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RESUMO

O leite de bufala se destaca no cenario global devido seu grande potencial nutritivo e energético
e, no Brasil, a producéo de leite de bafala encontra-se em expansdo por conta de sua qualidade,
e pela natureza rastica dos bufalos. Contudo, assim como outros ruminantes, os bufalos também
sdo suscetiveis ao calor exibindo alterages fisioldgicas e comportamentais, caracteristicas do
estresse térmico. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os parametros bioquimicos
e moleculares do leite e sangue a fim de relacionar com possiveis impactos do estresse térmico
na producdo e qualidade do leite em grupos de bufalas (Bubalus bubalis) com diferentes médias
de producéo diéria de leite, a saber: grupo com maior média de litros de leite, MAp (n=6; 3.46
L) e com menor média, MEp (n=6; 5.93 L). Foram realizadas a analise composicional do leite,
como gordura, proteina e lactose, analise de contagem de células somaticas (CCS) e
concentracdo de cortisol no sangue e, por fim, as analises de expresses dos genes HSP70,
HSP90, TLR-2 e TLR-4. Quanto a analise bioquimica do leite, o porcentual de gordura, proteina
e lactose ndo foi diferente entre os grupos (p > 0.05), bem como a concentracdo de cortisol
sérico (p > 0.05) ea CCS (p > 0.05), a qual ficou abaixo de 200 mil células/mL caracterizando
auséncia de infecgdo por mastite clinica e subclinica. Quanto a analise molecular, a expressao
de todos os genes, ou seja, HSP70 (0.96 MEp versus 0.58 MAp), HSP90« (0.98 MEp versus
0.03 MAp), HSP90p (0.95 MEp versus 0.48 MAp), TLR-2 (1.02 MEp versus 0.16 MAp) e TLR-
4 (1.26 MEp versus 0.07 MAp) foi maior no grupo MEp comparado ao MAp, respectivamente
(p < 0.05). O teste de correlacdo foi realizado e demostrou significancia apenas entre 0s
parametros: Producdo x HSP90a (-0.89; p < 0.05), Producéo x HSP90p (-0.66; p < 0.05), TLR-
2 X Producédo (-0.72; p < 0.05) e TLR-4 x Producdo (-0.67; p < 0.05). Os resultados moleculares
indicam que os animais (MEp) estavam sob estresse, pelo menos em nivel celular, sendo
prejudicial para a producdo do leite. Contudo, este prejuizo se deu apenas na quantidade de leite
produzido e ndo na qualidade do leite, pois nenhum dos pardmetros de composi¢cdo como
lipideos, proteinas e lactose demostraram alteracdes significativas entres os grupos. J& os dados
de correlacdo demostraram que os pardmetros producdo e expressdo de genes foram
correlacionados negativamente, ou seja, quando 0s genes estdo super expressos a producao
tende a diminuir. Portanto, concluimos que, neste estudo, houve relacéo entre estresse térmico

com producao, entretanto, ndo houve relagéo entre estresse térmico e qualidade do leite.

Palavras-chaves: Producdo e qualidade do leite; Estresse térmico; HSPs; Toll like.



ABSTRACT

Buffalo milk stands out on the global stage due to its great nutritional and energy potential and,
in Brazil, buffalo milk production is expanding due to its quality and the rustic nature of
buffaloes. However, like other ruminants, buffaloes are also susceptible to heat, exhibiting
physiological and behavioral changes, characteristic of heat stress. In this context, the objective
of this study was to evaluate the biochemical and molecular parameters of milk and blood in
order to relate to possible impacts of thermal stress on the production and quality of milk in
groups of buffaloes (Bubalus bubalis) with different averages of daily milk production , namely:
group with the highest average of liters of milk, MAp (n=6; 3.46 L) and with the lowest average,
MEp (n=6; 5.93 L). The compositional analysis of the milk, such as fat, protein and lactose,
analysis of somatic cell count (CCS) and cortisol concentration in the blood and, finally, the
analyzes of expression of the genes HSP70, HSP90, TLR-2 and TLR -4. As for the biochemical
analysis of the milk, the percentage of fat, protein and lactose was not different between the
groups (p > 0.05), as well as the concentration of serum cortisol (p > 0.05) and CCS (p > 0
.05), which was below 200,000 cells/mL, characterizing the absence of clinical and subclinical
mastitis infection. As for the molecular analysis, the expression of all genes, that is, HSP70
(0.96 MEp versus 0.58 MAp), HSP90a. (0.98 MEp versus 0.03 MAp), HSP90p (0.95 MEp versus
0. 48 MAp), TLR-2 (1.02 MEp versus 0.16 MAp) and TLR-4 (1.26 MEp versus 0.07 MAp) was
higher in the MEp group compared to the MAp group, respectively (p < 0.05). The correlation
test was performed and showed significance only between the parameters: Production x
HSP90a (-0.89; p < 0.05), Production x HSP90p (-0.66; p < 0.05), TLR-2 x Production (-0.72;
p < 0.05) and TLR-4 x Production (-0.67; p < 0.05). The molecular results indicate that the
animals (MEp) were under stress, at least at the cellular level, being detrimental to milk
production. However, this damage occurred only in the amount of milk produced and not in the
quality of the milk, since none of the composition parameters such as lipids, proteins and lactose
showed significant changes between the groups. The correlation data showed that the
production and gene expression parameters were negatively correlated, that is, when genes are
overexpressed, production tends to decrease. Therefore, we conclude that, in this study, there
was a relationship between heat stress and production, however, there was no relationship

between heat stress and milk quality.

