outros
fatores (28).

Alguns estudos tém sido realizados para verificar a influéncia da aplicagdo da
somatotropina recombinante bovina sobre os constituintes do leite de buafalas (5, 6, 25), no
entanto, os efeitos da rbST sobre a producdo e composicdo do leite, assim como o
comportamento da curva de lactacdo em bdfalas ainda sdo muito varidveis e controversos,
principalmente quando comparados com os efeitos bem conhecidos nas vacas. Enquanto
algumas pesquisas nao verificaram alteracdo nos constituintes lacteos de bubalinos (25) outras
indicam que a administracdo desse hormodnio pode influenciar os teores de gordura (29),
proteina (5, 6, 29) e lactose (6, 23, 29).

As alteracdes na composicao do leite de vacas leiteiras tratadas com rbST podem ser
limitadas e, geralmente, refletem seu estado nutricional (4). Segundo Ferreira et al. (30), 0 ndo
efeito da administracdo da rbST nos niveis de gordura lactea pode estar associado ao status
energeético do animal, pois animais em balango energético positivo (BEP) ndo tiveram alteracéo
na porcentagem de gordura do leite. Diferentemente daqueles em balango energético negativo,
que tiveram aumento da gordura do leite, pois um dos precursores desse constituinte do leite
(&cidos graxos de cadeia longa) é oriundo dos lipidios circulantes no sangue, derivado da dieta
e do tecido adiposo mobilizado pelo rbST (31).

Estudos de Feckinghaus (5) e Shahid et al. (29) mostraram que a proteina lactea de
bafalas foi influenciada negativamente com a administragdo de somatotropina bovina. Essa
diminuig&o se da pelo balango negativo de nitrogénio, e como a administragdo de rbST acentua
esse quadro de balango energético no inicio do tratamento, em virtude do aumento da produgéo
de leite e do baixo consumo de alimentos, a diminuicao da proteina lactea pode ocorrer. Outro
motivo pelo qual a proteina no leite tende a diminuir é o fato de que parte dos aminoacidos é
usada como substrato glicogénico para producdo de energia, quando as vacas estdo em
substancial déficit energético (1).
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A dosagem da rbST também pode influenciar as respostas na composicao do leite, fato
que é evidenciado por Santos et al. (1) os quais trabalhando com aplicacéo de diferentes doses
de rbST (0 mg, 250 mg, 350 mg e 500 mg) em vacas multiparas da raca Holandesa, verificaram
que a producdo de gordura foi maior (P<0,05) no tratamento com 350 mg, sendo essa diferenca
de 29,1% em relacdo ao grupo controle. Entretanto, a concentracdo da proteina total diminuiu
(P<0,05) com a aplicacdo de rbST sem afetar a qualidade nutritiva do leite e a porcentagem de
solidos totais entre os tratamentos (P>0,05).

Feckinghaus (5) e Melo et al. (25) néo verificaram alteracdo nos teores de lactose em
funcdo da administracdo de rbST em bdfalas leiteiras. Todavia, estes resultados sdo
discordantes das observac6es de Prasad & Singh (6), que descreveram um aumento nos niveis
desse componente no leite de bifalas na india, recebendo aplicacéo de rbST (5 mg/animal/dia)
por cinco dias consecutivos (21-25 dias p6s parto) por via endovenosa. Porém, o aumento nos
teores de lactose descritos por estes autores pode estar relacionado com o aumento da glicose
plasmaética a qual € precursora da lactose, dada a metodologia utilizada.

Pesquisas desenvolvidas por Feckinghaus (5) e Melo et al. (25) mostraram que a
somatotropina recombinante bovina ndo alterou a concentracdo de solidos totais no leite
bubalino. Uma vez que a gordura é o sélido constituinte majoritario do leite de bdfalas,
qualquer modificacdo em suas proporc¢des poderd influenciar o teor de sélidos totais do leite
(32). No entanto, como a administracdo de rbST nédo afetou a concentracao de gordura no leite,
o teor de solidos totais também n&o foi influenciado.

2.2.3 A somatotropina recombinante bovina e o metabolismo energético em bufalas
leiteiras

Os metabolitos sanguineos tém sido utilizados principalmente como auxiliares do
diagnéstico clinico, mas a partir do termo perfil metabdlico, a bioquimica sanguinea passou a
ter maior interesse na avaliacdo de rebanhos com diferentes indices produtivos e reprodutivos,
indicando desequilibrios nutricionais e metabdlicos (33).

Diversos indicadores do estado metabolito tém sido pesquisados nas vacas de alta
producdo. Dentre os principais metabdlitos associados ao balango energético estdo inseridos a
glicose, colesterol e triglicerideos (34). A glicose é considerada como o mais importante
combustivel para a oxidacao respiratoria, sendo vital para func@es tais como o metabolismo do
cérebro e na lactacdo. O nivel de glicose sanguinea pode indicar falha na homeostase (35).

De acordo com Etherton & Bauman (10) em vacas de alta producéo, 60-85% da glicose
disponivel no organismo é direcionada para a glandula mamaria para sintese do leite, sendo que
a glicose disponivel é oriunda principalmente da gliconeogénese hepatica. Estudos tém
demonstrado que o aumento da producdo leiteira ap6s a administracdo da rbST em vacas
leiteiras esta diretamente relacionada ao acréscimo nas necessidades de glicose pela glandula
mamaria para sintese de lactose (12).

As concentracOes de glicose e insulina sdo aumentadas em resposta ao tratamento com
rbST, criando um efeito de resisténcia a insulina (36). Em estudos, Chaiyabutr et al. (37)
verificaram que as concentragdes de glicose durante a administracdo de rbST, é um dos fatores
que regulam a taxa de producéo da lactose. Durante o inicio da lactacdo, uma parcela maior de
glicose intracelular convertida para metabdlitos intermediarios nos animais tratados com rbST,
foi usada principalmente na biossintese de lactose quando comparado com os animais do
tratamento controle.

Com o uso do rbST, a producdo de glicose pelo figado aumenta, sua oxidacdo pelos
tecidos do corpo e seu uso pela musculatura esqueléticadiminuem (4, 22). No geral, estas
mudangas quantitativamente sdo suficientes para explicar a glicose extra necessaria para a
sintese do leite em vacas tratadas com rbST (4). Pesquisas tém mostrado que a captagdo de
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glicose mamaria é dependente do aumento da concentracdo de glicose plasmatica durante a
administracdo de rbST (38), enquanto outros trabalhos tém demonstrado ndo haver diferengas
(6). Dessa forma, ainda ndo ha uma consisténcia de relacdo a cinética da glicose e a acdo do
hormdnio de crescimento.

Alguns trabalhos indicam que bufalas leiteiras suplementadas com rbST apresentam
concentragOes de glicose plasmaética maior do que nos animais controle (39). Segundo Amorim
et al. (7) sob efeito do rbST, o transporte de glicose estaria bloqueado para os tecidos
periféricos, condicdo conhecida como diabetogénica, o que resultaria em maior quantidade
liquida de glicose na circulacdo. Entretanto, outros estudos mostram ndo haver diferenca
significativa entre os niveis plasmaticos de glicose entre os tratamentos (5, 6).

Os triglicerideos e principalmente o colesterol, tém sido usados em estudos do
metabolismo de lipidios (40). Os niveis de colesterol plasmético sdo indicadores adequados do
total de lipidios no plasma, pois correspondem a aproximadamente 30% do total, e possui
importantes fungdes no organismo, tais como fazer parte da estrutura das membranas celulares,
como fonte de energética e na sintese de hormdnios (35).

Valores elevados de colesterol em animais de alta producao sugerem que este metabdlito
pode ser um indicador da habilidade da vaca em produzir leite, como reflexo da mobilizacéo
lipidica das reservas corporais para lactogénese (41). Em relacdo aos triglicerideos, alguns
trabalhos indicam uma associacao entre esse metabdlito com os sélidos totais do leite (42).

Estudos realizados por Campos et al. (42) mostraram niveis crescentes de colesterol em
vacas leiteiras de alta producdo até a 11% semana pos parto, este fato esta relacionado com a
necessidade de precursores para sintese de horménios esteroides, 0s quais aumentam com o
restabelecimento da atividade reprodutiva (43) e também estéo relacionados com a producéo
de leite e particdo de nutrientes durante a lactacdo, em que acidos graxos podem incorporar a
gordura do leite ou serem utilizados para atender a demanda energética (44).

As concentracdes plasmaticas de triglicérides sdo aumentadas quando o animal estad em
balanco energético negativo (BEN) para fornecer &cidos graxos como fonte de energia e glicerol
como precursor de glicose hepatica (35), no entanto os niveis de triglicerideos obtidos no
trabalho de Campos et al. (42) em vacas leiteiras, ndo apresentaram variagcdo em fungdo do
balanco energético negativo (BEN), provavelmente em funcédo da densidade energética da racdo
ter impedido um BEN mais severo.

De acordo com Feckinghaus (5), apesar dos metabodlitos sanguineos de animais
suplementados com a rbST ser muito estudado, ainda ha poucos estudos que relacionam a
concentracdo plasmatica de colesterol e de triglicérides. Em relacdo a esses estudos, existem
resultados discrepantes na literatura, sendo que alguns trabalhos demonstram influéncia do
rbST nos niveis sanguineos de colesterol e triglicérides em vacas lactantes (6), enquanto outros
concluem que os niveis desses metabolitos ndo séo alterados significamente (17, 45).

Para Vargas et al. (45) o fato dos niveis plasmaticos de triglicérides e colesterol ndo
serem influenciados significamente pela suplementacdo do rbST pode estar atrelada ao
atendimento das demandas metabolicas da lactacdo pela dieta.

2.2.4 A somatotropina recombinante bovina e 0 metabolismo proteico em bufalas leiteiras

Os metabdlitos sanguineos que apresentam potencial para estimar o metabolismo
proteico séo proteinas totais, ureia e aloumina. A bioquimica das proteinas plasmaticas é de
primordial importdncia na avaliacdo do estado nutricional, podendo indicar alteracdes
metabdlicas e auxiliar no diagndstico clinico de diversas enfermidades (46). Uma deficiéncia
proteica é indicada por niveis baixos de albumina e ureia, ja a falha hepatica é demonstrada por
niveis baixos de albumina e normais ou altos de uréia, acompanhados de altos niveis de enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina amino transferase (ALP) (47).
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O conhecimento dos efeitos da somatotropina sobre o metabolismo de proteinas de
animais domésticos é consideravelmente reduzido se comparado com o de carboidratos e
lipidios. Os efeitos do rbST elevam o acréscimo de proteina muscular em animais em
desenvolvimento, a sintese de proteina no leite durante a lactagcdo e promovem aumento no
consumo de alimento, o qual produzird mais nutrientes e aminoacidos disponiveis para o
aumento da producdo de leite, reduzindo a necessidade de mobilizacao de tecidos (2).

De acordo com Renaville et al. (48), o tratamento com rbST estabelece um balango
positivo de nitrogénio, elevando a sua retencédo e reduzindo o catabolismo proteico, além disso,
a mobilizacdo de proteinas musculares € limitada, uma vez que a somatotropina reduz a
oxidacdo de aminoacidos e a excre¢do de urinaria de nitrogénio, o que explica o incremento da
deposicdo de proteina em animais em crescimento.

Estudos tém sido realizados para verificar a influéncia da somatotropina recombinante
bovina sobre o perfil metabdlico de bubalinos (24,49) no entanto, os efeitos desse horménio
sobre 0 metabolismo proteico de bufalas em lactagdo ainda sdo muito variaveis e controversos,
principalmente quando comparamos com os efeitos bem estabelecidos em bovinos.

Enquanto algumas pesquisas ndo verificaram alteragBes nos teores de proteina total
(24,49), albumina e ureia (23) em buafalas e creatinina (50) em vacas em funcdo da
administracdo de rbST outras indicam que a administracdo desse hormonio pode influenciar o
aumento dos niveis de proteina total (24) em bubalinos e diminuicdo nos teores de ureia
plasmatica em bovinos (50).

Para aumentar a proteina do leite é necessario aminoacido ou nitrogénio ndo proteico
(NNP). Uma das ac0es fisioldgicas classicas da somatotropina é a sua habilidade em promover
a conservacao de nitrogénio. Ela reduz a taxa de renovacgdo da proteina muscular e a oxidacao
de aminoécidos para producdo de energia, de modo que existam mais aminoacidos disponiveis
para a sintese de proteinas do leite e sintese de proteina muscular levando a reducao dos niveis
séricos de ureia e creatinina (15). Em animais com restricdo alimentar, hd um aumento na
lipdlise e degradacdo proteica provinda de tecido muscular. Isto ocorre na tentativa de manter
os niveis de glicose a partir da gliconeogénese, que também utiliza os aminoacidos para a
formagdo de uma nova molécula de glicose (4).

Durante balanco energético negativo, o rbST reduz a oxidacdo de aminoacidos como
fonte de energia nos tecidos, pois isto aumenta a mobilizacdo de lipidios e acentua o
metabolismo da glicose, assim, os aminoacidos poderao ser utilizados para o desenvolvimento
e crescimento dos demais tecidos e para a sintese de proteinas no leite (51).

Dessa forma, possivelmente a ndo alteracdo no metabolismo proteico das bufalas
tratadas com rbST em alguns trabalhos se deve ao fato que ndo houve um acréscimo nas
necessidades de aminoacidos para producdo de proteina lactea e de energia via gliconeogénese
para sintese do leite principalmente por estarem em balango energético positivo. De acordo com
Peel & Bauman (52), 0 uso desse hormdnio em vacas com balanco positivo de nitrogénio (N),
ndo provoca alteracdo no percentual de proteina do leite. A medida que a producéo de leite
aumenta, h acréscimo na producéo de proteina, entretanto, se houver deficiénciaem N na dieta,
ocorrera reducédo no percentual de proteina no leite.

2.2.5 A somatotropina recombinante bovina e 0 metabolismo mineral em bufalas leiteiras

O metabolismo mineral em bubalinos ndo € tdo conhecido como nos bovinos, ha
caréncia de informag6es sobre o comportamento digestivo e 0 aproveitamento de minerais nessa
especie (53). Em geral, as deficiéncias minerais estdo associadas a alteracdo no perfil
metabdlico, levando a maior parte dos distdrbios no periparto e na imunizacgdo (54). O perfil
metabolico mineral é representado pelos teores dos principais macroelementos, tais como
Célcio (Ca), Fosforo (P) e Magnésio (Mg), existindo estreita relacdo na homeostasia do célcio
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e fésforo. A maior porcédo do célcio e fosforo presente no organismo animal esta no tecido 6sseo
e muscular (46).

As exigéncias desses minerais sd80 aumentadas no periparto para suprir 0
desenvolvimento do feto; e para a produgdo de colostro e leite pela vaca, porém, com a
diminuicdo da ingestdo de alimentos pelo animal nesse periodo, alguns minerais sofrem uma
queda a niveis abaixo do fisioldgico em suas concentra¢fes no final de gestacdo e inicio da
lactacdo (55) e, dessa forma, as vacas podem apresentar quadros de hipocalcemia,
hipomagnesemia e hipofosfatemia (56). Devido a mobilizacdo mais intensa de célcio pela
glandula mamaria, até as oito primeiras semanas de lactacdo, € comum a diminuicao dos niveis
séricos desse mineral (57).

Em virtude do potencial aumento da producéao de leite de animais ruminantes pelo uso
da somatotropina recombinante bovina (10,23) alguns estudos tém sido realizados para verificar
a influéncia desse hormdnio sobre o perfil metabolico de bovinos (18, 58) e bubalinos (24). No
entanto, apesar dos metabolitos sanguineos de animais suplementados com a rbST ser muito
estudado, ainda ha poucas pesquisas que relacionam a concentracdo sérica de célcio, fosforo e
magnésio. Em relacgdo a esses estudos, existem resultados discrepantes na literatura, sendo que
alguns trabalhos ndao demonstram influéncia do rbST nos niveis sanguineos desses minerais
(58), enquanto outros concluem que os niveis de calcio e fosforo (50) sofrem alteracdes.