Keywords: Milk production and quality; Thermal stress; HSPs; toll like.
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais
1 Introducéo

Por motivo de sua imensa capacidade adaptativa, os bufalos destacam-se nos diversos
ambientes, por conta de sua ampla distribuicdo geogréfica, habitando em regides de baixa
temperatura a ambiente mais quentes e imidos como a regido norte do Brasil (Taveira et al.,
2018). Ainda que esses animais possam ser capazes de manter boas condigdes corporais em
variados ambientes, em que 0s bovinos ndo se desenvolvem bem, como pastagem de valor
nutritivo baixo e campos alagados, os bufalos também se mostram suscetiveis ao calor e, em
temperaturas elevadas demostram alteracdes fisioldgicas e diminui¢do na producdo de leite
(Damasceno et al., 2010).

A temperatura, essa € a principal variavel climatica que determina a adaptacdo dos
animais nas mais variadas regides interferindo no comportamento e metabolismo (Damasceno
et al., 2010), ocasionando o estresse térmico. Neste sentido, 0 estresse térmico € o conjunto das
alteracfes que ocorrem no organismo animal na tentativa de reagir as condi¢fes ambientais
como: altas temperaturas, alta umidade do ar e excesso de radiacdo solar (Cruz et al., 2011),
gerando a reducdo da produtividade animal e graves consequéncias econdmicas para a

agropecuéria global (Bernabucci et al., 2010).

No Brasil, a atividade leiteira destaca-se no setor agropecuario, mesmo que os fatores
climaticos ocasionem problemas nesta produtividade, em algumas regides do pais, acaba
influenciando na diminuicdo da imunidade e dos desempenhos reprodutivos e produtivos dos
animais (Araujo et al., 2020 apud Berman, 2011). Com o estresse térmico afetando
negativamente varios aspectos da producao leiteira, a producao de leite e as perdas reprodutivas
consequentemente ocasiona um impacto significativo no rendimento econdmico das granjas

produtoras de leite (Cruz et al., 2011).

Compreender os aspectos adaptativos ao estresse térmico nos animais no contexto
climético atual, é cada vez mais importante, tendo em vista a falta de racas termotolerantes,
impactando a produtividade em varios paises (Gade et al., 2010). Portanto, diversos estudos
tém sido desenvolvidos para se conhecer as diversas respostas dos animais submetidas ao
estresse térmico, e consequentemente avaliar a fisiologia animal relacionada com a
termorregulacdo e termotolerancia. Essas respostas incluem mecanismos celulares e
caracteristicas genéticas, dentre as quais, encontre-se a expressdo das proteinas de choque
térmico (heat shock protein - HSP) (Geraldo, 2013).
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As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo grupos de proteinas bem conhecidas e
altamente conservadas e s@0 responsaveis por minimizar varios estresses. Essas chaperonas
moleculares conservadas evolutivamente desempenham um papel vital na sobrevivéncia dos
seres vivos em resposta a alta temperatura ambiental (Wu et al., 2017). Possibilitando que as
células se adaptem progressivamente a mudanca ambiental, impactando significativamente na

adaptacao térmica e na toleréncia ao estresse (Hoter et al., 2018).

Essas proteinas tém sido indicadas como principais responsaveis pela termotolerancia,
destacando-se as HSPs70 e HSP90, pela sua abundéncia e sensibilidade a temperatura (Maro6ti
et al., 2011). No entanto, ainda ndo esta totalmente claro o porqué o estresse tem efeitos téo
negativos sobre 0s animais nos niveis celular e molecular. Portanto, é necessario identificar e
compreender 0s genes relacionados a termotolerancia e as proteinas que eles codificam os quais

podem ser eficazes na reducdo do estresse térmico (Raza et al., 2021).
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1.1 Objetivo geral

- Avaliar os parametros bioguimicos e moleculares do leite e sangue a fim de relacionar
com possiveis impactos do estresse termico na producdo e qualidade do leite em grupos de

bufalas (Bubalus bubalis) com diferentes médias de producéo diaria de leite.

1.2 Objetivos especificos

- Avaliar a producéo e qualidade (proteina, gordura e lactose) do leite de bafalas com

diferentes médias de producéo diaria de leite empregando anélise centesimal;
- Analisar a qualidade do leite por meio da contagem de células somaticas no leite;

- Investigar os indicadores de estresse fisioldgico e celular através da dosagem do

horménio cortisol;

- Investigar os indicadores de estresse fisioldgico e celular no leite empregando anélises
de expressao génica (HSP70, HSP9O0 e receptores Toll-like).
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2 Revisdo de literatura
2.1 Producdo leiteira

A producdo leiteira destaca-se como uma das principais aptidfes das bufalas, que
contribuem com 11% do total da producdo mundial de leite, tornando esses animais a segunda

maior fonte de producéo de leite no mundo (Zhang et al., 2022).

E observado que os bufalos sdo animais que se adaptam com facilidade nos mais
variados ambientes, portanto, encontram-se distribuidos pelo mundo todo. De acordo com
FAOQO, (2018) a populacdo de bufalos no mundo é de 201,1 milhdes, deste montante, destaca-se
0 continente asiatico (India, Paquistio e China) que é responsavel por 96,9% da producéo de
leite, sendo india a maior produtora com 57% da producdo de leite de bufala. (Ricci e
Domingue, 2012; Cavali e Pereira, 2020).

No ranking mundial da producéo de leite 0 Brasil ocupa a terceira colocagdo com mais
de 34 bilhdes de litros por ano, tendo a predominéncia de pequenas e médias propriedades.
Sendo essa uma das principais atividade geradora de renda para a agropecuaria, empregando
mais de 4 milhdes de pessoas em 2022 (MAPA, 2022). Essa crescente produtividade comeca a
ganhar destaque no territorio brasileiro a partir da década de 90, quando sdo implementadas
diversos programas e normas relacionadas a producéo de leite, fim do tabelamento dos precos,
com a menor intervencdo do Estado, a abertura comercial e a implementacdo do Plano Real,
além de ter maior tecnificacdo da producdo, maior competitividade e aumento do consumo
(Vilela et al.,2015).