Para manter uma concentracdo constante de célcio, apesar das variagdes na ingestao e
excrecdo, mecanismos endocrinos de controle estdo presentes nos animais. Além dos papéis
diretos do paratorménio (PTH), da calcitonina (CT), e da vitamina D, frequentemente
enfatizados no controle de calcio no sangue, outros horménios, como corticosteroides adrenais,
estrdgenos, tiroxina, somatotropina e glucagon podem contribuir para a manutencdo da
homeostasia do calcio no organismo animal (59).

De acordo com Bauman & Vernon (18), a somatotropina (ST) ndo altera a absor¢éo e
metabolismo dos minerais. A elevagédo na producéo de leite com o uso de rbST sem reflexos na
sua composicdo mineral, indica que esse hormonio exerce efeitos na particdo ou absorcéo dos
minerais pelo organismo. No entanto, contrapdem-se a assertiva de Peel & Bauman (52) quando
relatam que ocorrem mudancgas na absor¢do e mobilizagcdo de minerais no organismo, ao se
utilizar rbST, observando-se maior absorcdo e ou mobilizacdo de Ca e P e outros minerais
requeridos para a producao de leite.

2.3 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do uso da somatotropina recombinante bovina possuir efeitos positivos na
producdo de leite bovino, ainda ha poucas pesquisas que relacionam o efeito desse hormonio
em bubalinos. Em relacdo a esses estudos, ainda existem resultados discrepantes na literatura,
sendo que alguns trabalhos ndo demonstram influéncia do rbST no desempenho produtivo e
constituintes bioquimicos de bufalas leiteiras enquanto outros concluem que ele contribui para
0 incremento da producdo de leite e alteracdo nos constituintes lacteos e metabolismo
energético, proteico e mineral desses animais.

Fatores intrinsecos do animal como espécie, estadio de lactacdo e status nutricional além
da dose e frequéncia de aplicacdo podem interferir nas respostas produtivas em funcdo da
administracdo da somatotropina.
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3 Ultrasound spectroscopy as an alternative method to measure the physical-chemical
constituents of buffalo milk?*
Espectroscopia de ultrassom como método alternativo para a determinacéo das

caracteristicas fisico-quimicas do leite de bufalas

ABSTRACT

This study aimed to use ultrasound spectroscopy for the determination of the physical-chemical
characteristics of buffalo milk and compare it to the infrared method. Levels of fat, protein,
lactose and non-fat solids (NFS) were determined in milk samples of 22 buffaloes (n = 383)
with initial milk production of 6.97 £ 1.55 litres. The respective average results for the fat,
protein, lactose and NFS of the individual samples were 6.31%, 3.81%, 4.99% and 9.75% for
the infrared method-PO ANA 009 and 7.16%, 2.5%, 6.28% and 9.41% using ultrasound
spectroscopy. There were significant differences (P<0.0001) in the levels of all of the
components analysed between the two methods studied. Results obtained in the analyses using
the ultrasonic milk analyser (Ekomilk Total®) were different from those obtained by the infrared
method-PO ANA 009 (ESALQ), but they showed a high positive correlation for fat (r =
0.84108, P<0.0001), moderate correlation for NFS (r=0.71284 P = 0.0022), low correlation for
lactose (r= 0.32197; P<0.0001) and the absence of correlation for protein (r= -0.00284,
P<0.0001). Therefore, ultrasound spectroscopy can be used for the determination of fat. For the
other constituents of buffalo milk, in order to use the ultrasonic analyser, it is suggested that
further studies should be conducted for technical and methodological adjustments.

Keywords: buffaloes, milk composition, fat, protein, infrared

2 Este capitulo segue as normas da revista Ciéncia Rural. *Artigo publicado
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RESUMO

Obijetivou-se com este trabalho o uso da espectroscopia de ultrassom para a determinacéo das
caracteristicas fisico-quimicas do leite de bdfalas frente ao método infravermelho. As
caracteristicas de gordura, proteina, lactose e estrato seco desengordurado (ESD) foram
determinadas em amostras de leite de 22 bufalas (n=383) com producao inicial de leite
6,97+1,55 litros. A média dos resultados para gordura, proteina, lactose e ESD das amostras
individuais foram, respectivamente, 6,31%, 3,81%, 4,99% e 9,75% para 0 método
infravermelho-PO ANA 009 e 7,16%, 2,5%, 6,28% e 9,41%, usando-se espectroscopia de
ultrassom. Houve diferenca significativa (P<0,0001) entre os teores de todos 0s componentes
analisados entre os dois métodos estudados. Os resultados obtidos nas anélises com o método
utilizando analisador ultrassoénico de leite (Ekomilk Total®) foram diferentes daqueles feitos
por infravermelho-PO ANA 009 (ESALQ), porém, apresentaram correlacdo positiva alta para
gordura (r = 0,84108; P<0,0001), moderada para ESD (r = 0,71284; P= 0,0022), baixa para
lactose (r = 0,32197; P<0,0001) e ausente para proteina (r = -0,00284; P <0,0001), podendo,
portanto, ser utilizado para determinacdo de gordura. Para os demais constituintes do leite de
bufalas sugere-se, que para a utilizagdo do analisador ultrassdnico, mais estudos para ajustes
técnicos e metodoldgicos sejam feitos.

Palavras-chave: Bubalinos, composicdo do leite, gordura, proteina, infravermelho

3.1 INTRODUCTION

The quality of milk can be determined by physical, chemical, microbiological and
sensory analyses as well as hygiene tests. For this purpose, there are several official methods
available, as determined by the current legislation, which are performed by the Brazilian
Network of Laboratories for Milk Quality Control. Such methods include the infrared method-

PO ANA 009 (BRASIL, 2006). Although, easy to carry out, official tests often require specific
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forms of preservation and expensive analytical reagents and can be time consuming depending
on the distance between the farm and the accredited laboratory (GONCALVES, 2014).

A method that is increasingly applied in the industry for the analysis and modification
of food is ultrasound spectroscopy, which is based on the principle of sound absorption
changing the frequency of the sample particles. It presents advantages over the traditional
methods as it precludes the need for the preparation of the samples, uses minimum volumes of
the samples in a non-destructive way, precluding the need to use specific chemical reagents or
glassware and produces results in only a few minutes (PONSANO et al., 2007). It has already
been demonstrated in cattle that it is possible to determine the constituents of milk, both at the
farm and at the dairy fair, allowing problems to be solved that require an immediate decision or
to define the industrial destination of raw material (PINTO et al., 2008).

Despite the advantages of ultrasound spectroscopy as an alternative technique for the
evaluation of milk constituents, it is worth mentioning that both the calibration tests of the
devices and the comparative studies between the techniques were performed only using bovine
milk (PONSANO et al., 2007; PINTO et al., 2008), and there is no study in the literature
comparing them in buffalo milk, which has a different composition from that of bovine milk
(AMARAL etal., 2005). Thus, the need for studies to develop automated analytical procedures,
which are quick, accurate and of lower cost, for the analysis of the constituents of buffalo milk
IS evident.

Therefore, the aim of the present study was to compare the physical-chemical
parameters of buffalo milk obtained by the infrared method-PO ANA 009 as well as an
ultrasonic milk analyser (EKOMILK total® Eon Trading LLC, Bulgaria) and to identify which

buffalo milk constituents may be determined using ultrasound spectroscopy.
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3.2 MATERIALS AND METHODS

The experiment was conducted at a farm located in the municipality of Mojd
(1°54'14.33"S; 48°46'07.53"W), a mesoregion of the northeastern region of Para state, Brazil.
The climate of the region is characterized as Ami (hot and humid) according to the Képpen-
Geiger climate classification, with an annual average temperature between 25 and 27°C and
annual precipitation between 2,000 and 3,000 mm/m? with an irregular distribution. The relative
air humidity is approximately of 85% (SILVA et al., 2001).

Individual milk samples were collected for 11 weeks (n = 383) from 22 adult buffaloes
of similar genetic groups, mostly Murrah (Bubalus bubalis) or crossbred (with genetic
predominance of the Murrah breed) lactating buffalos. All buffaloes were multiparous with a
mean of 66 + 1.74 days in lactation (DIL) and a production of 6.97 + 1.55 litres of milk per day
at the beginning of the study. Animals were kept under a rotational stocking system on
Urochloa (Brachiaria) humidicola, Urochloa (Brachiaria) brizantha and Panicum maximum
cv. Mombasa pastures, receiving water and mineral salt ad libitum. In addition to pastures, the
lactating buffaloes received 1.0kg of feed/day, composed of 30.61% murumuru cake
(Astrocaryum murumuru), 61.29% maize meal (Zea mays), 3.1% mineral mix and 5% urea. The
bromatological composition of the diet was 93.02% dry matter (DM), 8.41% mineral matter
(%), 18.17% crude protein (CP), 3.15% ether extract (EE), 23.9% neutral detergent fibre (NDF)
and 10.96% acid detergent fibre (FDA),with results obtained using the methodology described
by SILVA & QUEIROZ (2002).

The buffaloes were milked manually twice a day with an average interval of 12 hours
between milking. The control of milk production was carried out weekly, with complete
emptying of the udder 12 hours before at the intervals of 63-70; 70-77; 77-84; 84-91; 91-98;
98-105; 105-112; 112-119; 119-126; 133-140; and 147-154 days in lactation. On the same day

of the milk control, always at the end of each milking and after the homogenization of the total
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milk, the samples were collected to determine the physical-chemical composition of the milk
for the comparison between the analysis methods.

Of the total milked milk, aliquots of the sample were placed in sterile (labelled) 50 mL
vials containing microtablets of bronopol-based preservatives and stored in thermal boxes
containing ice packs. Samples were then sent to the Luis de Queiroz College of Agriculture
(ESALQ/USP), in Piracicaba-Sao Paulo State, accredited by the Brazilian Network for Milk
Quality Control of the Ministry of Livestock and Food Supply (RBQL/MAPA), for the
determination of fat, protein, lactose and non-fat solids (NFS) by the infrared method-PO ANA
009 according to the collection, preservation and evaluation recommendations of the laboratory.

Other aliquots of the milk sample were placed in sterile (labelled) preservative-free 75
mL bottles and stored in thermal boxes containing ice packs. Within a maximum of 24 hours,
these samples were analysed in the food analysis laboratory of the Federal Rural University of
the Amazon-Ufra (Belém-Para state) for the determination of fat, protein, lactose and NFS
using ultrasound spectroscopy (EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria) following the
manufacturer's recommendations.

The descriptive statistics of the data, represented by the means, standard error of the
means (SEMs) and the minimum as well as maximum values for each variable were obtained
through the MEANS procedure of SAS version 9.3 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC).
Comparison between the means of the groups was performed by analysis of variance (ANOVA)
using the LS Means (Least Square Means)/PDIFF ILINK LINES command from SAS. To assess
the correlation between the variables analysed by infrared method-PO ANA 009 and ultrasound
spectroscopy (EKOMILK total® Eon Trading LLC, Bulgaria), the CORR RANK procedure
from SAS was used.

To estimate the milk constituents, such as fat, protein, lactose and NFS, the infrared

method-OP ANA 009 (ESALQ) and the ultrasonic analyser (EKOMILK total®, Eon Trading
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LLC, Bulgaria) were used. The data were tested by means of regression analysis with the GLM
procedure from SAS, using the least squares method for simple non-polynomial regression. For
the calculation of the regressions and Pearson’s correlations, the coefficients of determination
(R?) of >0.70, > 0.50 and <0.50 as well as correlation coefficients of (r) > 0.80, >0.70 and
<0.70 were considered high, moderate and low, respectively. The P value was considered

significant when <0.05.

3.3 RESULTS AND DISCUSSION

The mean, standard error and minimum and maximum values obtained for the buffalo
milk constituents by the different methods are presented in Table 1. Additionally, using the
infrared method-PO ANA 009 of the Milk Clinic-ESALQ/USP, NERES et al. (2013) reported
mean values of 6.9 + 1.5% fat, 5.1 + 0.3% protein, 5.0 + 0.4% lactose and 10.9 £+ 0.8% NFS,
while LIMA et al. (2014) observed mean values of 5.44% fat, 4.24% protein and 4.77% lactose
in buffalo milk. Thus, the lower level of milk protein obtained in the present study was the only
variable that did not present similar behaviour to the studies by NERES et al. (2013) and LIMA
et al. (2014).

In relation to the results obtained by ultrasound spectroscopy (EKOMILK), in the
present study, the mean values were different from those reported by PESSOA et al. (2011) in
buffaloes, in which mean values of 5.4 + 2.1% fat, 5.2 £ 0.3% protein, 5.1 + 0.6% lactose and
11.1 £ 1.0% NFS were found.

Differences in milk composition are caused by the effects of environmental factors, such
as the season and nutrition, as well as animal-related factors, such as the breed, age and lactation
stage (AMARAL et al., 2005). Milk components (fat, protein, lactose and NFS) may vary

according to the nutrition, season and animal-related effects, such as the age, breed and stage
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of lactation (DAME et al., 2011), which explains the differences observed between some of the
buffalo milk constituents in several studies.

There were significant differences between the levels of fat, protein, lactose and NFS (P
<0.0001) for the ultrasound spectroscopy analysis compared to the infrared method used by
reference laboratories (RBQL/MAPA). In a similar research; however, with milk samples from
nine Holstein cows, PINTO et al. (2008) reported significant differences between the levels of
fat (P =0.0001) and NFS (P = 0.0001) when comparing the ultrasonic and infrared methods but
without any differences for the protein content (P = 0.1782). According to the authors, the
differences between the fat and NFS levels of the milk found between the two methods used
are possibly due to differences in the calibration of the two devices.

The correlation results between the fat, protein, lactose and NFS of buffalo milk obtained
by ultrasound spectroscopy compared with the infrared method are presented in Table 2. Figure
1 shows the dispersion, regression equation and respective coefficient of determination for the
fat, protein, lactose and NFS percentages obtained by the infrared method-PO ANA 009 or
ultrasonic milk analyser (EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria). In a similar study,
PINTO et al. (2008) reported a positive and significant correlation for the levels of fat (r = 0.98,
P =0.0001) and NFS (r = 0.85, P = 0.0041) obtained with the two methods studied. However,
unlike the results of the present study, these authors reported a positive correlation for the
protein level (r = 0.83, P =0.0051).

A high correlation coefficient was reported only for the fat concentration, and a
moderate correlation was found for the NFS portion between the two evaluated methods, unlike
some studies (PINTO et al., 2007; SILVEIRA et al., 2004) that compared the ultrasonic analyser
with other methods of milk analysis. The results obtained in the analyses using the ultrasonic
milk analyser (Ekomilk Total®) were different from those obtained by infrared method-PO

ANA 009 (ESALQ) but showed a high positive correlation for fat (r = 0.84108, P <0, 0001), a
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moderate correlation for NFS (r= 0.71284 P = 0.0022), a low correlation for lactose (r=
0.32197; P <0.0001) and the absence of correlation for protein (r=-0.00284, P < 0.0001); and
therefore, ultrasound spectroscopy can be used for fat determination.

The differences between results of the determination of protein, lactose and NFS levels
of milk for the infrared method-PO ANA 009 (ESALQ) and ultrasonic milk analyser
(EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria) is possibly due to differences in calibration
between the two devices, use of preservatives and time between the collection and samples
analysis .

3.4 CONCLUSION

Despite the advantages of ultrasound spectroscopy as an alternative technique for the
evaluation of buffalo milk constituents, it is a safe method only for the determination of fat
levels. However, for the other constituents, more research is required, as there are still few
studies evaluating the influence of the factors that affect buffalo milk analysis on both methods,
and technical as well as methodological adjustments such as conservation methods, whether or
not to use preservatives, temperature and the time of sample collection and processing are also
needed.

ETHICS AND BIOSAFETY COMMITTEE

The experiment was approved by the Ethics Committee on Animal Use of UFRA,
Protocol 021/2016 (CEUA)-23084.006670/2016-28 (UFRA), which confirmed that all the
requirements of Federal Law 11.794/08 (Arouca Law) were complied with, as were the Ethical

Principles of Animal Experimentation of COBEA.



41

REFERENCES

AMARAL, F. R. et al. Buffaloes milk quality: components. Revista Brasileira de Reproducéo
Animal.V.29, n.2, p.106-110, 2005. Awvailable from: <http://www.cbra.org.br
Ipages/publicacoes/rbra/ download/RE022.pdf>Accessed onl7 jun. 2017.