Com a implementacdo de normas e técnicas de melhoramento genético e instalacdes
mais adequadas, a produtividade leiteira bubalina no Brasil passou a ter grandes demanda,
chegando a produzir 35.305.047 mil litros de leite no ano de 2021, com o valor de producéo
chegando a 68.173.032 mil reais. Dentro desse cenario se destaca o estado de Minas gerais,
sendo o maior produtor com 9.611.706 mil litros e arrecadando o valor de 19.407.987 mil Reais.
O estado do Para é a maior produtora da regido norte, chegando a produzir 575.740 mil litros
de leite bubalino e arrecadando 942.891 mil Reais no ano de 2021, se destacando 0 municipio
de Maraba (IBGE: PPM, 2021).

Diante de tal representatividade no cenario nacional, a produtividade leiteira no estado
do Parad tem grande importéncia social e econdmica, devido a qualidade da fabricacdo de

queijos, tornando a regido conhecida nacionalmente pelo o queijo marajoara (Seixas et al.,
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2014). A produtividade leiteira no estado do Par& segue crescendo ano apds ano, gerando

empregos em diversas areas e movimentando a economia local.
2.2 Caracteristica fisico-quimico do leite

O leite e seus derivados sao parte integrante da alimentacdo humana e sdo considerados
portadores de diversos constituintes essenciais, como proteinas, lipideos, caseinas, lactose e
diversos compostos bioativos de grande importancia para diversos processos bioquimicos e
fisiologicos (Khan et al., 2019).

A composicdo do leite bubalino apresenta caracteristicas distintas na composicao fisico-
quimico em comparacgdo ao leite bovino, como niveis maiores de lipidios, proteina e valor
calérico, bem como alto teor total de sélidos, com teor proteico médio de 3,91+0,61% e teor de
gordura de 6,87+0,88% (Amaral et al., 2005; Tanamati et al., 2019). Esta composicdo esta
ligada diretamente a rentabilidade dos derivados e qualidade dos produtos, tornando o leite de
bufala cerca de 40-50% mais produtivo (Lima, et al., 2014; Pastel et al., 2020).

Figura 1: Analise lactea comparativa entre vaca e bufala

Vaca X Bufala

Calcio: 1,30% Calcio: 1,30%
Ferro: 37 ppm Ferro: 61 ppm
Gordura: 3,68% | Gordura: 8,16%
Proteinas: 3,7% Proteinas: 4,5%
Vitamina A: 185 UI| Vitamina A: 204 UI

l Calorias: 62,83 | Calorias: 104

Fonte: Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Distrito Federal, 2018.

Em relacéo aos aspectos fisico-quimicos consideram-se o pH (6,4 a 6,9), acidez (0,14 a
0,18 g de &cido latico/ 100 mL; densidade relativa 1,028 a 1,034 g / mL) e indice crioscépico
(maximo -0,512 °C), expressos pela Instrugdo Normativa 76 de 26 de novembro de 2018, e séo

considerados como parametros relevantes para a caracterizagédo do leite (MAPA, 2018).

Dado o exposto, os parametros para definir a qualidade do leite sdo sobretudo a
composigdo quimica de gordura, proteina, lipidios, lactose, sais minerais e vitamina, além de
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas como contagem de células somaticas e
bacterianas (Brito e Dias 1998 apud Cavalcante, 2019).
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2.3 Fatores que interferem na qualidade do leite

Diversos fatores podem contribuir para uma baixa qualidade do leite, dentre eles,
encontra-se fatores como: espécie, idade, raca, tipo de manejo, alimentacdo, ambiente, dentre
outros (Goncalves et al., 2019). Além do mais, os teores de gordura, proteina, lactose, sais
minerais e vitaminas, sdo influenciadas por fatores como alimentacdo, manejo, genética,

condicdo corporal e situacdo de estresses (Brito e Dias, 1998).

A qualidade do leite pode ser afetada de diversas formas, dentre elas, devido ao estresse
térmico, que pode afetar a microbiologia do leite, afetando diretamente os processos de
ordenhas, manejo sanitario e sanidade da fémea (Cavalcante, 2019). Além da influéncia de
fatores genéticos, a producdo e composicdo do leite, também sofrem influéncia de efeitos de
cunho nutricional (qualidade do alimento ofertado) e do ambiente como a temperatura,
pluviosidade e umidade relativa do ar, fatores esses que podem contribuir para baixa qualidade

do leite e, consequentemente, do produto final (Noro et al., 2006; Cavalcante, 2019).

Outro fator para determinar a qualidade do leite é a contagem de células somaticas
(CCS), considerada um dos critérios mais importantes para a avaliacdo da qualidade higiénico
sanitaria do leite, e como medida do padrdo de qualidade, pois estd relacionada com a

composigdo, rendimento industrial e seguranga alimentar do leite (Skrzypek et al., 2004).

A contagem de células somaticas do leite indica, de maneira quantitativa, o grau de
infeccdo da glandula mamaria (Machado et al., 2000). O limite de contagem de células
somaticas do leite é de 200.000 células/ml em bufalos, pode ser usado como medida indireta
para distinguir o Ubere com (>200.000 células/ml) ou sem (<200.000 células/ml) mastite

subclinica (Tanamati et al., 2019).

Quando ocorre a inflamacdo da glandula mamaria, devido a infec¢do por bactérias
patogénicas, é iniciado uma série de eventos que resultam na baixa sintese do leite, alteracdo
na composicao e aumento na contagem de células somaticas. Apesar das bufalas seres menos
susceptiveis a infec¢fes na glandula mamaria, € necessario ter bastante cuidado nos processos
de ordenha, para prevenir ocorréncia de infec¢des. Pois, quando as glandulas mamarias sao
infectadas, a quantidade de celulas de defesa aumenta, podendo corresponder a até 99% das
células encontradas no leite (Pegolo et al., 2021; Muller e Rampel., 2021). Segundo Jorge et
al., (2005), o leite de bdfalas apresenta uma baixa CCS comparando-se com rebanhos bovinos

de alto padréo de qualidade.
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Além disso, outro fator que influencia na producéo e qualidade de leite é o estresse. Por
exemplo, o estresse termico modifica as concentracdes dos hormdonios cortisol, dos horménios
tiroidianos e metabdlitos lipidicos, podendo acarretar alteracdes fisiologicas e comportamentais

nos animais (Sgorlon et al., 2015).
2.4 Relacao do estresse térmico e a producao de leite

Um desequilibrio entre a producdo de calor metabdlico dentro do corpo animal e sua
dissipacdo ao redor resulta em estresse térmico (Das et al., 2016). O impacto negativo do
estresse térmico em animais leiteiros inclui diminuicdo na ingestdo de racéo, producéo de leite,
qualidade do leite, fertilidade e aumento da respiracéo, frequéncia cardiaca, atividade ofegante,

fluxo sanguineo periférico, sudorese entre outros (Kapila et al., 2016)

Quando os animais estdo em estado de estresse térmico, eles respondem por meio de
alteracdes comportamentais, metabolicas e fisioldgicas, impulsionadas pelos sistemas- nervoso
central, periférico e enddcrino. Como medida ao estresse térmico, sdo ativados diversos

mecanismo incluindo a sintese de horménios para manter a homeostasia (Collier et al., 2019).

O estresse térmico além de afetar a producdo e qualidade do leite, também pode estar
associado a hiperfuncéo da glandula tireoide e liberacdo de cortisol em animais, que por sua
vez, estimula o sistema imunoldgico durante situacdo de estresse agudo, porém mediante

estresse cronico tem sido associada a supressdo imunologica (Bagatha et al., 2019).

Ao alterar a funcdo do sistema imunolégico pode-se modificar a suscetibilidade do
animal a doenca (Ju et al., 2014). Uma hip6tese comum € que 0s estressores suprimem
componentes do sistema imunoldgico, elevando assim a suscetibilidade de um animal a doenca
(Stephanou et al., 2011 apud Bagatha et al., 2019). Dessa forma, o estresse térmico estimula as
vias de transducdo de sinal, alterando a expressdo genética dos mediadores de células imunes,
e resultando na ativacdo da resposta ao choque térmico promovendo a atividade de citocinas.

A expressdo de proteinas de choque térmico (HSPs) é a resposta celular mais conhecida
mediante o estresse térmico (Wankar at al., 2021). As HSPs intracelulares, particularmente
HSP70 e HSP90, estdo envolvidos no processamento e apresentacdo de antigenos (Archana et
al., 2017), e estdo associadas as vias Toll likes, onde desempenham um papel na estimulagéo
de TLR4 para a proliferacdo de células dendriticas (Fang et al., 2011). Conforme Ju et al.,
(2014), o estresse térmico induz o aumento da expressdo de TLR2 e TLR4 e a indugéo de fatores

inflamatorios.



17

2.5 Impacto econdmico do estresse térmico

O estresse térmico reduz a qualidade do leite e os rendimentos, causando grandes perdas
econbmicas a cada ano. Este esta associado a uma carga econdmica significativa para 0s
produtores de gado globalmente. Para as indUstrias de lacticinios 0 aumento de temperatura
gera enormes prejuizos financeiro em todo o mundo. O estresse térmico resulta em perdas
econdmicas totais que variam entre US$ 1,9 e US$ 2,7 bilhdes por ano. Estima-se que o
aquecimento global reduza a produtividade animal em 25% nos paises tropicais e subtropicais,
responsaveis por mais da metade da producdo de leite e carne (Abdelnour et al., 2019).; Bagath
et al., 2019; Collier et al., 2019),

Como o estresse térmico implica em prejuizos aos animais e aos produtores, 6rgaos
como a ONU, tem se posicionado sobre as mudangas climaticas globais, ao descrever que a
temperatura ambiental teve um aumento de 1,5 °C e que esté previsto para até ao final do século
XXI um aumento de 0,3 a 4,8 °C (IPCC, 2018). Também € indicado que, principalmente 0s
paises em desenvolvimento tendem a ser mais vulneraveis a eventos climaticos extremos, pois

dependem em grande parte de setores sensiveis ao clima, como agricultura Das et al., (2016).

Para Das et al., (2016), a mudanca de temperatura € uma das principais ameacas a
sobrevivéncia de varias espécies, ecossistemas e a sustentabilidade dos sistemas de producao
pecuaria em todo o mundo, especialmente em paises tropicais e temperados. As condi¢des
ambientais variam de acordo com as localizagdes geogréficas, mas o impacto nos trépicos e

regides subtropicais é profundo (Wankar et al., 2021).
2.6 Relacéo de HSPS e estresse térmico

O estresse térmico aumenta a expressdo das HSPs afim de melhorar a resisténcia das
células ao aumento de temperatura ambiente, promovendo contra a morte celular ou danos a
mesma (Hu et al., 2016). As proteinas de choque térmico, fazem parte de uma grande familia e
funcionam como chaperonas moleculares, as quais modulam a resposta ao estresse térmico e

minimizam lesdes celulares (Aradjo et al., 2020).

Os genes HSPs promovem protecdo contra danos celulares, alivio de tensdes como
esgotamento energético, citocinas, isquemia e desenvolvimento de termotolerancia (Hassan et
al., 2019). No entanto, a funcdo mais crucial dessa proteina € a protegdo ao choque térmico

através da resisténcia contra a desnaturacao de proteinas celulares (Feder et al., 1999).
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A resposta celular ao estresse térmico inclui a ativacéo de fatores de choque térmico,
melhoramento da expressdo das HSPs, aumento dos niveis de oxidacdo de aminoacidos e
glicose, reducdo do metabolismo de acidos graxos e estimulacdo dos sistemas imunolégico e

enddcrino através da secrecdo extracelular de (Raza et al., 2021).