BRASIL. Instrucdo Normativa n°® 68 de 12 de dezembro de 2006. Oficializa os Métodos
Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos, para Controle de Leite e Produtos Lacteos, em
conformidade com o anexo desta Instru¢cdo Normativa, determinando que sejam utilizados nos
Laboratorios Nacionais Agropecudrios. Diario Oficial da Uni&o, Brasilia, 2006. p. 8.

DAME, M.C.F. et al. Producéo e Qualidade de Leite de Bubalinos no Rio Grande do Sul:
dados preliminares. Pelotas: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Embrapa Clima
Temperado. 2011. 14p. (Documento 296).

GONCALVES, A.C.S. Avaliacao dos resultados das contagens de células somaticas obtidas
pelo equipamento Ekomilk Scan® e suas correlagdes com outros métodos de andlise.
2014.35f. Dissertation (Mestrado em Medicina Veterinaria) -Universidade Estadual Paulista,
Jabotical-SP.

LIMA, T.C.C.; RANGEL, A.H.N.; MACEDO, C.S. et al. Composition and quality of milk and
whey buffalo in Rio Grande do Norte state. Acta Veterinaria Brasilica. v.8, n.1, p.25-30, 2014.
Available from: <https://periodicos.ufersa.edu.br/revistas/index.php/ acta/article/
view/3321/5392>Accessed on03 de mar. 2017. doi: 10.21708/avb.2014.8.1.3321.

NERES, L.S. et al. Quality of creamy requeijao cheese of buffalo milk supplemented with
byproducts agribusiness, Belem, Para State, Brazil . Revista do Instituto Laticinios Candido
Tostes. V. 68, n. 391, p. 24-31, 2013. Available from:
<https://rilct.emnuvens.com.br/rilct/article/view/18/19>Accessed on03 de mar.2017.
PESSOA, J.S. et al. Physicochemical characteristics of milk during different stages of lactation

of water buffalo (Bubalus bubalis) heifers raised on pasture . In REUNIAO ANUAL DA



42

SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 48., 2011, Belem. Anais...Belém: [s.n]
2011.p.1-3.

PINTO, A.T. et al. Correlation between infra-red and ultra-sound methods to evaluate milk
composition in milk contest at EXPOINTER 2007. Acta Scientiae Veterinariae. v.36, n.3, p.
273-276, 2008. Available from: <http://www.lume. ufrgs.br/
bitstream/handle/10183/20719/000681368.pdf?sequence=1> Accessed on 04 de mar.2017.
PONSANO, E.G.H. et al. Correlation between traditional methods and ultrasonic spectroscopy
for measurement of milk physical-chemical characteristics . Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Vv.59, n.4, p.1052-1057, 2007. Available from: <
http://www.scielo.br/pdf/abmvz/v59n4/35.pdf>Accessed  on02 de  fev.2017.  doi:
10.1590/S0102-09352007000400035.

SILVA, D.J.; QUEIROZ, A.C.Q. Andlise de Alimentos: Métodos quimicos e biologicos. 3
ed. Vicosa, MG, editora UFV, 235p. 2002.

SILVA, S. M. A. S. et al. Impacto da exploracdo madeireira em floresta de terra firme no
municipio de Moju, estado do Para. In: SILVA, J. N. M; CARVALHO, J. O. P.; YARED, J.
A. G. (Eds.). A silvicultura na Amazonia Oriental: contribui¢es do projeto Embrapa/DFID.
Belém: Embrapa Amazdnia Oriental - DFID, 2001. p. 227 — 251.

SILVEIRA, T.M.L.et al.. Comparison between standard methods and electronic analyses for
measurement of the bovine milk composition. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, V.56, n.6, p.782-787, 2004. Available from:
<https://doaj.org/article/656253b2769846elabbcca7fe03fb5af>Accessed on05 de mar.2017.

doi: 10.1590/S0102-09352004000600013.



43

Table 1-Mean values, standard errors of the mean, minimum and maximum values of the
production variables and physical-chemical analysis of buffalo milk obtained by ultrasound
spectroscopy (EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria) and the infrared method-PO

ANA 009 (ESALQ/USP).

Variables Mean SEM Minimum  Maximum

Number of milk samples 383

Milk production per day, kg 3.39 0.07 0.10 10.10

Infrared

Fat% 6.31 0.07 2.31 14.75

Protein% 3.81 0.02 2.58 4.81

Lactose % 4.99 0.01 3.26 5.57

NFS % 9.75 0.02 7.53 10.83
Ultrasound

Fat% 7.16 0.07 3.10 12.90

Protein% 2.51 0.05 1.52 12.48

Lactose% 6.28 0.02 2.60 7.10

NFS % 941 0.02 7.66 10.80

NFS: non-fat solids
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Table 2-Correlation coefficients and significance levels between levels of fat, protein, lactose

and NFS obtained by ultrasound spectroscopy (EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria)

and the infrared method-POANA 009 (ESALQ/USP).

Variables
Variables
Fat** Protein** Lactose** NFS**

Fat* R 0.84108 -0.0152 -0.22730 -0.17666

P <0.0001 0.0744 <0.0001 <0.0001

Protein* R 0.29428 -0.00284 0.26035 0.38036
P <0.0001 0.9559 <0.0001 <0.0001

L actose* r -0.15890 0.12280 0.32197 0.42075
P <0.0001 0.0165 <0.0001 <0.0001

NES* r 0.15649 0.05909 0.42696 0.71284
P 0.0022 0.2499 <0.0001 <0.0001

P values <0.05 were considered significant. * Analyses performed by the infrared method-PO

ANA 009 (ESALQ). ** Analyses performed using the ultrasonic milk analyser (EKOMILK

total®, Eon Trading LLC, Bulgaria). NFS: non-fat solids.
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Figure 1-Dispersion diagram, simple non-polynomial regression equation, coefficient of

determination (R?) and significance level (P) between levels of fat (A), protein (B), lactose (C)

and non-fat solids (D) obtained by ultrasound spectroscopy (EKOMILK total®, Eon Trading

LLC, Bulgaria) and the infrared method-PO ANA 009 (ESALQ/USP).
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4 Uso da somatotropina recombinante bovina em bufalas leiteiras I: producéo e
composicéo fisico-quimica do leite®*
[Use of recombinant bovine somatotropin (rbST) in dairy buffaloes I: production and

physicochemical composition of milk]

RESUMO
Objetivou-se avaliar a influéncia da somatotropina recombinante bovina (rbST) sobre a
producdo e constituintes do leite de bafalas entre 63 e 154 em lactacdo. Foram utilizadas 22
bafalas distribuidas em dois grupos experimentais: Grupo rbST - aplica¢do de 500 mg de rbST
a cada 14 dias; Grupo Controle - sem aplicacéo de rbST. A cada sete dias, foi aferida a produgéo
de leite de todas as bufalas e colhida uma amostra para analise fisico-quimica. As variaveis
produtivas e as oriundas de analises laboratoriais foram avaliadas como medidas repetidas no
tempo, utilizando-se o comando Repeated gerado pelo procedimento GLM do SAS. A média
dos parametros estudados para os grupos rbST e Controle foram, respectivamente: producéo de
leite — 6,54 vs. 6,68 Kg; gordura - 6,31 vs. 6,33%; proteina 3,87 vs. 3,77%; lactose - 4,96 vs.
5,02%; solidos totais - 16,18 vs. 16,02%; extrato seco desengordurado - 9,76 vs. 9,74%;
contagem de células somaticas - 315,75 vs. 170,81 (x 1000/mL); e elecondutividade - 2,89 vs.
2,82 mS/cm. A utilizacdo de 500 mg de rbST administrados quinzenalmente, entre 63 e 154
dias em lactagéo, ndo alterou a producéo de leite, a proporgéo dos constituintes e a CCS do leite

de bufalas leiteiras.

Palavras-chave: Bufalos, horm6nio do crescimento, producéo de leite, constituintes do leite.

ABSTRACT
This study aimed to evaluate the effect of recombinant bovine somatotropin (rbST) on milk
yield and the proportion of buffalo milk components during lactation. Twenty-two buffaloes
randomly distributed in two experimental groups were used: Group rbST - application of 500
mg rbST every 14 days, between 63 and 154 days in milk (DIM); Control Group - without
treatment. Weekly, the milk yield of buffaloes was measured and a sample was collected for
physicochemical analysis. The response variables were evaluated as repeated measures, using
the Repeated procedure through the GLM procedure of SAS. Means and SEM of each variable
after rbST and Control were: Milk yield - 6.44+0.45 vs. 6.68+0.32 kg; Fat - 7.11+0.14 vs.
7.14+0.11%; Protein - 2.38+0.02 vs. 2.37+0.01%; Lactose - 6.31+0.02 vs. 6.29+0.02%; Milk

3 Este capitulo segue as normas do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. *Artigo aceito para
publicacdo.
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solids - 16.18+0.14 vs. 16.02+0.11%; Defatted dry matter - 9.39+0.04 vs. 9.41+0.03%; and
SCC - 315.75£56.22 vs. 170.81+£25.65 (x 1000/mL). The use of 500 mg of rbST administered
every two weeks, between 63 and 154 days of lactation did not affect milk yield, proportion of
milk constituents and SCC of dairy buffaloes.

Keywords: Buffalo, growth hormone, milk yield, milk constituents

4.1 INTRODUCAO
O mercado para produtos lacteos de origem bubalina se encontra em crescimento da

ordem de 20% ao ano no Brasil, fato que tem levado os produtores a buscar técnicas que
aumentem a producdo de leite e a proporc¢éo de sélidos totais para a industrializacdo (Gonsalves
Neto et al., 2009). Dentre as técnicas disponiveis para melhorar a eficiéncia e a rentabilidade
das propriedades leiteiras estd 0 uso da somatotropina recombinante bovina (rbST), uma
biotétcnica muito difundida para aumentar a producao de leite e a persisténcia da lactacao de
vacas leiteiras de alta producdo (Rodrigues, 2008).

Também conhecida como horménio do crescimento (STH), a somatotropina possui
mecanismo de acdo que envolve uma série de arranjos metabdlicos no tecido animal,
direcionando nutrientes para a glandula mamaria, caracterizando-se como um excelente
coordenador de nutrientes que aumenta a eficiéncia bioldgica para sintese de leite (Bauman et
al., 1992). Portanto, a administracdo de rbST contribui para a eficiéncia da atividade leiteira,
promovendo aumentos da producdo que variam de 3 a 40%, bem como na persisténcia da
lactacdo, sem alteracdes nos teores de gordura, proteina, lactose (Santos et al., 2001) e no
namero de células somaticas do leite (Tarazon-Herrera et al, 2000; Dohoo et al, 2003;
Feckinghaus, 2009).

Alguns estudos tém sido realizados para verificar a influéncia desse hormonio sobre 0s
constituintes do leite de bufalas (Santos et al., 2001; Jorge et al., 2002; Prasad e Singh, 2010).
Entretanto, os efeitos da rbST sobre a producdo e composicdo do leite, assim como o
comportamento da curva de lactacdo em bufalas ainda sdo muito varidveis e controversos,
principalmente quando comparados com os efeitos bem conhecidos nas vacas.

Deste modo, fazem-se necessarias pesquisas que descrevam a acdo da rbST em bufalas
leiteiras, ndo somente sobre a producéo de leite, mas também a influéncia desse farmaco sobre
o0s constituintes do leite e a flutuagdo dos mesmos ao longo da lactagcdo. Assim objetivou-se,
com esse estudo, quantificar os efeitos da rbST sobre a producgéo de leite, os constituintes e o
numero de celulas somaticas no leite durante a lactacdo de bufalas. Hipotetiza-se que a

aplicacdo continua de rbST ao longo da lactacdo aumenta a producdo de leite das bdfalas,



49

entretanto sem alterar as concentragdes dos constituintes e a quantidade de células somaticas

do leite.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFRA,
Protocolo 021/2016 (CEUA) — 23084.006670/2016-28 (UFRA), no qual verificou que foram
atendidas todas as exigéncias da Lei Federal 11.794/08 (Lei Arouca), sendo respeitados os
Principios Eticos da Experimenta¢do Animal do COBEA.

O experimento foi conduzido em uma fazenda localizada no municipio de Moju na
Mesorregido Nordeste do Estado do Para. O clima da regido onde se localiza a propriedade em
estudo é caracterizado como Ami (quente imido), de acordo com a classificacdo de Kdppen,
com temperatura média anual entre 25 e 27°C e precipitacio anual entre 2.000 e 3.000 mm/m?,
com distribuicao irregular. A umidade relativa do ar é elevada, com Indice de Umidade Relativa
anual média de 77,9% (Azevedo et al., 2011).

Utilizaram-se 22 bufalas adultas de diferentes grupamentos genéticos, em sua maioria
matrizes da raca Murrah (Bubalus bubalis) ou mesticas com predominancia genética Murrah.
Todas as bufalas eram multiparas, lactantes com partos eutécicos, com média de 66+1,74 dias
em lactagdo (DEL) e 6,97 £ 1,55 litros de leite por dia, em duas ordenhas diarias. Os animais
foram mantidos em sistema de pastejo rotacionado em Brachiaria (syn. Urochloa) humidicola
(Quicuio da Amazobnia), Brachiaria (syn. Urochloa) brizantha e Panicum maximum cv.
Mombaga, recebendo agua e sal mineral ad libitum. Adicionalmente as pastagens, as bufalas
em lactagdo recebiam o quantitativo de 1 Kg de racéo/dia, constituida por 30,61% de torta de
murumuru (Astrocaryum murumuru), 61,29% de farelo de milho (Zea mays), 3,1% de ndcleo
mineral e 5% de ureia. Realizou-se a analise bromatoldgica da racdo na Universidade Federal
Rural da Amazonia, campus de Parauapebas - PA, adotando a metodologia descrita por Silva e
Queiroz (2009) (Tab. 1).

As bufalas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos experimentais, de modo
que o primeiro grupo foi composto por 11 bufalas que receberam a aplicacdo de 500 mg de
somatotrotopina bovina recombinante (Grupo rbST; 2 mL de Boostin — MSD Saude Animal) a
cada 14 dias, por via subcutanea, na fossa isquio-retal, alternando-se os lados esquerdo e direito
a cada aplicacdo, totalizando sete aplicacdes, cuja primeira se deu aos 63 dias em lactacéo e
ultima aos 154 dias em lactacdo. O segundo grupo foi constituido de 11 bufalas que ndo

receberam aplicacdo de rbST (Grupo Controle).
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Tabela 1. Composicdo bromatoldgica da racdo fornecida para as bufalas leiteiras

Composicdo bromatoldgica
30,61% de torta de murumuru + 61,29% de farelo de milho + 3,1% de nucleo mineral e
5% de ureia

Matéria seca (%) 93,02
Matéria mineral (%) 8,41
Proteina Bruta (%) 18,17
Extrato etéreo (%) 3,15
Fibra detergente neutro (%) 23,9
Fibra detergente acido (%) 10,96

Eram ordenhadas manualmente, duas vezes ao dia, com intervalo médio de 12 horas
entre as ordenhas. O controle da producéo de leite foi realizado semanalmente, com esgota total
prévia de 12 horas, nos intervalos 63-70; 77-84; 91-98; 105-112; 119-126; 133-140; e 147- 154
dias em lactacéo.

A cada sete dias foram colhidas amostras de leite em frascos estéreis (identificados)
contendo microtabletes de conservantes a base de bronopol e acondicionadas em caixas
térmicas contendo gelo reciclavel. Em seguida, eram encaminhadas a Clinica do Leite/Escola
Superior Luis de Queiroz (ESALQ/USP), em Piracicaba-SP, credenciado na Rede Brasileira de
Controle de Qualidade do Leite, para a determinacdo dos teores de gordura (% m/m), proteina
(% m/m), lactose (% m/m), extrato seco desengordurado (ESD) (% m/m) de sélidos totais (%
m/m) avaliadas pelo método infravermelho-PO ANA 009 e contagem de células somaticas
(CCS) (x 1000/mL) determinada pelo método de Citometria de fluxo — PO ANA 008.

Também foram colhidas aliquotas de leite em frascos estéreis (identificados) sem
conservantes, com capacidade para 75 mL, e acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo
reciclavel. Em no méximo 24 horas, foram encaminhadas & Universidade Federal Rural da
Amazonia - UFRA (Belém-PA) para determinacéo dos valores de eletrocondutividade (mS/cm)
pelo método automatizado do aparelho ultrassonico (EKOMILK total®, Eon Trading LLC,
Bulgéria), conforme recomendagdes do fabricante.