Figura 2: Mecanismos de acdo e regulacdo dos HSPs.
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Quando em estresse, 0s niveis de HSPs aumentam em até 15% do que o total de
proteinas intracelulares, sendo seu nivel normal de 5% (Pawar et al., 2014) e estdo presentes
em abundéncia tanto nas células procariéticas como em eucarioticas (Hooper, 2015), os genes
HSP70 e HSP90 s&o observados em todos seres vivos. As HSPs séo dependentes de triptosfato
de adenosina e séo classificadas de acordo com sua massa molecular que varia entre 10 e 100
kDA, e sdo representadas pela familia HSP10, HSP40, HSP70, HSP90, HSPB1, HSPD e
HSPH1(Rehman, 2020).

Recentemente, foi proposta uma nova classificacdo baseada em letras/nUmeros para
simplificar e universalizar a nomenclatura dos HSPs. Por exemplo, 0s nomes anteriores das
familias HSP — HSP70, HSP90, HSP110 e pequenos HSPs (sHSPs) — que ainda sao utilizaveis
na comunidade cientifica, foram referidos como HSPA, HSPC, HSPH e HSPB,
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respectivamente. Além disso, os membros de cada familia receberam nimeros como HSPA1,
HSPA2, HSPAG, HSPAS. (Kampinga et al., 2009 apud Hoter, et al., 2018).

2.7 HSPs em bufalos

Por meio de analises de bioinformatica, observou-se que o HSP70 em bufalos esta
localizado nos cromossomos 2 e 20, respectivamente, e contém dois exons ligados por um
intron (Raza et al., 2021).

Ja 0 HSP90-a em bdfalos esté localizado no cromossomo 20 e 23, entretanto, o gene
HSP90-4 estéa localizado nos mesmos cromossomos do HSP70 e contém 12 exons intercalados

por 11 introns em todos os animais estudados (Hooper, 2015).

Entre as HSPs, destaca-se a proteina de massa molecular de 70 KDa, sendo a mais
abundante e altamente conservada. Esta familia é codificada pelo gene HSP70 e possuem
proteinas que variam entre 68 a 73 KDa de massa molecular (Gade et al., 2010). Apesar de
possuirem pesos moleculares semelhantes, essas moléculas possuem padrdes de indugdes e

expressao genica distintas (Castro, 2013).

As HSP70 auxiliam nos processos de dobramento de proteinas nas células e no controle
de qualidade de proteinas desdobradas e no dobravel co-e pds-transacional de proteinas recém-
sintetizadas. Além disso, estdo relacionadas com vias de transducéo de sinais que controlam a

homeostase celular, a proliferacdo, a diferenciacdo e a morte celular (Mayer e Bukau, 2015).

Os HSP90 sdo chaperonas moleculares que promovem o dobramento de proteinas
sintetizadas de novo ou dobradas incorretamente, neutralizando a sua agregacdo e representam
cerca de 1-2% do total de proteinas celulares de mamiferos sob condi¢des ndo estressantes. Em
mamifero h& dois membros de HSP90, o HSP90 alfa e HSP90 beta, ambos se encontram
localizadas no citoplasma, reticulo endoplasmatico e nas mitocondrias. Ademais, induzem a
imunidade adaptativa pela ativacdo de células apresentadoras de antigenos e células dendriticas
(Hoter, et al., 2018). As proteinas de choque térmico ndo s6 desenvolvem termotolerancia em
espécies pecuarias, como gado leiteiro, mas também considerados um potencial marcador
biologico para quantificar a magnitude do estresse térmico em diferentes espécies pecuérias
(Rehman et al., 2020).

28 TLR-2e TLR-4

Os Toll-likes fazem parte de uma familia de receptores de membrana celular e séo

fundamentais para o funcionamento do sistema imunolégico. Cada receptor tem um
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determinado papel, iniciado através de suas propriedades ligantes e sdo importantes nas vias de
sinalizag@o celular e no perfil de sintetizacdo de citocinas. Qualquer tipo de alteracdo nas
propriedades ligantes pode acarretar o aumento a susceptibilidade a infeccdes e desregulacdo
anti-inflamatorias (Fernandes, 2019).

Figura 3: Conhecimento dos receptores de membrana celular (Toll likes

Fonte: Kiyoshi T. e Shizuo A., 2003.

Os receptores Toll likes (TLRs) séo proteinas de transmembrana tipo 1 expressas em
quase todos os tipos de células e ativam o sistema imunoldgico inato (Shivakumara et al., 2018).
Essas proteinas possuem trés dominios: 1 - dominio intracelular do receptor Toll/interleucina,
que fornece transmissao de sinal da superficie celular para proteinas adaptadoras; 2 - dominio
transmembranar; e 3 - dominio extracelular com repeti¢des ricas em leucina, responsaveis pelo
reconhecimento do ligante. Os TLR-2 e TLR-4 sdo receptores associados a membrana

envolvidos no reconhecimento de lipideos (Sidletskaya et al., 2020).

Os membros da familia Toll like s&o divididos em dois de acordo com a sua localizacdo
celular. TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6 e TLR-11 sdo expressos exclusivamente na
superficie celular e reconhecem componentes da membrana microbiana, enquanto TLR-3, TLR-
7, TLR-8 e TLR-9 estdo localizados em vesiculas intracelulares, como o endossomo ou

lisossomo e o reticulo endoplasmatico (Sidletskaya et al., 2020).
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Os Toll likes ja foram descritos por diversos autores que demostram o padrdo de
expressdo de mRNAs de TLR em bufalos, caprinos e bovinos e ovinos. Elas sdo expressas
principalmente nas células apresentadoras de antigenos, como macréfagos, mondcitos,
linfécitos B e células dendriticas e possui um papel fundamental na inducéo do sistema imune

inata durante o estresse térmico em caprinos (Abdelnour et al., 2019).