A estatistica descritiva dos dados, representada pelas médias aritméticas e o desvio
padrdo (DP) de cada tratamento, foi obtida pelo procedimento Means do programa SAS,
versdo 9.2. As variaveis oriundas de analises laboratoriais foram avaliadas como medidas
repetidas no tempo, referentes aos momentos de colheita dos dados (tempo) de acordo com
cada tratamento (rbST e controle) e usas interacdes (tratamento*tempo), utilizando-se o
comando Repeated gerado pelo procedimento GLM do SAS. Realizaram-se o0s testes de

normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias de cada tempo. Os dados que nédo
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preencheram os pressupostos para a analise de variancia (ANOVA) foram transformados em
conformidade.

Quando a premissa de esfericidade ndo foi respeitada (P<0,05), as probabilidades de
tempo (P tempo) e das interacBes dos tratamentos com o tempo (P trat*tempo) foram
corrigidas pelo teste de Greenhouse-Geisse Epsilon. A comparagdo entre as médias dos
grupos dentro de cada tempo (trat/tempo) foi realizada por meio do teste de médias Least
Square Means (LSMeans) do SAS. Foi utilizado o nivel de significancia de 5% para todos

os testes realizados.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito de tratamento (Controle e rBST) para nenhuma das variaveis estudadas
(Tab 2). Em contrapartida, foi observado efeito de tempo de lactacdo para producdo de leite,
proteina, lactose, ST, ESD e CCS, assim como efeito de interagdo (tratamento*tempo) para

producéo de leite.

Tabela 2. Média e desvio padrdo (DP) da producao de leite (Kg), constituintes do leite (% m/m)
e contagem de células somaticas (x 1000/mL) no leite de bdfalas tratadas com somatotropina
recombinante bovina (rbST) ou ndo (Controle) durante a lactacéo

Controle rBST P value
Média DP Média  DP Tratamento Tempo Trat*Tempo
Produgdo de leite (KQg) 6.68 193 6.54 2.38 0,6219 <0,0001  0,0053
Gordura (% m/m) 6.34 124 6.31 1.39 0,9341  0,0067 0,6753
Proteina (% m/m) 381 0.56 38 031 0,7956  0,0004  0,8904
Lactose (% m/m) 5.02 0.8 4.96 0.27 0,3439 0,0350 0,1977
Sélidos Totais (% m/m) 16.03 1.22 16.05 1.51 0,8535 0,0007 0,8719
ESD (% m/m) 9.74 031 9.75 0.39 0,9280 0,1543 0,7369
CCS (x 1000/mL) 171.68 277.51 329.90 581.55 0,6135  0,0001 0,6666
Eletrocondutividade(mS/cm) 2.81  0.34 2.87 0.37 0,7419  0,0001 0,5553

ESD - extrato seco desengordurado; CCS-Contagem de células somaticas

Percebe-se nos resultados avaliados que ndo houve um efeito positivo da rbST na
producdo de leite das bufalas tratadas (P > 0,05) (Fig.1; Painel A). Esses resultados séo
semelhantes aos obtidos por Jabbar et al. (2007) que verificaram o efeito do uso prolongado de

rbST sobre a produtividade em bufalas da raca Nili-Ravi pluriparas em lactacao, distribuidas
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em trés grupos: animais tratados com 250 mg de rbST com intervalo de 14 dias; 36 mg de rbST
em dias alternados; e bdfalas controle que ndo receberam rbST. Os autores ndo constataram
diferenca significativa na producdo media de leite entre os tratamentos. Em contrapartida, as
pesquisas de Jorge et al. (2002); Mishra e Shukla (2004); Hedal e Lasheen (2008) descreveram
aumentos significativos na producéo de leite de bufalas tratadas com rbST.

Mishra e Shukla (2004) observaram aumento de 25% na produgéo de leite (P < 0,001)
de bufalas tratadas com trés aplicacdes quinzenais de 250 mg de rbST (Boostin- Chemicals,
India Pvt.Ltd), a partir de 60 DEL, com aumento significativo na producéo entre a quarta e a
sétima semanas, de nove semanas estudadas. Helal e Lasheen (2008) também verificaram o
incremento na producdo de leite de bufalas que receberam 500 mg de rbST a cada 14 dias no
periodo de 2 semanas antes do parto até 16% semana de lactacdo. Por fim, Jorge et al. (2002)
observaram incremento de 48,5% na producdo de leite nas bufalas tratadas com 500 mg de rbST
(Boostin— Mallinckrodt Vet. Ltda) a cada 14 dias, durante 7 meses, sendo a primeira aplicacao
realizada 10 dias antes da data prevista do parto. Dessa forma, verifica-se que a maioria dos
trabalhos que indicaram aumento significativo da producdo de leite com o uso de rbST em
bufalas, diferentemente da presente pesquisa, ressaltando-se que nos referidos estudos a
administracdo de rbST teve inicio no periodo pré-parto. Possivelmente essa modalidade de
tratamento tenha contribuido na obtencgéo dos resultados.

A resposta a rbST varia consideravelmente dependendo da espécie, modalidade de
tratamento, estadio de lactacdo e nutri¢cdo animal (Baldi, 1999). Dessa forma, o ndo incremento
significativo na producéo de leite nas bufalas do presente experimento, pode estar associado a
alguns fatores como o estadio da lactacdo em que o rbST foi aplicado e, sobretudo ao manejo
nutricional, onde o fornecimento de concentrado era feito sem considerar a producéo de leite, e
isso pode ter induzido a menor resposta ao horménio, conforme também observou Santos et al.
(2001).

A concentracdo de gordura lactea também ndo foi influenciada pela aplicacdo da rbST
(Fig.1; Painel B). Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por outros pesquisados em
bufalas (Srinivasa-Rao e Ranganadham, 2000; Helal e Lasheen, 2008; Feckinghaus, 2009;
Prasad e Singh, 2010; Melo et al., 2013). Segundo Ferreira et al. (2002), o ndo efeito da
administracdo da rbST nos niveis de gordura lactea pode estar associado ao status energético
do animal, pois animais em balanco energético positivo (BEP) ndo tiveram alteracdo na
porcentagem de gordura do leite. Diferentemente daqueles em balango energético negativo, que
tiveram aumento da gordura do leite, pois um dos precursores desse constituinte do leite (4&cidos

graxos de cadeia longa) € oriundo dos lipidios circulantes no sangue, derivado da dieta e do
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tecido adiposo mobilizado pelo rbST (Stelwagen et al., 1992). Dessa forma, sugere-se que as
bufalas estudadas na presente pesquisa mantiveram-se em BEP, principalmente no que tange
ao balanco de nutrientes entre a producdo de leite vs. ingestdo de nutrientes.

A concentracdo média da proteina lactea ao longo do experimento foi de 3,87% no
tratamento com rbST e 3,77% no grupo Controle (Fig.1; Painel C), ndo havendo diferenca entre
0s grupos (P > 0,05), corroborando os resultados obtidos por Srinivasa-Rao e Ranganadham
(2000), Jorge et al. (2002), Helal e Lasheen (2008) e Melo et al. (2013) que ndo encontraram
efeito da aplicacdo de rbST sobre a concentracdo de proteina no leite de bufalas. Entretanto,
outros estudos verificaram que a proteina lactea em bufalas é influenciada pela administracdo
da rbST (Prasad e Singh, 2010; Feckinghaus, 2009), diminuindo seus valores de acordo com as
aplicacdes de rbST. O quadro de diminuicdo da proteina no leite pode ser consequéncia do
balanco negativo de nitrogénio. Quando a rbST acentua o quadro de catabolismo, a diminuicéo
da proteina lactea pode ocorrer se houver algum aumento na producgdo de leite, o que néo foi
verificado no presente ensaio.

Né&o foi observada qualquer influéncia do rbST sobre os teores de lactose no leite das
bufalas (P >0,05). Durante o periodo do experimento os teores de lactose no grupo tratado com
500 mg de rbST ao longo da lactacdo variaram entre 4,83% e 5,10 %, enquanto no grupo
Controle oscilaram entre 4,95 % e 5,14 % (Fig.1; Painel D), estando na faixa de normalidade
para os valores de lactose no leite bubalino descritos por Coelho et al. (2004) e Figueiredo et
al. (2010). Outros estudos também ndo verificaram alteracdo nos teores de lactose em funcgéo
da administracdo de rbST em bdfalas leiteiras (Srinivasa-Rao e Ranganadham, 2000; Tarazon-
Herrera et al., 2000; Feckinghaus, 2009; Melo et al., 2013).
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Figura 1. Constituintes e contagem de células somaticas (CCS) do leite de bufalas leiteiras ao
longo da lactagéo, que foram tratadas com somatotropina recombinante bovina (rbST) ou ndo
(Controle). Painel A — Producéo de leite (Kg); Painel B — Gordura do leite (% m/m); Painel C-
Proteina do leite (% m/m); Painel D- Lactose do leite (% m/m); Painel E- Sélidos totais do leite
(% m/m); Painel F- Extrato seco desengordurado do leite (% m/m); Painel G- Contagem de
células somaticas do leite (x1000)/mL); Painel H- Eletrocondutividade (mS/cm).
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Os resultados obtidos mostram ndo haver influéncia da aplicacéo de rbST nos teores de
solidos totais no leite das bufalas em estudo. Durante o periodo do experimento os teores de
solidos totais no grupo tratado com 500 mg de rbST oscilaram entre 15,20% e 17,10 %,
enguanto no grupo Controle variaram entre 15,42% e 16,58% (Fig.1; Painel E), constatando-se
valores similares aos descritos por Coelho et al. (2004); Figueiredo et al. (2010). Verificou-se
que os resultados de sélidos totais obtidos na presente pesquisa s&o analogos aos relatados por
Feckinghaus (2009); Melo et al. (2013) em bubalinos e por Tarazon-Herrera et al. (2000) em
bovinos. Uma vez que a gordura é o solido constituinte majoritario do leite de bdfalas, qualquer
modificacdo em suas proporcBes poderd influenciar o teor de sélidos totais do leite (Ceron-
Mufioz et al., 2002). No entanto, como a administracdo de rbST néo afetou a concentragéo de
gordura no leite, o teor de sélidos totais também nao foi influenciado.

Os resultados indicam ndo haver diferenca entre os tratamentos (P > 0,05) nos teores de
extrato seco desengordurado (ESD). Durante o periodo do experimento os teores de ESD no
grupo tratado com 500 mg de rbST oscilaram entre 9,66% e 9,97%, a medida que no grupo
Controle variaram entre 9,64% e 9,84% (Fig.1; Painel F), confirmando os valores descritos para
0s niveis desse composto no leite bubalino por Coelho et al. (2004); Figueiredo et al. (2010).
A concentracdo de ESD encontrada nesse estudo estd abaixo do valor médio de 10,47%,
descrito por Macedo et al. (2001) em bufalas da raca Murrah no Oeste do Estado de Sao Paulo
e semelhante aos verificados por Aradjo et al. (2011) em bufalas do Rio Grande do Norte, 9,93
e 10,02% nos periodos chuvoso e seco, respectivamente. O ESD é composto pelas fracbes de
proteina, lactose e cinzas, e depende dos teores individuais destes solidos e do teor de gordura
no leite (Lucena, 2003). Portanto, da mesma forma como 0s outros constituintes do leite, 0 ESD
também ndo sofreu influéncia do tratamento com rbST.

Os resultados obtidos na presente pesquisa mostraram ndo haver diferenca (P>0,05) da
CCS entre os tratamentos e periodo experimental. Durante o periodo do experimento os valores
da contagem de células somaticas no grupo tratado com 500 mg de rbST oscilaram entre 43,57
e 643,45 (x 1000/mL), enquanto o grupo controle oscilaram entre 61,65 e 490,86 (x 1000/mL)
(Fig.1; Painel G). Esses resultados estdo em concordancia com estudos realizados por Tarazon-
Herrera et al. (2000); Dohoo et al. (2003); Feckinghaus (2009); Melo et al. (2013), uma vez
que os valores referentes a esse parametro ndo sofreram qualquer influéncia decorrente do
tratamento instituido em bufalas.

N&o foi observada diferenca nos valores médios de eletrocondutividade no leite
bubalino entre os tratamentos e periodos experimentais estudados. Os valores de

eletrocondutividade no grupo tratado com 500 mg de rbST oscilaram entre 2,86 e 3,34 mS/cm,
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enquanto o grupo controle entre 2,61 e 3,39 mS/cm (Fig.1; Painel H). Estes resultados séo
inferiores os encontrados por Bastos e Birgel (2011) em bufalas criadas no Estado de Séo Paulo,
3,82 £ 0,27 e 4,49 + 0,89 mS/cm. De acordo com Santos e Fonseca (2007) a condutividade
elétrica apresenta-se aumentada no leite oriundo de animais com mamite em funcéo da elevacédo
na concentragdo de ions Na* e CI', dessa forma é utilizada em algumas vezes como indicativo
de doenga. Destarte, a somatotropina bovina recombinante ndo induziu a mamite haja vista que

os valores de células somaticas e condutividade elétrica ndo foram alterados com sua aplicacéo.

4.4 CONCLUSAO
A utilizacdo de 500 mg de rbST administrados a cada 14 dias, entre 63 e 154 dias em
lactacdo, ndo altera a producéo de leite, tampouco os teores de gordura, proteina, lactose, solidos

totais, ESD, CCS e eletrocondutividade do leite de bufalas leiteiras criadas a pasto.
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5 Uso da somatotropina recombinante bovina em bufalas leiteiras I1: metabolismo
energético e mineral*
[Use of recombinant bovine somatotropin (rbST) in dairy buffaloes I1: energy and mineral

metabolism]

RESUMO
Objetivou-se avaliar a influéncia da somatotropina recombinante bovina (rbST) sobre o
metabolismo energético e mineral de buafalas entre 64 —| 154 dias em lacta¢do. Foram utilizadas
22 bufalas distribuidas em dois grupos experimentais: Grupo rbST - aplica¢do de 500 mg de
rbST a cada 14 dias; Grupo Controle - sem aplicacdo de rbST. A cada sete dias, foram colhidas
amostras de sangue para a determinacdo do perfil bioquimico, mensurada a producéo de leite e
escore de condigdo corporal dos animais. A média dos parametros estudados para 0s grupos
rbST e Controle foram, respectivamente: producdo de leite - 6,44 kg vs. 6,68 Kg; escore de
condicdo corporal - 3,51 vs 3,57 (1-5); glicose - 70,58 vs 64,81 mg/dL; colesterol - 132,38 vs
133,40 mg/dL; triglicérides -29,18 vs 28,32 mg/dL; proteina total - 8,57 vs 8,75 mg/dL;
albumina - 3,47 vs 3,60 mg/dL; ureia - 32,46 vs 33,86 mg/dL; creatinina - 1,27 vs 1,39 mg/dL;
calcio - 10,25 vs 10,73 mg/dL; fésforo - 5,76 vs 5,62 mg/dL; e magnésio - 3,70 vs 3,70 mg/dL.
A utilizacdo de 500 mg de rbST administrados quinzenalmente, ndo alterou a producdo de leite,
escore de condicdo corporal; e metabdlicos energético, proteico e mineral em bufalas leiteiras.
Palavras-chave: Bubalus bubalis, horménio do crescimento, producdo de leite, metabdlito

sanguineo

ABSTRACT
The objective of this research was to evaluate the influence of recombinant bovine somatotropin
(rbST) on the energy and mineral metabolism of buffaloes between 64 - 154 days in milk.
Twenty-two buffaloes distributed in two experimental groups were used: Group rbST (n = 11)
- application of 500 mg of rbST every 14 days; Control Group (n = 11) - no rbST. Every seven
days, blood samples were taken to determine the biochemical profile, and milk production and
body condition score were measured. The averages of the variables for rbST and Control groups
were, respectively: milk production - 6.44 kg vs. 6.68 kg; body condition score - 3.51 vs 3.57
(1-5); glucose - 70.58 vs. 64.81 mg/dL; cholesterol - 132.38 vs. 133.40 mg/dL,; triglycerides -
29.18 vs. 28.32 mg/dL,; total protein - 8.57 vs. 8.75 mg/dL; albumin - 3.47 vs 3.60 mg/dL; urea
- 32.46 vs 33.86 mg/dL; creatinine - 1.27 vs 1.39 mg/dL; calcium - 10.25 vs. 10.73 mg/dL;

4 Este capitulo segue as normas do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
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phosphorus - 5.76 vs 5.62 mg/dL; and magnesium - 3.70 vs 3.70 mg/dL. Use of 500 mg rbST
biweekly did not alter milk production, body condition score, as well as energy and mineral
metabolism of grass-fed buffaloes.