O estresse térmico desencadeia uma série de resposta celular iniciada por meio de
proteinas de choque térmico, que por sua vez pode sinalizar os receptores Toll likes, esses
receptores e HSPs possivelmente desempenham um papel significativo no combate ao efeito
deletério do estresse térmico, de modo a manter a homeostase e como os HSPs s&o os ligantes
enddgenos de TLR-2 e TLR-4, eles desempenham um papel essencial na ativacdo do sistema

imunoldgico dos seres vivos durante o estresse térmico (Avishek et al., 2015).
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CAPITULO 2 - Avaliagdo bioquimica e de expressdo génica do leite de bafalas (Bubalus
bubalis) no Para, Brasil
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Title: Biochemical and gene expression evaluation of the Milk from dairy buffalo (Bubalus
bubalis) in Par4, Brazil

Resumo: No Brasil, a producéo de leite de bufala encontra-se em expansdo por conta de sua
qualidade e pela natureza rustica dos bufalos. Assim como outros ruminantes, os bulfalos
também sdo suscetiveis ao calor exibindo alteracGes fisiolégicas e comportamentais
caracteristicas do estresse térmico. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os
parametros bioquimicos e moleculares do leite e sangue a fim de relacionar com possiveis
impactos do estresse térmico na producéo e qualidade do leite em grupos de bufalas (Bubalus
bubalis) com diferentes médias de producdo diaria de leite na fazenda Bubrés (Bujaru, Para,
Brasil. Foram selecionados dois grupos exibindo diferentes médias de producéo diaria de leite:
grupo com maior média, MAp (n=6; 5.93 litros/dia) e com menor média, MEp (n=6; 3.46
litros/dia). As bufalas foram mantidas em condicdes iguais de manejo para a coleta do leite (40
ml) e sangue (5 ml). Brevemente foram feitas a andlise composicional do leite, como teores de
gordura, proteina e lactose por meio de espectrometria de absorcdo no infravermelho médio
(ISO 9622 | IDF 141); a analise de contagem de células somaticas (CCS) por Citometria de
fluxo (ISO 13366-2 | IDF 148-2); quantificacdo de cortisol em plasma sanguineo por
radioimunoensaio e; analise de expressao dos genes HSP70, HSP90a, HSP90p, TLR-2 e TLR-
4. Os dados de producdo, composicdo bioquimica, CCS e cortisol foram comparados
empregando teste t de Student e teste linear de Pearson, com significancia de 0.05. Quanto a
analise bioquimica do leite os percentuais de lipideos (5.80+0.04 versus 4.87+0.1, p=0.69),
proteinas (4.16+0.07 versus 4.61+0.05, p=0.13) e lactose (4.74+0.05 versus 4.43+0.04, p=0.83)
ndo diferiram entre os grupos MAp e MEp, respectivamente. Também n&o diferiram quanto a
CCS (MAp 106.4x103/mI+0.07 versus MEp 139x103/ml +0.1, p=0.36) a qual ficou abaixo de
200 mil células/ml caracterizando auséncia de infeccdo por mastite clinica e subclinica. Ja o
cortisol também ndo diferiu entre os grupos MAP e MEp (0.67ug/dL+0.01 versus 0.79 pg/dL
10.2, p=0.12). Quanto as concentrag¢des de cortisol estdo dentro dos valores de normalidade de
até 2 pg/dl, ou seja, ndo indicaram estresse fisioldgico. Ja as analises de expressao de todos 0s
genes, ou seja, HSP70 (0.96 MEp versus 0.58 MAp), HSP90« (0.98 MEp versus 0.03 MAp),
HSP90p (0.95 MEp versus 0.48 MAp), TLR-2 (1.02 MEp versus 0.16 MAp) e TLR-4 (1.26
MEp versus 0.07 MAp) foi maior no grupo MEp comparado ao MAp, respectivamente
(p<0,05). Por fim, ndo houve correlacéo entre produgéo de leite e os pardmetros bioquimicos
de lipideo (r=0.12, p=0.7), proteina (r=-0.26, p=0.41), lactose (r=0.46, p=0.12) e nem cortisol
(r=-0.42, p=0.17), mas apresentaram correlacao entre producdo e HSP90a (r=-0.89, p=0.0001),
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HSP90p (r=-0.66, p=0.018), TLR-2 (r=-0.72, p=0.001) e TLR-4 (r=-0.67, p=0.01). Logo,
baseado nos parametros estudados ndo podemos afirmar que as bufalas se encontravam em
situacdo de estresse térmico. Contudo, o grupo MEp apresentou expressao elevadas de todos 0s
genes, indicando estresse celular e este impactando diretamente na produtividade. Por outro
lado, podemos afirmar que, apesar da diferenca de producéo entre os grupos, a qualidade do
leite se manteve inalterada. Como ndo encontramos correlacdo entre produgéo e os demais
parametros analisados e, além disso, as bufalas estavam sob as mesmas condi¢des de manejo,
entdo a diferenca de producdo entre 0s grupos pode estar relacionada a fatores genéticos e nao
ambientais. Concluimos que, neste estudo, houve relagao entre estresse térmico com producéo,

entretanto, ndo houve relacdo entre estresse térmico e qualidade do leite.

Palavras-chaves: Producdo e qualidade do leite; Estresse térmico; HSPs; Toll like.