Keywords: Bubalus bubalis, growth hormone, milk production, blood metabolites

5.1 INTRODUCAO

Dentre os métodos disponiveis no mercado para melhorar a eficiéncia e a rentabilidade
das propriedades leiteiras estd o uso da somatotropina recombinante bovina (rbST), considerada
uma biotecnologia alternativa para aumentar a producéo de leite e a persisténcia da lactagéo de
vacas leiteiras de alta produgdo (Rodrigues, 2008).

Também conhecida como horménio do crescimento (STH), a somatotropina € um
horménio pituitario que controla aspectos relacionados ao crescimento animal, metabolismo de
nutrientes, além de afetar a funcdo reprodutiva (Castigliego et al., 2011). Seu mecanismo de
acdo envolve uma série de arranjos metabdlicos no tecido animal, direcionando nutrientes para
a glandula mamaria, caracterizando-se como um excelente coordenador de nutrientes que
aumenta a eficiéncia biologica para sintese de leite (Bauman et al., 1992).

Os metabolitos sanguineos tém sido utilizados principalmente como auxiliares do
diagndstico clinico, mas a partir do termo perfil metabélico, a bioquimica sanguinea passou a
ser alvo de maior interesse na avaliacdo de rebanhos com diferentes indices produtivos e
reprodutivos, indicando desequilibrios nutricionais e metabolicos (Peixoto e Osorio, 2007,
Khan et al., 2011).

Estudos tém sido realizados para verificar a influéncia da somatotropina recombinante
bovina sobre os metabolismos energético e mineral de bubalinos (Mishra e Shukla, 2004; Jabbar
et al., 2007; Helal e Lasheen, 2008; Feckinghaus, 2009; Prasad e Singh, 2010), no entanto, 0s
efeitos desse hormonio sobre a producéo de leite, ganho de peso e perfis metabdlico e mineral
de buafalas em lactacdo ainda sdo muito variaveis e controversos, principalmente quando se
compara aos efeitos ja bem aclarados em vacas. Portanto, fazem-se necessarias pesquisas que
descrevam a acdo da rbST em bufalas leiteiras, ndo somente sobre a producdo de leite, mas
também a influéncia desse farmaco sobre os biomarcadores dos metabolismos energético e
mineral nestas fémeas ao longo da lactacéo.

Acredita-se que a aplicacdo continua de rbST ao longo da lactacdo aumenta a producao
de leite das bdfalas, alterando a proporcdo dos metabolitos energéticos e minerais sanguineos.
Dessa maneira, objetiva-se quantificar os efeitos das aplicacdes de somatotropina recombinante

bovina (rbST) sobre a producéo de leite, 0 escore de condigdo corporal e os biomarcadores dos
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metabolismos energético, protéico e mineral durante a lactagdo de bdfalas criadas tropico imido

amazonico.

5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Ufra, Protocolo
021/2016 (CEUA) — 23084.006670/2016-28 (Ufra), no qual se verificou que foram atendidas
plenamente todas as exigéncias da Lei Federal 11.794/08 (Lei Arouca), sendo respeitados 0s
Principios Eticos da Experimentaco Animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
- COBEA, e do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA.

O experimento foi conduzido em uma fazenda localizada no municipio de Moju,
Mesorregido Nordeste do Estado do Para. O clima da regido é caracterizado como Ami (quente
umido), de acordo com a classificacdo de Koppen, com temperatura média anual entre 25 e
27°C e precipitagdo anual entre 2.000 e 3.000 mm/m?, com distribuico irregular. A umidade
relativa do ar é elevada, com indice de Umidade Relativa anual média de 77,9% (Azevedo et
al., 2011).

Foram utilizadas 22 bdfalas adultas de diferentes grupamentos genéticos mesticas com
predominancia genética da raca Murrah (Bubalus bubalis). Todas as bufalas eram multiparas,
lactantes com partos eutdcicos, com média de 66 + 1,74 dias em lactacdo (DEL) e 6,97 £ 1,55
litros de leite por dia, em duas ordenhas diarias, escore corporal 3,31 (1-5) e peso corporal
513,17 kg.

Os animais foram mantidos em lotacdo intermitente em Brachiaria (syn. Urochloa)
humidicola (Quicuio da Amazdnia), Brachiaria (syn. Urochloa) brizantha e Panicum maximum
cv. Mombaga, recebendo agua e sal mineral ad libitum. Adicionalmente as pastagens, as bdfalas
em lactacdo recebiam o quantitativo de 1 Kg de racdo/dia, constituida por 30,61% de torta de
murumuru (Astrocaryum murumuru), 61,29% de farelo de milho (Zea mays), 3,1% de nucleo
mineral e 5% de ureia.

A racdo era constituida por 93,02% de matéria seca (MS), 8,41% de matéria mineral
(%), 18,17% de proteina bruta (PB), 3,15% de extrato etéreo (EE), 23,9% de fibra em detergente
neutro (FDN) e 10,96% de fibra detergente &cido (FDA) obtida por meio da metodologia
descrita por Silva e Queiroz (2002).

As bufalas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos experimentais: 11 bufalas
que receberam a aplicacdo de 500 mg de somatotrotopina bovina recombinante (Grupo rbST; 2
mL de Boostin— MSD Saude Animal) a cada 14 dias, por via subcutanea na fossa isquio-retal,

alternando-se os lados esquerdo e direito a cada aplicacdo, totalizando sete aplicacdes, cuja
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primeira se deu aos 63 dias em lactagdo e ultima aos 154 dias em lactacdo; 11 bufalas que ndo
receberam aplicacdo de rbST (Grupo Controle).

As fémeas eram ordenhadas manualmente, duas vezes ao dia, com intervalo médio de
12 horas entre as ordenhas. O controle da producéo de leite foi realizado semanalmente, com
esgota total prévia de 12 horas, nos intervalos 63-70; 77-84; 91-98; 105-112; 119-126; 133-
140; e 147-154 dias em lactagéo.

As amostras de sangue foram colhidas por puncao da veia jugular externa utilizando-se
um sistema de colheita a vacuo, a cada sete dias logo apés a primeira ordenha (jejum de 12
horas), sendo as duas Ultimas colheitas realizadas com intervalos de 14 dias. As amostras para
determinacdo dos teores plasmaticos de glicose foram colhidas em tubos siliconados contendo
fluoreto de sédio (Tubos BD Vacutainer® Fluoreto/EDTA) e mantidas sob refrigeracdo até o
processamento no laboratério. Para as demais analises, as amostras foram colhidas em tubos
siliconados sem anticoagulante.

Para obtencdo do plasma e do soro sanguineos, as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a uma velocidade de 1.150 G, sendo a seguir separados por aspiracdo o plasma e o
soro, respectivamente. As amostras foram aliquotadas e acondicionadas em freezer a -20°C,
para posterior analise.

As determinacdes da concentracdo plasmatica de glicose, colesterol, triglicérides,
proteinas totais séricas, albumina sérica, ureia sérica, creatinina sérica, calcio sérico, fosforo
sérico e magnésio sérico, foram realizadas no analisador bioquimico automatico do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa.

Para determinacdo da glicose plasmatica (método GPO-PAP), colesterol (método
Enzimatico-colorimétrico com LCF), triglicérides (método GPO-PAP. Enzimaético
Colorimétrico ¢/ LCF), proteinas totais séricas (método Biureto), albumina sérica (método
Verde de Bromocresol - VBC), ureia sérica (método Enzimatico Colorimétrico GLDH),
creatinina sérica (método Cinetico Colorimétrico (Jaffé), célcio sérico (método O-
cresolftaleina-complexona -CFC), fosforo sérico (método Fosfomolibdato UV), magnésio
sérico (método Azul de Xilidila) foram utilizados kits comerciais (InVitro Diagndstica) em um
analisador bioquimico automatizado HumaStar3003 (HumaCount Plus — Human Gmbh, Max
Planck-Rng21, Wesbaden — Alemanha).

O escore de condigéo corporal (ECC) dos animais foi estimado de acordo com Houghton
et al. (1990), modificado, acrescentando-se 0,5 unidade entre a&s mensuragdes, sendo 1
equivalente ao animal muito magro e 5 o animal obesso. Todas as avaliagdes foram aferidas

pelo mesmo examinador a cada sete dias durante o periodo experimental.
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A estatistica descritiva dos dados, representada pelas médias aritméticas e 0s desvios
padrdo (DP) de cada tratamento, foi obtida pelo procedimento Means do programa SAS versao
9.2 (SAS/STAT, SAS Institute Inc., Cary, NC). Os testes de normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias de cada tempo foram realizados utilizando o Guide Data Analise
do SAS. Os dados que nao preencheram os pressupostos para a analise de variancia (ANOVA)
foram transformados em conformidade, de acordo as sugestdes de transformac&o sugeridas pelo
préprio programa.

A comparacdo entre as médias dos grupos dentro de cada tempo (trat/tempo) foi
realizada por meio do teste de médias Tukey, por meio do comando Least Square Means
(LSMeans) do SAS. Foi utilizado o nivel de significancia de 5% para todos os testes realizados.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito significativo de tratamento (rbST) para nenhuma das varidveis
estudadas (Tab. 1). Para consubstanciar e melhor fundamentar as discussdes dos parametros
encontrados para 0s metabolitos sanguineos e escore de condi¢éo corporal, séo apresentados 0s

dados da producéo de leite (Tab. 1) das bufalas no periodo estudado.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo (DP) da producdo de leite (Kg), metabdlitos sanguineos
(mg/dL) e ECC (1-5) de bufalas tratadas com somatotropina recombinante bovina (rbST) ou

ndo (controle) durante a lactacédo

Controle rBST P value
Média  DP Média  DP Tratamento ~ Tempo  Trat*Tempo
Produgdo de leite, Kg 6,63 1,86 6,54 2,38 0,6219 <0,0001 0,0053
ECC, 1-5 357 040 3,51 0,34 0,6520 0,0921 0,0639
Glicose, mg/dL 64,75 7,45 69,97 9,06 0,0003 0,0166 0,1362
Colesterol, mg/dL 133,36 29,68 132,80 29,61 0,9196 0,6804 0,9389
Triglicérides, mg/dL 2837 11,48 29,65 13,02 0,7695 0,0641 0,9496
Proteina total, mg/dL 8,76 0,62 8,57 0,49 0,0998 0,0009 0,8664
Albumina, mg/dL 3,60 0,44 3,48 0,41 0,5583 <0,0001 0,1720
Ureia, mg/dL 33,79 11,19 32,35 11,68 0,7604 <0,0001 0,5184
Creatinina, mg/dL 1,38 0,18 1,27 0,21 0,5194 <0,0001 0,6411
Calcio, mg/dL 10,73 1,37 10,31 1,08 0,0959 <0,0001 0,4285
Fosforo, mg/dL 5,61 1,12 5,77 1,08 0,6529 0,4453 0,7894
Magnésio, mg/dL 370 0,13 3,70 0,16 0,9036 0,0034 0,4825

Percebe-se nos resultados avaliados que ndo houve um efeito positivo da rbST na
producdo de leite das bufalas tratadas (P > 0,05) (Fig.1; Painel A). Esses resultados séo
semelhantes aos obtidos por Jabbar et al. (2007) que verificaram o efeito do uso prolongado de
rbST sobre a produtividade em bufalas da raca Nili-Ravi multiparas em lactacdo, distribuidas
em trés grupos: animais tratados com 250 mg de rbST com intervalo de 14 dias; 36 mg de rbST
em dias alternados; e bafalas controle que ndo receberam rbST. Os autores ndo constataram
diferenca significativa na producdo media de leite entre os tratamentos. Em contrapartida, as
pesquisas de Jorge et al. (2002); Mishra e Shukla (2004); Hedal e Lasheen (2008) descreveram
aumentos significativos na producéo de leite de bufalas tratadas com rbST.

A resposta a rbST varia consideravelmente dependendo da espécie, modalidade de
tratamento, estadio de lactacdo e nutricdo animal (Baldi, 1999). Dessa forma, 0 ndo incremento
significativo na producéo de leite nas bufalas do presente experimento pode estar associado a
alguns fatores como o estadio da lactacdo em que o rbST foi aplicado e, sobretudo, ao manejo

nutricional, onde o fornecimento de concentrado era feito sem considerar a producao de leite, e
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isso pode ter induzido a menor resposta ao horménio, conforme também observaram Santos et
al. (2001).

No presente estudo ndo se observou efeito da aplicacdo de somatotropina recombinante
bovina (rbST) no escore de condicdo corporal (ECC) de bufalas leiteiras, durante o periodo
estudado (P > 0,05) (Tab.1). Estes resultados corroboram os obtidos por Feckinghaus (2009),
que também ndo encontraram diferencas significativas no ECC de bufalas da raga Murrah entre
animais tratados ou ndo com rbST.

O ndo efeito da administracéo da rbST no ECC pode estar associado ao status energético
do animal, pois, segundo Lanna et al. (1995), quando a vaca se encontra em balanco energético
positivo (BEP) no inicio do tratamento com rbST, ha uma reducdo da sintese de lipideos no
tecido adiposo, aumentando a disponibilidade de substratos para suportar o aumento da
producdo de leite. Por outro lado, Bauman (1992) reporta que se a vaca encontra-se em balanco
energético negativo (BEN) ou proximo a zero quando o tratamento com rbST € iniciado, suas
reservas corporais sao mobilizadas para fornecer os nutrientes para sintese adicional de leite
resultando em perda de condicdo corporal.

Com excessdao da glicose, ndo foi observada qualquer influéncia do rbST sobre a
concentracdo plasmatica dos metabdlitos energéticos sanguineos estudados. Durante o periodo
do experimento os teores de glicose (Fig.1; Painel B), colesterol (Fig.1; Painel C) e triglicérides
(Fig.1; Painel D) no grupo tratado com 500 mg de rbST ao longo da lactagdo variaram entre
64,50 e 80,33 mg/dL, 114,80 e 146,55 mg/dL; e 21,00 e 42,00 mg/dL enquanto no grupo
Controle oscilaram entre 57,50 e 74,56 mg/dL, 128,40 e 142,90 mg/dL; e 22,20 e 37,36 mg/dL,
respectivamente. Esses resultados se assemelham com os obtidos por Hedal e Lasheen (2008),
que também ndo encontraram diferenca significativa para os niveis de colesterol, mas
observaram que as bufalas submetidas ao tratamento de 500 mg de rbST tiveram acréscimo nos
teores de glicose plasmatica em relacdo aos animais do grupo controle. Ja outros estudos nao
verificaram alteracdo nos teores de glicose e dos demais metabolitos energéticos em funcéo da
administracdo de rbST em bdfalas leiteiras (Mishra e Shukla, 2004; Feckinghaus ,2009;
Kachiwal et al., 2015).

Durante a lactacdo inicial, a glicose é utilizada quase exclusivamente pelas glandulas
mamarias (excecOes sdo sistema nervoso e cérebro) e o aumento da producdo de leite é
fortemente dependente do acréscimo da oferta de glicose para a glandula (Gulay e Hatipoglu,
2005). Sob efeito desse farmaco, o transporte de glicose estaria bloqueado para os tecidos
periféricos, condicdo conhecida como atividade diabetogénica, o que resultaria em maior

quantidade liquida de glicose na circulacdo (Amorim et al., 2007).
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Os niveis de lipideos sanguineos estdo correlacionados com a producéo leiteira das
bafalas onde, de acordo com Monteiro et al. (2012), o teor m&ximo de colesterol plasmatico foi
observado entre 60 e 200 dias de lactacdo, diminuindo juntamente com a producao de leite, ja
os teores de triglicerideos apresentaram correlacdo negativa (r = -0,60; P <0,0001) com a
producdo do leite e rendimento da gordura lactea. Assim, os niveis desses metabolicos
sanguineos estdo ligados diretamente com as exigéncias nutricionais para o aumento da
producdo de leite em bdfalas.

Para atender essa crescente demanda energética para producao de leite nos animais em
balanco energético negativo (BEN), a somatotropina recombinante bovina estimula o aumento
da mobilizacdo de reservas de energia corporal (lip6lise) aumentando os niveis plasmaticos de
triglicérides e colesterol (Mishra e Shukla, 2004; Chaiyabutr et al.,2008). Dessa forma, a nao
alteracdo nas concentragcdes plasmaticas de colesterol e triglicérides em bufalas tratadas com
rbST se deve ao fato que os animais possivelmente estavam em balango energético positivo.
Além disso, 0 aumento na producdo de leite entre o grupo rbST e Controle néo foi significativo.
Portanto, ndo houve necessidade de mobilizacdo das reservas energéticas corporais para
incremento desses metabdlicos, o que corrobora os resultados do ECC da presente pesquisa que

também ndo foi influenciado pela administracdo da somatotropina bovina.
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Figura 1. Producdo de leite (Kg) e metabdlitos sanguineos energéticos (mg/dL) de bufalas ao longo da lactacéo,

que foram tratadas com somatotropina recombinante bovina (rbST) ou ndo (Controle). Painel A — Producéo de
leite (Kg); Painel B —Glicose (mg/dL); Painel C- Colesterol (mg/dL); Painel D- triglicérides (mg/dL).

N&o foi observada influéncia do rbST sobre a concentracao plasmatica dos metabolitos
proteicos sanguineos estudados. Durante o periodo do experimento os teores de proteina total
(Fig.2; Painel A), albumina (Fig.2; Painel B); ureia (Fig.2; Painel C) e creatinina (Fig.2; Painel
D) no grupo tratado com 500 mg de rbST ao longo da lactacdo variaram entre 8,31 e 8,75
mg/dL, 3,16 e 3,74 mg/dL, 26,00 e 44,13 mg/dL, e 1,15 e 1,36 mg/dL, enquanto no grupo
Controle oscilaram entre 8,37 e 9,32 mg/dL, 3,41 e 4,01 mg/dL, 26,55 e 47,00 mg/dL, e 1,31 e
1,52 mg/dL respectivamente.

Outros estudos também néo verificaram alteragdes nos teores de proteina total (Mishra
e Shukla, 2004; Jabbar et at., 2007; Kachiwal et al., 2015), aloumina (Mishra e Shukla, 2004;
Hedal e Lasheen, 2008; Khattab et al., 2008) e ureia (Hedal e Lasheen, 2008; Khattab et al.,
2008) em bufalas, e creatinina (Abdelrahman et al., 2010) em vacas em funcéo da administracdo
de rbST. Em contraponto, Hedal e Lasheen (2008) e Khattab et al. (2008) observaram aumento
dos niveis de proteina total em bufalas tratadas com somatotropina bovina, ja Abdelrahman et

al. (2010) relataram diminuig&o nos teores de ureia plasmatica em vacas.
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Para aumentar a proteina do leite é necessario aminoacido ou nitrogénio ndo proteico
(NNP). Uma das agdes fisiologicas classicas da somatotropina € a sua habilidade em promover
a conservacao de nitrogénio. Ela reduz a taxa de renovacdo da proteina muscular e a oxidagéo
de aminoacidos para producéo de energia de modo que existam mais aminoacidos disponiveis
para a sintese de proteinas do leite e sintese de proteina muscular levando a reducao dos niveis
séricos de ureia e creatinina (Rangel et al., 2008). Dessa forma, possivelmente, essa ndo
alteracdo no metabolismo proteico das blfalas tratadas com rbST se deve ao fato que ndo houve
aumento significativo na producao de leite e alteracdo do ECC. Assim, ndo houve acréscimo
nas necessidades de aminoacidos para producdo de proteina lactea e de energia via
gliconeogénese para sintese do leite.
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Figura 2. Metabolitos sanguineos proteicos (mg/dL) de bifalas ao longo da lactacdo, que foram tratadas com
somatotropina recombinante bovina (rbST) ou ndo (Controle). Painel A —Proteina Total (mg/dL); Painel B-

Albumina (mg/dL); Painel C- Ureia (mg/dL); Painel D- Creatinina (mg/dL).

N&o foi observada influéncia do rbST sobre a concentracdo sérica dos metabolitos
minerais sanguineos estudados. Durante o periodo do experimento os teores de Calcio (Fig.3;
Painel B), Fosforo (Fig.3; Painel C) e Magnésio (Fig.3; Painel D) no grupo tratado com 500 mg
de rbST ao longo da lactacdo variaram entre 9,26 e 11,95 mg/dL, 5,16 a 6,15 mg/dL, e 61 e
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3,79 mg/dL enquanto no grupo controle oscilaram entre 9,93 e 11,84 mg/dL mg/dL, 5,27 a 6,32
mg/dL, e 3,60 e 3,78 mg/dL respectivamente, corroborando os estudos de Deshmukhi et al.
(2001) que também ndo observaram alteragcdes nos teores de desses metabolitos em funcéo da
administracdo de rbST em vacas leiteiras, e Jabbar et al. (2007) e Kachiwal et al. (2015) nos
teores de célcio sérico. Em contraponto, Abdelrahman et al. (2010) encontraram uma
diminuicéo significativa no nivel de calcio acompanhado de um aumento no fosforo em vacas
multiparas tratadas com somatotropina.

De acordo com Peel e Bauman (1987) dentre as mudancas que ocorrem na absorcéo e
mobilizacdo de minerais no organismo, ao se utilizar rbST, observa-se maior absorcéo e ou
mobilizacdo de Ca e P e outros minerais requeridos para a producgédo de leite. Dessa forma,
possivelmente essa ndo alteracdo no metabolismo dos minerais das bufalas tratadas com rbST,
deve-se ao fato que ndo houve aumento significativo na producdo de leite, portanto, ndo houve

um acréscimo nas necessidades de calcio, fosforo e magnésio para sintese do leite.
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Figura 3. Escore de condicéo corporal (1-5) e metabdlitos sanguineos minerais (mg/dL) de bufalas ao longo da
lactacdo, que foram tratadas com somatotropina recombinante bovina (rbST) ou ndo (Controle). Painel A — Escore

de condicdo corporal (1-5); Painel B — Célcio (mg/dL); Painel C- Fésforo (mg/dL); Painel D- Magnésio (mg/dL).
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5.4 CONCLUSAO

A utilizacdo de 500 mg de rbST administrados a cada 14 dias, entre 63 e 154 dias em
lactacdo, alterou o metabolismo da glicose, porém ndo modificou a producdo de leite, escore de
condicdo corporal, tampouco os demais metabdlicos energéticos estudados (colesterol e
triglicérides), protéticos (proteina total, albumina ureia e creatinina) e minerais (célcio, fésforo
e magnésio) em bufalas leiteiras criadas a pasto.
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6 CONCLUSOES GERAIS

O analisador ultrassoénico de leite pode ser utilizado para determinacdo de gordura no
leite de bufalas, haja visto a alta correlacdo observada. Para os demais constituintes do leite de
bufalas, sugere-se que mais estudos e ajustes técnicos e metodologicos devem ser feitos para a
utilizagdo do analisador ultrassonico, sobretudo considerando os fatores que interferem na
utilizacdo de ambos as técnicas como métodos de conservacdo, uso ou ndo de conservantes,
temperatura e tempo de coleta e processamento das amostras.

Verificou-se que a utilizacdo de 500 mg de rbST administrados a cada 14 dias, entre 63 e
154 dias em lactacdo, ndo altera a producdo de leite, tampouco os teores de gordura, proteina,
lactose, solidos totais, ESD, CCS e eletrocondutividade do leite de bufalas leiteiras criadas a
pasto.

O uso da somatotropina influenciou o metabolismo da glicose, porém ndo modificou o
escore de condig¢do corporal e os niveis dos demais metabdlicos energéticos (colesterol e
triglicérides), protéticos (proteina total, albumina ureia e creatinina) e minerais (calcio, fésforo

e magnésio) em bufalas leiteiras.
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Certificamos gue a proposta intitulada “Desempenho produtivo e determinagdo de constituintes

bioguimicos e eletrdlitos sericos de bafalas leiteiras em resposta 3 aplicagdo de somatotropina
recombinante bovina (rBST)", registrada com o n? de protocolo 02172016 (CEUA) e 23084,
006670/2016-28 |UFRA), sob a responsabilidade do Prof. Dra. Rinaldo Batista Viana que envolve
a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata, Subfilo

Vertebrata [exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - emcontra-se de acondo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de & de outubro de 2008, do Decreto n? £.299, de 15 de julho
de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAD DE ETICA MO USO DE AMIMAIS (CEUA) da
Universidade Federal Rural da Amazonia, em reunido de 29/06/2016.

Fimalidade

[ ) Ensino (X} Pesguisa Cientifica

Vigéncia da autorizagio | 29/06/2016 a 16/04/2017

Espécie/linhagem/raga Bubalus Bubaliz Bufalo f Murrah e mestico Murrah x Mediterrineo

M® de animais 30

Peso/fldade 400kg / 03 a 06 anos

SEnD feémeas

Origem Fazenda no Mordeste Paraense
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Ultrasound spectroscopy as an alternative method to measure the physical-chemical
constituents of buffalo milk
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Espectroscopin de ultrassom como método altermativo para a determinacio das caracteristicas
fisicosquimicas do leite de bafalas

mUMWM&MOmbW&MGMQMMWﬂWb
levte de bafelas frente oo wétadowsfravermelio. As corocterintican de g - »ocw desemgordarado (ESDY foraw
Mmm&kﬂr&ﬁhﬁhudﬂlmmm*u‘.vhl,ifh.ml.‘uhm“nmm
proseisa, Lechore ¢ ESD dor amostras iedindasir forse, v o B3I NI 4,99 ¢ 875N para o mitade mfraverswdho-PO
A.\'AM:71“.’..9Kﬁm:l‘“mm&mm%mtkmhm-m
de dodon on componemier analiseduy entre or dods metodr etwdadior. O noaliados ob alirey com o método utlzando avalisador
m&umw;p—qﬁmmﬁ-pmmmmmmmwm
corrdagdo pontive alle para gondurs (r = 0,80008; P<8,0000), moderads pare ESD (¢ = 0,71284; Pa 00022}, beiza pora ket (r =
032197; Rmhommmw-mu P <), 000 ), podends, portasto, ser atilcads pare determinogda de pordwra. Para
or drmais constitmeter do leidte de difalar sugere-sv, gae pevo & utilizagdo do avaliador wWiracsdsicn, mair exudos para giades oo ¢
oociodaligrons seyam fealox

Palavras-chave: Subalivor, composspde do fnlr, gondurg, proleieg, sfreveralho

INTRODUCTION of Laboratanes for Milk Quality Control. Such methods

mchide the infrared method-PO ANA 009 (BRASIL,

The quality of milk can be determined by 2006). Although, casy o camy out, official tests ofien

physical, chemacal, macrobiokogical and sensonyanalysesas requae specific forms of preservation and expensive

well as hygiene tests. For this purpose, there are several analytical reagents and can be meconsuming dependmg

official methods avaslable, as determined by the current on the distance between the farm and the accredited
Iepdﬁaunhthmpuﬁmndbvd:&uitmhlﬂwuk kbaratory (GONCALVES, 2014).
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A method that is increasingly applied in
the industry for the analyss and modification of food
is ultmsound spectroscopy. which is based on the
principle of sound absorption changing the frequency
af the sample particles. It presents advanlages over
the traditional methods as it precludes the need
forthe prepamation of the samples, uses mimimum
volumes of the samples in a non-destructive way,
precluding the need to use specific chemical rexgents
ar glassware and produces results in only a few
minuies (PONSAND et al, 2007). It has already been
demoenstmied in calile that it is possible o determine
the constituents of milk, both at the farm and at the
dairy fair, allowing problams to be solved that reguire
an immediate decsion or to define the industrial
destination of raw material (PINTCE et al., J08).

Despite the advantages ofultrasound spece
troscopyas an altemative technigue for the evalmation
of milk comstituents, it is worth menboming that both
the calibration tests of the devices and the comparm-
tive studies between the technigues were performed
anly usimg bovime milk (PONSAND et al, 2007;
PINT et al., 2002}, and there is no study in the |5
erature companng them m buffalo malk, which has
a different composition from that of bovine milk
(AMARAL et al, 2005, Thus, the need for studies to
develop automated analytical procedures, which are
quick, accumte amd of lower cost, for the malysis of
the corstisents of baffale milk & evident

Therefore, thexim of the presem study was
tocompare the physical=chemical paremeters of buf=
fale milk obtained by the infrared method-P0 ANA
(1f9as well as an ultrsonic milk analyser (EROMTLE
total®, Eon Trading LLC, Bulgaria) and bo identify
which buffalo milk constitwents may be determined
using ultraxound spectroscopy.

MATERLALS AND METHODS

The experiment was conducted at a farm
located in the municipality of Moja (19547143375,
45746707 53"W), a mesoregion of the northeastern
region of Pardstate, Brazil. The climaie of the region
is charadierized as Ami (bod and humid) according
io the Kippen={ieiger climate classification, with
an amnual average temperature between X5 and
27*C and apnual precipilation between 2,000 and
3000 mmim® with an irmegular distribution. The
relative air humsdity is approximately of 5%
(SILVA et al., 2001 ).

Individual milk smples were collected
for 11 weeks (m = 383} from 21 adult buffaloes of
similar genetic groups, mostly Murmah (Sebelfes

burbalis) or crossbred (with gemetic predominance
of theMurrah breed ) lactating buffalos. All baffaloes
were multiparous with a2 meeam of &6 & .74 days
in lctation ([HML) anda production of 697 £ |55
litres of milk per day at the beginming of the study.
Animals were kept under a rotational stocking system
on Lirocking (Srachiaria) hwwidicalz, Drociioa
fBrachimrmal brizarika and FPaoafcum maximem oy,
Mombasa pastures, receivimg water and mineral
salt ad fibiume. In addition to pastures, the lactating
buffaloes recerved Likg of feedday, composed of
M6 1% muramura cake (Asireceryem marmme ],
1. 25%% makee meeal { Zeag mapr), 3. 1% mineral mixand
% urea. Thebromatologeca]l composition of the dist
was 93.02% dry matter (D), §.41%mineral matter
(%), 181 omde protein (CP), 1.1 5%ethereximac
(EE)}, 23.9% necutral detergent fibre (WNDF) and
10.96% acid detergent fibre (FDA)L with resulis
obiained using the methodolegy desoribed by SILVA
& QUEIROE (2002).

The buffalees were milked manually tadice
a day with an average mterval of 12X hours betaeen
milking. The contral of milk production was carmeed
out weekly, with compleie emptying of the wdder 12
hours beforeat the mtervals of 63.70; T077; TT=Ri;
Eda9]; 91«58, 905, I05=112; 112«119; 119126
132]1d4i; and 147154 days i lactation. On the same
day of the milk comtrol, alaays at the end of each
milking amd after the homogenization of the totz]
milk, the samples were collected to determine the
physical=chemical composition of the milk for the
comparison between the analysis methods.

Of the intal milked milk, aliquois of the
sample wereplaced in sterile {labelledy 50 ml vials
contximng microtablets of bromopols=based presers
vatives amd stored in thermal boxex contviming ice
packs. Samples were then semt to the Luis de Queimoz
College of Agnculture { ESALQAISF), in Piracicabas
Sio Paulo State, accredited by the Brazilian Metwork
for Milk Cruality Controd of the Minisiry of Livesiock
and Food Supply (REBOLMAMAPAfor the determinas
tion of fat, prodein, lactose and non=fat solids (NF3)
by the infrarsd method=P0 ANA B according to the
collection, preservation and evaluation recommendas
tions of the laboratory.

Other aliguots of the milk sample weres
placed m sierile {labelled) preservativesfree 75 mil
botthes and stored in thermal bomes conlzining ice
packs. ‘Withi a maximum of 24 hours, these samples
were analysed in the food analyxis laboratory of the
Federal Rural University of the Amason-1fra ( Beléms
Pamastate) for the determaination of fat, protein, laciose
amd NFS uxing ultrasound spectroscopy{ ERCOMILE
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total®, Fon Trading LLC, Bulgaria) following the
menufacturer s recommendations.