Abstract: In Brazil, buffalo milk production is expanding due to its quality and the rustic nature
of buffaloes. Like other ruminants, buffaloes are also susceptible to heat, exhibiting
physiological and behavioral changes characteristic of heat stress. In this context, the objective
of this study was to evaluate the biochemical and molecular parameters of milk and blood in
order to relate to possible impacts of thermal stress on the production and quality of milk in
groups of buffaloes (Bubalus bubalis) with different averages of daily milk production at the
Bubras farm (Bujaru, Para, Brazil. Two groups exhibiting different averages of daily milk
production were selected: the group with the highest average, MAp (n=6; 5.93 liters/day) and
the group with the lowest average, MEp (n=6; 3.46 liters/day). The buffaloes were kept under
the same management conditions for the collection of milk (40 ml) and blood (5 ml). The
compositional analysis of the milk was briefly carried out, such as fat, protein and lactose
contents through by mid-infrared absorption spectrometry (1ISO 9622 | IDF 141); analysis of
somatic cell count (SCC) by flow cytometry (ISO 13366-2 | IDF 148-2); quantification of
cortisol in blood plasma by radioimmunoassay and ; expression analysis of the genes HSP70,
HSP90a, HSPY0S, TLR-2 and TLR-4. Production data, biochemical composition, CCS and
cortisol were compared using Student's t test and Pearson's linear test, with a significance of
0.05. As for the biochemical analysis of milk, the percentages of lipids (5.80+£0.04 versus
4.87+0.1, p=0.69), proteins (4.16+0.07 versus 4.61+0.05, p=0.13) and lactose (4.74+0.05
versus 4.43+0.04, p =0.83) did not differ between MAp and MEp groups, respectively. They
also did not differ in terms of CCS (MAp 106.4x103/ml+0.07 versus MEp 139x103/ml 0.1,
p=0.36) which was below 200,000 cells/ml, characterizing the absence of clinical and
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subclinical mastitis infection. Cortisol also did not differ between the MAP and MEp groups
(0.67ng/dL+0.01 versus 0.79 pg/dL £0.2, p=0.12). When cortisol concentrations are within the
normal range of up to 2 pg/dl, that is, they did not indicate physiological stress. The expression
analyzes of all genes, that is, HSP70 (0.96 MEp versus 0.58 MAp), HSP90o. (0.98 MEp versus
0.03 MAp), HSP90p (0.95 MEp versus 0.48 MAp), TLR-2 (1.02 MEp versus 0.16 MAp) and
TLR-4 (1.26 MEp versus 0.07 MAp) was higher in the MEp group compared to the MAp group,
respectively (p<0.05). Finally, there was no correlation between milk production and the
biochemical parameters of lipid (r=0.12, p=0.7), protein (r=-0.26, p=0.41), lactose (r=0.46,
p=0.12) and neither cortisol (r=-0.42, p=0.17), but correlated between production and HSP90a
(r=-0.89, p=0.0001), HSP90p (r=-0.66, p=0.018), TLR-2 (r=-0.72 , p=0.001) and TLR-4 (r=-
0.67, p=0.01). Therefore, based on the parameters studied, we cannot state that the buffaloes
were in a situation of thermal stress. However, the MEp group showed high expression of all
genes, indicating cellular stress and this directly impacting productivity. On the other hand, we
can say that, despite the difference in production between the groups, the quality of the milk
remained unchanged. As we found no correlation between production and the other analyzed
parameters and, in addition, the buffaloes were under the same management conditions, then
the difference in production between the groups may be related to genetic and not
environmental factors. We conclude that, in this study, there was a relationship between thermal
stress and production, however, there was no relationship between thermal stress and milk

quality.

Keywords: Milk production and quality; Thermal stress; HSPs: Toll like.
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Introducéo

As bufalas sdo a segunda maior fonte de producdo de leite no mundo, perdendo apenas
para vacas e contribuem com 11% do total da producdo mundial de leite (Zhang et al., 2022).
No cenéario atual de mudancas climaticas, 0 aumento da temperatura e umidade tem sido um
perigo constante para a produtividade leiteira em bufalos (Hassan et al., 2019), e outros
ruminantes nos paises tropicais e subtropicais (Mishra, 2021). Pois, embora os bufalos
apresentem grande adaptacdo aos ambientes, também sofrem os efeitos da exposicao a radiacdo
solar direta ou ao trabalhar por longos periodos ao sol quente (Kapila et al., 2016).

O perigo estd em longos periodos de exposicdo a alta temperatura que podem induzir o
estresse térmico e, levar a diminuigdo da produtividade animal (Hassan et al., 2019). A
literatura relata que, em animais leiteiros, o estresse termico pode prejudicar a produtividade e
qualidade do leite (Kapila et al., 2016; Collie et al., 2019; Daltro et al., 2020). E como qualidade
do leite entende-se também pardmetros como a anélise de sua composicao (Arbello et al., 2021),
e a quantificacdo de células somaticas que também € um importante parametro de sanidade do
leite (Pegolo et al., 2021). Porém poucos estudos relataram a relagcdo do estresse térmico com
a qualidade do leite no Brasil e muito menos na regido amazonica (Vinicio et al., 2021).

O estresse térmico ativa varias respostas fisiologicas nos animais como o aumento da
sudorese, a secrecdo de hormonio cortisol, dentre outros (Becker et al., 2020; Raza et al., 2021).
Além disso, ativa respostas em nivel celular através da transcricao génica em diferentes tecidos
ou células animais (Kapila et al., 2016). Uma das respostas ao estresse térmico ocorre por meio
do aumento da expressdo de proteinas de choque térmico (HSPs) em bufalos (Lan et al. 2022)
e outras espécies animais (Astakhova et al., 2015; Hall et al., 2016). Pois as HSPs auxiliam no
dobramento de proteinas recém-sintetizadas, e se relacionam com vias de transducéo de sinais
gue controlam a homeostase celular, a proliferacdo, a diferenciacdo e a morte celular (Mayer &
Bukau, 2005).

Outra reposta celular ao estresse é a ativacdo do sistema imunolégico através da expressdo
de receptores Toll likes (TLR-2 e TLR-4) os quais sdo ligantes endogenos de HSPs, e juntos
atuam no combate aos efeitos deletérios do estresse térmico na célula (Avishek et al., 2015). A
expressao mediada por HSPs contribui para o papel anti-inflamatério por meio de mecanismos
dependentes de TLR2 e TLR4 (Khandia et al., 2017).

Dado o exposto, neste estudo, objetivamos elucidar o papel do estresse térmico na
produtividade e qualidade leiteira de bufalas (Bubalus bubalis). Para tanto, foram avaliados

indicadores fisiologicos (cortisol sérico) e celulares (expressdo génica) de estresse e suas
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relacbes com a qualidade de leite em grupos de bdfalas com diferentes produtividades e

submetidas a temperatura ambiente elevada.