The descripbive siatistics of the data,
represemted by the means, standard error of

the means (SEM:s) and the minimum az well as
maximum values for each variable were oblined
through the MWEANSprocedure of SAS version
0.3 (SASISTAT, SAS Instituie Inc., Cary, NC).
Comparison between the means of the groups
was performed by analysis of variance (ANOVA)
usimng the LSV ears (Leass Squere Mears WPINFF
{LINK LINES command from SAS. Toassess the
comelation between the variables analysed by
infrared method-PO AMA 009 and wlimsound
spectroscopy  (EKOMILE towl®, Eon Trading
LLC, Bulgaria), the COMRE RANK procedure from
SAS was used

Toestimate the milk constiluents, such as
fat, protein, lactose and MFS, the infrared method=
(P ANA 009 (E5SALC) and the ulirasonic analyser
(EKOMILE tol®Eon Trading LLC, Bulgaria)
were used. The data were tested by means of
regression  amalysis withthelr LM procedure  From
SA%, using the least sgquares method for simple
nan=palynemial regression. For the caloulation
of the regressions and Pearson’s correlations, the
coefficients of determination (BY) of 20,70, =050
and <50 as well as cormelation coefficients of (r)
= (.80, =0.70 and <00.70 were considered high,
moderate and low, respectively. The Pvalue was
considered significant when <0.05.

RESULTS AND DISCLUSSION

The mean, standard error and mundmum
and maximum values oblxined for the buffalo milk
constituents by the different methods are presented
table 1. Additiomally, msmg the infrared methods=PO
ANA 009 of the Milk Clinic»ESALQWSPE, NERES
et al. (H012) reportedmean values of 6.9 & 1.5% fat,
5.1 = 0.3% protein, 5.0 & 0.4% lactose and 10.9 &
0.5% MWFS, while LIMA et al. {3014) observed mean
valuesof 5.44% fat, 4.24% protemn and 4.7 % lactose
in buffale milk. Thus, the lower kevel of milk protein
obiained in the present study wasthe only variable
thai did not present similar behaviourto the studies by
MERES et al. (2013) and LIMA et al. (2014].

Im relabon o the resulis obiained by
ultraxound spectroscopy (EKOMILK]), m the present
shady, the mean values were different from those
reparted by FESS0A etal. (200 1) in buffaboes, in wiich
mean valuesof 5.4 + 2,1% fat, 5.2 & 0.3% protem, 5.1 &
i0.6% laciose and 11.1 £ 1.0% NFS were found.

Fifferences in milk composition ane caused
by the effects of environmental factors, such as the
season and mutrition, 2 well as anmmal-related Bciors,
such as the breed, age and lactabon sixge (AMARAL
et al, 20051 Milk components (fak, protem, laciose
and XF5) may vary according 1o the nutrition, season
andanimal=related effects, such as the age, breed
and stage of lacttion (MAME et al., 2011}, whach
explairs ihe differences observed between some of
the buffalo milk comstituents in several sudies.

Tablke 1- Mo vabics, standand cror of the meaan, mismmen and muvmen v of e podaction sesble md phydcl-dianicl
snalysis. of bullal milk shtmel by ultrsaomnd spectnscopy (EKOMILK botsl®, Eon Tralisg LLC, Bulgria) sd the mfarsd

metiod-PO AMA 309 (ESALCWUSFL

Varighl=s Felian SEM M miroarn Munimim

Number of milk samples 3E3

Bilk prochuction per day, ki 139 LN L] 110
Poi I q

Fur®i 6l i Tip] 31 14.7%

Feolem® 18l [ 113 1 4.1

Lasctina % 499 ol 134 557

MFA % s [ 113 751 TiEd
r'tl 1

Far®s T.l& i Tip] L] 1250

Feolem® 151 0 152 1248

Lachinc®h 62K i 1103 i *1] Tk

MFS % a4l [ T 1] Thh TiED

MF5: mem-Tal solid
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There were significant differences
between the levels of fat, protem, lactose and
NFS (P <0.0001) for the ultrasound spectroscopy
analysis compared to the infrared method used
by reference laboratories (RBOQL/MAPA). In a
similar rescarch; however, with milk samples from
nine Holstein cows, PINTO et al. (2008) reported
significant dafferences between the levels of fat (P
= 0.0001) and NFS (P = 0.0001) when comparing
the ultrasonic and infrared methods but without any
differences for the protein content (P = 0.1782).
According to the authors, the differences between
the fat and NFS levels of the milk found between the
two methods used are possably due to differences in
the calibration of the two devices.

The coerelation results between the fat,
proein, lactose and NFS of buffalo milk obtained by
ultrasourd spectroscopy comparedwith themfrareds
methodare presented in table 2. Figure | shows the
dispersion, regression equation and respective cocfiie
cient of determanation for the fat, protein, lactose and
NFS percentages obtained by the infrared method-PO
ANA 009 or ultrasonic malk analyser (EKOMILK to-
tal*, Fon Trading LLC, Bulgania). In a similar study,
PINTO et al. (2008) repocted a positive and signifie
cant correlation for the levels of fat (r = 098, P =
0.0001) and NFS (r = 0.85, P=0.004 | ) obtained with
the two methods studied. However, unlike the results
of the present study, these authors reported a positive
carrelation for the protein level (r = 0.83, P=0.0051).

A high correlation cocfficient was reported
only for the fat coocentrationand a moderate
carrelation was found for the NFS portion between
the two cvaluated methods, unlike some studses

(PINTO et al, 2007; SILVEIRA et al, 2004) that
compared the ultrasonicanalyser with other methods
of milk analysis. The results obtained in the analyses
using the ultrasonic milk analyser (Ekomilk Total®)
were different from those obtamed by infrared
methodsPO ANA 009 (ESALQ) but showed a high
positive correlation for fat (r = 0.84108, P <0, 0001),
a moderate correlation for NFS(r = 071284 P =
0.0022), a fow correlation for kactose(r = 0.32197; P
<(.0001 ) and the absence of correlation for protein(r
= 000284, P < 0.0001); and therefore, ultrasound
spectroscopy can be used for fat determination.

The differences between  results of the
determinaticn of protein, kctose and NFS levels of
milkfor the mfrared method-PO ANA 009 (ESALQ)
and ultrasonsc milk analyser (EKOMILK total*, Eon
Trading LLC, Bulgana) is possably due to differences
in calibration between the two devices, use of
preservatives and time between the collection and
samples analysis .

CONCLUSION

Despete the advantages of ultrasound spece
troscopyas an altermative technique for the evaluae
tion of buffalo milk conststuents, it is a2 safe method
only for the determination of fat levels. However, for
the other constituents, more research is required, as
there are still few studies evaluating the influence of
the factors that affect buffalo milk analysss on both
methods, and technical as well as methodological ade
justments such as conservation methods, whether or
not to use prescrvatives, temperature and the time of
sample collection and processing are also needed.

Table 2 - Corsclaticn cocfBcionts and sgnificance levebbetwem levels of G, protein, lsctose and NFS cblsinad by uleascund
spectroscopy(EXOMILK sotal”, Eve Teadizg LLC, Bulgaria) snd the imfearcd methad-POANA 009 (ESALQWUSPL

» Varishics
Fart Prctcia®* Lactose*® NFse

i R 0384108 £.0i52 22730 017666
P <0.0001 00744 <0.0001 00001

o R 029428 000084 a26a3s a3m36
Pusacint P <0.0001 0.9559 <0.0001 <0.0001
r 015590 012280 32197 0.42075

Lacseac® P <0.0001 0.0165 <0.0001 <0001
= r 015649 0.05%9 66 724
P 002 02499 <0.0001 <0.0001

P valucs <005 were coneaderod sqgniicant. * Analyscs perfiemad by therfaral mcthod-PO ANA 009 (ESALQL ** Analyscs parfoemal
wing the ultrmoes: millumadyser (EKOMILK wotal®, Evo Trading LLC, Bulgarisl. NFS: noo-fis solids.
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ETHICS AND BIOSAFETY COMMITTEE

The experiment was sppeoved by the Ethics Commitiee
n Asimal Use of Usiveridade Foderad Rural & Amasimis
(UFRAL Potocol 0212006 (CEUARIISL0066702016-2K
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ANEXO I

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec.

Uso da somatotropina recombinante bovina em bufalas leiteiras I: producéo
e composic¢ao fisico-quimica do leite
[Use of recombinant bovine somatotropin (rbST) in dairy buffaloes I: production and
physicochemical composition of milk]

W.O. Melo?, B.M. Monteiro?, L.C.S. Chaves?, E.R.D. Santos*, A.P. Ledo® G.M. Braganca®,
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RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia da somatotropina recombinante bovina (rbST) sobre a producdo e os
constituintes do leite de bufalas entre 63 e 154 em lactacdo. Foram utilizadas 22 bdfalas, distribuidas em
dois grupos experimentais: grupo rbST - aplicagdo de 500mg de rbST a cada 14 dias; grupo controle - sem
aplicacdo de rbST. A cada sete dias, foi aferida a produgdo de leite de todas as bufalas e coletada uma
amostra para andlise fisico-quimica. As varidveis produtivas e as oriundas de andlises laboratoriais foram
avaliadas como medidas repetidas no tempo, utilizando-se o comando Repeated gerado pelo procedimento
GLM do SAS. A média dos pardmetros estudados para 0s grupos rbST e controle foram, respectivamente:
producdo de leite - 6,54 vs. 6,68kg; gordura - 6,31 vs. 6,34%; proteina 3,86 vs. 3,81%; lactose - 4,96 vs.
5,02%,; solidos totais - 16,05 vs. 16,03%; extrato seco desengordurado - 9,75 vs. 9,74%; contagem de células
somaticas - 329,90 vs. 171,68 (x 1000/mL); e elecondutividade - 2,87 vs. 2,81mS/cm. A utilizacdo de
500mg de rbST administrados quinzenalmente, entre 63 e 154 dias em lactacéo ndo alterou a producgéo de
leite, a proporcéo dos constituintes e a CCS do leite de bufalas leiteiras.

Palavras-chave: bufalos, hormonio do crescimento, producéo de leite, constituintes do leite
ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of recombinant bovine somatotropin (rbST) on milk yield and the
proportion of buffalo milk components during lactation. Twenty-two buffaloes randomly distributed in two
experimental groups were used: Group rbST - application of 500mg rbST every 14 days, between 63 and
154 days in milk (DIM); Control Group - without treatment. Weekly, the milk yield of buffaloes was
measured and a sample was collected for physicochemical analysis. The response variables were evaluated
as repeated measures, using the Repeated procedure through the GLM procedure of SAS. Means and SEM
of each variable after rbST and Control were: Milk yield - 6,54 vs. 6,68kg; Fat - 6,31 vs. 6,34%; Protein -
3,86 vs. 3,81%; Lactose - 4,96 vs. 5,02%; Milk solids - 16,05 vs. 16,03%; Defatted dry matter - 9,75 vs.
9,74%; Somatic Cells Count - 329,90 vs. 171,68 (x 1000/mL); and electrical conductivity- 2,87 vs.
2,81mS/cm. The use of 500mg of rbST administered every two weeks, between 63 and 154 days of lactation
did not affect milk yield, proportion of milk constituents and SCC of dairy buffaloes.

Keywords: buffalo, growth hormone, milk yield, milk constituents
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INTRODUCAO

O mercado para produtos lacteos de origem
bubalina se encontra em crescimento da ordem de
20% ao ano no Brasil, fato que tem levado os
produtores a buscar técnicas que aumentem a
producdo de leite e a proporcdo de sélidos totais
para a industrializacdo (Gonsalves Neto et al.,
2009). Entre as técnicas disponiveis para melhorar
a eficiéncia e a rentabilidade das propriedades
leiteiras, estd o0 wuso da somatotropina
recombinante bovina (rbST), uma biotétcnica
muito difundida para aumentar a producdo de leite
e a persisténcia da lactacdo de vacas leiteiras de
alta producédo (Rodrigues, 2008).

Também conhecida como hormdnio do
crescimento (STH), a somatotropina possui
mecanismo de acdo que envolve uma série de
arranjos  metabdlicos no tecido animal,
direcionando nutrientes para a glandula mamaria,
caracterizando-se como um excelente
coordenador de nutrientes que aumenta a
eficiéncia biol6gica para a sintese de leite
(Bauman, 1992). Portanto, a administragdo de
rbST contribui para a eficiéncia da atividade
leiteira, promovendo aumentos da produgdo que
variam de 3 a 40%, bem como na persisténcia da
lactacdo, sem alteracBes nos teores de gordura,
proteina, lactose (Santos et al., 2001) e no himero
de células somaticas do leite (Tarazon-Herrera et
al., 2000; Dohoo et al., 2003; Feckinghaus, 2009).

Alguns estudos tém sido realizados para verificar
a influéncia desse horménio sobre os constituintes
do leite de bufalas (Santos et al., 2001; Jorge et
al., 2002; Prasad e Singh, 2010). Entretanto, os
efeitos da rbST sobre a producéo e a composicao
do leite, assim como o comportamento da curva
de lactacdo em bufalas ainda sdo muito variaveis
e controversos,  principalmente  quando
comparados com os efeitos bem conhecidos nas
vacas.

Desse modo, fazem-se necessarias pesquisas que
descrevam a acgdo da rbST em bufalas leiteiras,
ndo somente sobre a producdo de leite, mas
também sobre a influéncia desse farmaco sobre os
constituintes do leite e a flutua¢do deles ao longo
da lactacdo. Assim objetivou-se, com este estudo,
quantificar os efeitos da rbST sobre a producéao de
leite, os constituintes e o numero de células
somaticas no leite durante a lactacdo de bifalas.
Ha a hipotese de que a aplicacdo continua de rbST
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ao longo da lactacdo aumenta a producéo de leite
das buifalas, entretanto sem alterar as
concentragdes dos constituintes e a quantidade de
células somaticas do leite.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da UFRA, Protocolo 021/2016
(Ceua) — 23084.006670/2016-28 (Ufra), no qual
foram atendidas todas as exigéncias da Lei
Federal 11.794/08 (Lei Arouca), sendo
respeitados  os  Principios  Eticos  da
Experimentacdo Animal do Cobea.

O experimento foi conduzido em uma fazenda
localizada no municipio de Moju, na Mesorregido
Nordeste do Estado do Para. O clima da regido
onde se localiza a propriedade em estudo é
caracterizado como Ami (quente Gmido), de
acordo com a classificacdo de Kodppen, com
temperatura média anual entre 25 e 27°C e
precipitacdo anual entre 2.000 e 3.000mm/m?,
com distribuigdo irregular. A umidade relativa do
ar é elevada, com indice de umidade relativa anual
média de 77,9% (Azevedo et al., 2011).

Utilizaram-se 22 bdfalas adultas de diferentes
grupamentos genéticos, em sua maioria matrizes
da raca Murrah (Bubalus bubalis) ou mestigas
com predominancia genética Murrah. Todas as
bufalas eram multiparas, lactantes com partos
eutdcicos, com média de 66+1,74 dias em
lactacdo (DEL) e 6,97 + 1,55 litros de leite por dia,
em duas ordenhas diarias. Os animais foram
mantidos em sistema de pastejo rotacionado em
Brachiaria (syn. Urochloa) humidicola (Quicuio
da Amazbnia), Brachiaria (syn. Urochloa)
brizantha e Panicum maximum cv. Mombaca,
recebendo agua e sal mineral ad libitum.
Adicionalmente as pastagens, as bufalas em
lactacdo recebiam o quantitativo de 1kg de
racdo/dia, constituida por 30,61% de torta de
murumuru (Astrocaryum murumuru), 61,29% de
farelo de milho (Zea mays), 3,1% de nicleo
mineral e 5% de ureia. Realizou-se a analise
bromatoldgica da racdo na Universidade Federal
Rural da Amazdnia, campus de Parauapebas - PA,
adotando-se a metodologia descrita por Silva e
Queiroz (2009) (Tab. 1).

As bufalas foram distribuidas aleatoriamente em
dois grupos experimentais, de modo que o
primeiro grupo foi composto por 11 bdfalas que



receberam a aplicacio de 500mg de
somatotrotopina bovina recombinante (Grupo
rbST; 2mL de Boostin — MSD Sadde Animal) a
cada 14 dias, por via subcutanea, na fossa isquio-
retal, alternando-se os lados esquerdo e direito a
cada aplicacdo, totalizando sete aplicagdes, sendo
primeira aos 63 dias em lactacdo e a Gltima aos
154 dias em lactacdo. O segundo grupo foi
constituido de 11 budfalas que ndo receberam
aplicacdo de rbST (grupo controle).

Tabela 1. Composicao bromatoldgica da ragéo
fornecida para as bifalas leiteiras
Composigdo bromatologica
30,61% de torta de murumuru + 61,29% de
farelo de milho + 3,1% de ndcleo mineral e
5% de ureia

Matéria seca (%) 93,02
Matéria mineral (%) 8,41
Proteina bruta (%) 18,17
Extrato etéreo (%) 3,15
Fibra em detergente neutro

(%) 23,9
Fibra em detergente acido (%) 10,96

Eram ordenhadas manualmente, duas vezes ao
dia, com intervalo médio de 12 horas entre as
ordenhas. O controle da producdo de leite foi
realizado semanalmente, com esgota total prévia
de 12 horas, nos intervalos 63-70; 77-84; 91-98;
105-112; 119-126; 133-140; e 147-154 dias em
lactacdo.

A cada sete dias, foram coletadas amostras de leite
em frascos estéreis (identificados) contendo
microtabletes de conservantes a base de bronopol
e acondicionadas em caixas térmicas contendo
gelo reciclavel. Em seguida, eram encaminhadas
a Clinica do Leite/Escola Superior Luis de
Queiroz (ESALQ/USP), em Piracicaba-SP,
credenciado na Rede Brasileira de Controle de
Qualidade do Leite, para a determinacdo dos
teores de gordura (% m/m), proteina (% m/m),
lactose (% m/m), extrato seco desengordurado
(ESD) (% m/m) de solidos totais (% m/m),
avaliadas pelo método infravermelho-PO ANA
009 e contagem de células somaticas (CCS) (x
1000/mL) determinada pelo método de citometria
de fluxo — PO ANA 008.
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Também foram coletadas aliquotas de leite em
frascos estéreis (identificados) sem conservantes,
com capacidade para 75mL, e acondicionadas em
caixas térmicas contendo gelo reciclavel. Em no
maximo 24 horas, foram encaminhadas a
Universidade Federal Rural da Amazbnia - Ufra
(Belém-PA) para determinagdo dos valores de
eletrocondutividade (mS/cm) pelo método
automatizado  do  aparelho  ultrassonico
(EKOMILK total®, Eon Trading LLC, Bulgaria),
conforme recomendac@es do fabricante.

A estatistica descritiva dos dados, representada
pelas médias aritméticas e o desvio- padrdo
(DP) de cada tratamento, foi obtida pelo
procedimento Means do programa SAS, versdo
9.2. As varidveis oriundas de andlises
laboratoriais foram avaliadas como medidas
repetidas no tempo, referentes aos momentos
de coleta dos dados (tempo) de acordo com
cada tratamento (rbST e controle) e suas
interac@es (tratamento*tempo), utilizando-se o
comando Repeated gerado pelo procedimento
GLM do SAS. Realizaram-se os testes de
normalidade dos residuos e homogeneidade
das variéncias de cada tempo. Os dados que
ndo preencheram 0S pressupostos para a
analise de wvariancia (ANOVA) foram
transformados em conformidade.

Quando a premissa de esfericidade ndo foi
respeitada (P<0,05), as probabilidades de
tempo (P tempo) e das interacbes dos
tratamentos com o tempo (P trat*tempo) foram
corrigidas pelo teste de Greenhouse-Geisse
Epsilon. A comparacéo entre as médias dos
grupos dentro de cada tempo (trat/tempo) foi
realizada por meio do teste de médias Least
Square Means (LSMeans) do SAS. Foi
utilizado o nivel de significancia de 5% para
todos os testes realizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o houve efeito de tratamento (controle e rBST)
para nenhuma das variaveis estudadas (Tab. 2).
Em contrapartida, foi observado efeito de tempo
de lactacdo para producdo de leite, proteina,
lactose, ST, ESD e CCS, assim como efeito de
interacdo (tratamento*tempo) para producdo de
leite.
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Tabela 2. Média e desvio-padrdo (DP) da producdo de leite (kg), constituintes do leite (% m/m) e contagem
de células somaticas (x 1000/mL) no leite de bufalas tratadas com somatotropina recombinante bovina

(rbST) ou ndo (controle) durante a lactacéo

Controle

rBST P value

Média DP Média

DP  Tratamento Tempo Trat*Tempo

Producdo de leite (kg) 6.68 1.93 6.54

Gordura (% m/m) 6.34 1.24 6.31
Proteina (% m/m) 3.81 0.56 3.86
Lactose (% m/m) 5.02 0.18 4.96
Sélidos totais (% m/m)  16.03  1.22  16.05
ESD (% m/m) 9.74 0.31 9.75

CCS (x 1000/mL)
Eletrocondutividade
(mS/cm)

2.38 0,6219 <0,0001 0,0053
1.39 0,9341 0,0067 0,6753
0.31 0,7956 0,0004 0,8904
0.27 0,3439 0,0350 0,1977
151 0,8535 0,0007 0,8719
0.39 0,9280 0,1543 0,7369

171.68 27751 329.90 581.55 0,6135 0,0001 0,6666
2.81 0.34 2.87

0.37 0,7419 0,0001 0,5553

ESD - extrato seco desengordurado; CCS -contagem de células somaticas.

Percebe-se, nos resultados avaliados, que ndo
houve um efeito positivo da rbST na produgéo de
leite das bufalas tratadas (P>0,05) (Fig.1; Painel
A). Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos
por Jabbar et al. (2007), que verificaram o efeito
do uso prolongado de rbST sobre a produtividade
em bulfalas da raca Nili-Ravi pluriparas em
lactagdo, distribuidas em trés grupos: animais
tratados com 250mg de rbST com intervalo de 14
dias; 36mg de rbST em dias alternados; e bufalas
controle que ndo receberam rbST. Os autores ndo
constataram diferenca significativa na produgéo
média de leite entre os tratamentos. Em
contrapartida, as pesquisas de Jorge et al. (2002),
Mishra e Shukla (2004) e Hedal e Lasheen (2008)
descreveram aumentos significativos na produgédo
de leite de bufalas tratadas com rbST.

Mishra e Shukla (2004) observaram aumento de
25% na producdo de leite (P<0,001) de bdfalas
tratadas com trés aplicacBes quinzenais de 250mg
de rbST (Boostin-Chemicals, India Pvt.Ltd), a
partir de 60 DEL, com aumento significativo na
producdo entre a quarta e a sétima semana, de
nove semanas estudadas. Helal e Lasheen (2008)
também verificaram o incremento na producao de
leite de buafalas que receberam 500mg de rbST a
cada 14 dias no periodo de duas semanas antes do
parto até a 162 semana de lactagdo. Por fim, Jorge
et al. (2002) observaram incremento de 48,5% na
producéo de leite nas bifalas tratadas com 500mg
de rbST (Boostin — Mallinckrodt Vet. Ltda.) a
cada 14 dias, durante sete meses, sendo a primeira
aplicacdo realizada 10 dias antes da data prevista
do parto. Dessa forma, verifica-se que a maioria
dos trabalhos indicaram aumento significativo da
producdo de leite com o uso de rbST em bdfalas,
diferentemente da presente pesquisa, ressaltando-

se que, nos referidos estudos, a administracdo de
rbST teve inicio no periodo pré-parto.
Possivelmente essa modalidade de tratamento
tenha contribuido para a obtencéo dos resultados.

A resposta & rbST varia consideravelmente
dependendo da espécie, da modalidade de
tratamento, do estadio de lactacdo e da nutri¢do
animal (Baldi, 1999). Dessa forma, o néo
incremento significativo na produgdo de leite nas
bafalas do presente experimento, pode estar
associado a alguns fatores, como o estadio da
lactacdo em que o rbST foi aplicado e, sobretudo,
0 manejo nutricional, em que o fornecimento de
concentrado era feito sem considerar a produgéo
de leite, e isso pode ter induzido a menor resposta
ao horménio, conforme também observaram
Santos et al. (2001).

A concentracdo de gordura lactea também néo foi
influenciada pela aplicacdo da rbST (Fig.1; Painel
B). Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos
por outros pesquisados em bufalas (Srinivasa-Rao
e Ranganadham, 2000; Helal e Lasheen, 2008;
Feckinghaus, 2009; Prasad e Singh, 2010; Melo et
al., 2013). Segundo Ferreira et al. (2002), 0 ndo
efeito da administragdo da rbST nos niveis de
gordura lactea pode estar associado ao status
energético do animal, pois animais em balanco
energético positivo (BEP) ndo tiveram alteracdo
na porcentagem de gordura do leite,
diferentemente daqueles em balanco energético
negativo, que tiveram aumento da gordura do
leite, pois um dos precursores desse constituinte
do leite (acidos graxos de cadeia longa) é oriundo
dos lipidios circulantes no sangue, derivado da
dieta e do tecido adiposo mobilizado pelo rbST
(Stelwagen et al., 1992). Dessa forma, sugere-se



que as bufalas estudadas na presente pesquisa
mantiveram-se em BEP, principalmente no que
tange ao balango de nutrientes entre a produgéo de
leite vs. a ingestdo de nutrientes.

A concentracdo média da proteina lactea ao longo
do experimento foi de 3,86% no tratamento com
rbST e de 3,81% no grupo controle (Fig. 1; Painel
C), ndo havendo diferenca entre 0s grupos
(P>0,05), corroborando os resultados obtidos por
Srinivasa-Rao e Ranganadham (2000), Jorge et al.
(2002), Helal e Lasheen (2008) e Melo et al.
(2013), que ndo encontraram efeito da aplicacdo
de rbST sobre a concentracdo de proteina no leite
de bufalas. Entretanto, outros estudos verificaram
que a proteina lactea em bufalas é influenciada
pelaadministracdo da rbST (Prasad e Singh, 2010;
Feckinghaus, 2009), diminuindo seus valores de
acordo com as aplicagfes de rbST. O quadro de
diminuicdo da proteina no leite pode ser
consequéncia do balanco negativo de nitrogénio.
Quando a rbST acentua o quadro de catabolismo,
a diminuicdo da proteina lactea pode ocorrer se
houver algum aumento na producéo de leite, o que
ndo foi verificado no presente ensaio.

N&o foi observada qualquer influéncia do rbST
sobre os teores de lactose no leite das bufalas
(P>0,05). Durante o periodo do experimento, 0s
teores de lactose no grupo tratado com 500mg de
rbST ao longo da lactagdo variaram entre 3,80% e
5,40%, enquanto no grupo controle oscilaram
entre 4,20% e 5,40% (Fig.1; Painel D), estando na
faixa de normalidade para os valores de lactose no
leite bubalino descritos por Coelho et al. (2004) e
Figueiredo et al. (2010). Outros estudos também
ndo verificaram alteracdo nos teores de lactose em
funco da administracdo de rbST em bdfalas
leiteiras (Srinivasa-Rao e Ranganadham, 2000;
Tarazon-Herrera et al., 2000; Feckinghaus, 2009;
Melo et al., 2013).

Os resultados obtidos mostram ndo haver
influéncia da aplicacdo de rbST nos teores de
solidos totais no leite das bdfalas em estudo.
Durante o periodo do experimento, 0s teores de
solidos totais no grupo tratado com 500mg de
rbST oscilaram entre 12,30% e 20,00%, enquanto
no grupo controle variaram entre 12,10% e
18,80% (Fig.1; Painel E), constatando-se valores
similares aos descritos por Coelho et al. (2004);
Figueiredo et al. (2010). Verificou-se que o0s
A
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resultados de sélidos totais obtidos na presente
pesquisa sdo analogos aos relatados por
Feckinghaus (2009) e Melo et al. (2013), em
bubalinos, e por Tarazon-Herrera et al. (2000), em
bovinos. Uma vez que a gordura é o solido
constituinte majoritario do leite de bufalas,
qualquer modificacdo em suas proporgGes podera
influenciar o teor de sélidos totais do leite (Cerén-
Mufioz et al.,, 2002). No entanto, como a
administracdo de rbST ndo afetou a concentracdo
de gordura no leite, o teor de sdlidos totais
também néo foi influenciado.

Os resultados indicam ndo haver diferenca entre
os tratamentos (P>0,05) nos teores de extrato seco
desengordurado (ESD). Durante o periodo do
experimento, os teores de ESD no grupo tratado
com 500mg de rbST oscilaram entre 9,66% e
9,97%, e no grupo Controle variaram entre 9,64%
e 9,84% (Fig.1; Painel F), confirmando os valores
descritos para os niveis desse composto no leite
bubalino por Coelho et al. (2004) e Figueiredo et
al. (2010). A concentracdo de ESD encontrada
neste estudo estd abaixo do valor médio de
10,47%, descrito por Macedo et al. (2001), em
bufalas da raca Murrah, no oeste do estado de S&o
Paulo, e semelhante aos verificados por Aradjo et
al. (2011), em bufalas do Rio Grande do Norte,
9,93 e 10,02%, nos periodos chuvoso e seco,
respectivamente. O ESD é composto pelas fragcGes
de proteina, lactose e cinzas, e depende dos teores
individuais destes s6lidos e do teor de gordura no
leite (Lucena, 2003). Portanto, da mesma forma
como 0s outros constituintes do leite, o ESD
também ndo sofreu influéncia do tratamento com
rbST.

Os resultados obtidos na presente pesquisa
mostraram nao haver diferenca (P>0,05) da CCS
entre os tratamentos e o periodo experimental.
Durante o periodo do experimento, os valores da
contagem de células somaticas no grupo tratado
com 500mg de rbST oscilaram entre 4 e 795 (x
1000/mL), enquanto no grupo controle oscilaram
entre 3 e 1988 (x 1000/mL) (Fig.1; Painel G).
Esses resultados estdo em concordancia com
estudos realizados por Tarazon-Herrera et al.
(2000), Dohoo et al. (2003), Feckinghaus (2009)
e Melo et al. (2013), uma vez que os valores
referentes a esse parametro ndo sofreram qualquer
influéncia decorrente do tratamento instituido em
blfalas.
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Figura 1. Constituintes e contagem de células somaticas (CCS) do leite de bifalas leiteiras ao longo da
lactacdo, que foram tratadas com somatotropina recombinante bovina (rbST) ou ndo (controle). Painel A -
producdo de leite (kg); Painel B - gordura do leite (% m/m); Painel C - proteina do leite (% m/m); Painel D
- lactose do leite (% m/m); Painel E - s6lidos totais do leite (% m/m); Painel F- extrato seco desengordurado
do leite (% m/m); Painel G - contagem de células soméaticas do leite (x1000)/mL); Painel H -
eletrocondutividade (mS/cm).



N&o foi observada diferenca nos valores médios
de eletrocondutividade no leite bubalino entre os
tratamentos e o0s periodos experimentais
estudados. Os valores de eletrocondutividade no
grupo tratado com 500mg de rbST oscilaram entre
2,20 e 4,30mS/cm, enquanto no grupo controle
entre 2,20 e 4,0mS/cm (Fig.1; Painel H). Essses
resultados sdo inferiores aos encontrados por
Bastos e Birgel (2011) em bufalas criadas no
estado de Sdo Paulo, 3,82 + 0,27 e 449 +
0,89mS/cm. De acordo com Santos e Fonseca
(2007), a condutividade elétrica apresenta-se
aumentada no leite oriundo de animais com
mamite em razdo da elevacdo na concentragdo de
jons Na* e CI; dessa forma, é utilizada, em
algumas vezes, como indicativo de doenca.
Destarte, a somatotropina bovina recombinante
ndo induziu @ mamite, haja vista que os valores de
células somaticas e condutividade elétrica ndo
foram alterados com sua aplicacéo.

CONCLUSAO

A utilizagdo de 500mg de rbST administrados a
cada 14 dias, entre 63 e 154 dias em lactacdo, ndo
altera a producéo de leite, tampouco os teores de
gordura, proteina, lactose, sélidos totais, ESD,
CCS e eletrocondutividade do leite de bdfalas
leiteiras criadas a pasto.
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