Materiais e Métodos
Local, animais e delineamento experimental

Este estudo foi realizado na fazenda Experimental da Bubras, que se encontra localizada
no municipio de Bujaru (Para, Brasil) a 87 kms da capital Belém (coordenadas geogréficas -
latitude: -1.52123 e longitude: -48.04414), a temperatura local variou de 22 °Ca32
°C (Weather Spark). Todos os procedimentos de coleta foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural da Amazonia (Ceua/UFRA), com
processo n® 2820150222 / 2022 (Anexo 1).

Foram selecionadas 12 fémeas saudaveis, com idade entre 46 a 112 meses. Os animais

foram mantidos em pastagens proximas ao curral de manejo durante todo periodo experimental,
com espacgo coberto (sombreamento). Para o estudo os animais foram classificados conforme
as médias de producdo de leite por dia medida ao longo do periodo de 3 meses de ordenha
(meses de agosto a outubro), segundo os dados coletados na propria fazenda. O grupo de maior
produtividade, MAp (n=6) exibiu média de producdo de 5, 93 litros e o grupo de menor
produtividade, MEp (n=6) exibiu média de 3,46 litros de leite por dia.
A coleta do leite foi realizada manualmente utilizando luvas estéreis e empregando o
procedimento pos dipping nas mamas para evitar possivel contaminagdo. Foram coletadas 40
mL de leite para a realizacdo das analises de composicao bioguimica, 30 mL para analise de
expressdo génica relativa, além de 5 mL de amostras de sangue periférico obtida da veia cava
caudal para dosagem de cortisol. As amostras foram encaminhadas para o Laborat6rio de
Biologia Molecular da UFRA onde foram feitas as analises moleculares, para o Laboratorio de
Engenharia de Alimento da UFPA onde foram feitas as analises centesimais e contagem de
células somaticas, e ao Laboratorio Animavet Medicina Veterinaria Diagndstica LTDA, Belém
para a quantificacdo do cortisol.

Analises da qualidade do leite e CCS

As amostras individuais de leite foram coletadas em frascos estéreis de 40 mL contendo
conservante Bronopol e deixado por 10 minutos a temperatura ambiente até o broponol ser
completamente dissolvido, em seguida armazenadas em caixa térmica com temperatura de 6°C

para transporte até o Laboratério de Engenharia de Alimento da UFPA.
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Todas as amostras de leite foram analisadas em duplicata no equipamento automatico
Bentley Instruments Inc. Modelos: Dairy Spec FT e Somacount FC (Bentley Instruments, Inc.
Minnesota, EUA). Para tanto, o equipamento foi devidamente calibrado com as seguintes
solugdes: solucdo buffer adicionada de Triton™ X-100 a 0.1% em volume final de 10 L de 4gua
destilada a 50°C; Solugdo corante - Somaglo a 0.25% diluida em solucdo Buffer; e solucao
sanitizante alcalina 2% composta de RBS™ Detergente para limpeza e calibragdo do
equipamento. Apos a calibracdo, as amostras de leite foram aquecidas a 40°C em banho
termostatico e processadas para medir as absorbancias e, assim estimar o teor de lipideo,
proteina e lactose. As analises de composi¢do bioquimica de lipideo, proteinas e lactose foram
feitas empregando o método analitico de composi¢do centesimal por meio de espectrometria de
absorcéo no infravermelho médio (ISO 9622 | IDF 141), enquanto para a contagem de células
somaticas (CCS) foi empregado o método de Citometria de fluxo (ISO 13366-2 | IDF 148-2).

Medicé&o do cortisol

A coleta de 5 mL de sangue obtido da veia cava caudal foi feita usando tubos a vacuo
com heparina, durante o periodo da tarde e ap0s a ordenha do dia. Foram armazenadas em caixa
térmica em temperatura de 6 °C e encaminhadas ao Laborat6rio Animavet Medicina Veterinaria
Diagndstica LTDA (http://animavetpa.com.br/, Belém, Pard) para a quantificacdo de cortisol.

Foi utilizado o Kit de radioimunoassay de cortisol animal (Beijing North Institute of Biological
Technology, Pequim, China) para determinar o nivel de cortisol no plasma sanguineo de cada
animal (5 pl), de acordo com as instrugdes do fabricante. A radioatividade foi medida utilizando
um contador gama (Cobra 5005; Perkin EImer Vida e Ciéncias Analiticas, Pequim, China). Em
seguida, os valores foram calculados por interpolagdo a partir das curvas padrdo usando o

software RiaSmart (PerkinElmer Life and Analytical Sciences).

Anélise da expressdo génica
Separacdo da gordura do leite e isolamento do RNA

Primeiramente, foi realizada a separa¢do da gordura do leite, para isso 600 ul de leite
contidos em tubos de 1,5 mL foram centrifugados a 12000 rpm a 4°c por 8 minutos. A gordura
sobrenadante foi removida cuidadosamente com uma espatula e o leite restante foi transferido
para novos tubos aos quais foi adicionado 600 pl de Trizol® e armazenados a -80°c por 1 hora
para potencializar o efeito do trizol. Em seguida, foram descongelados a temperatura ambiente
para a extracdo do RNA total usando o método Trizol conforme descrito por Chomcznski &

Sacchi, (1987) com modificacdes. A pureza do RNA foi realizada usando Espectrofotdmetro
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(Biodrop pLite, Biodrop, Cambridge, Inglaterra) e calculada com base na razéo de absorcéo, as
amostras com razéo de 1,6 a 1,9 foram consideradas adequadas para analise.

Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR)

O RNA total extraido (1pg) de células do leite foi transcrito reversamente em DNA
complementar (cDNA) usando o kit de sintese de cDNA Revert (Thermo Scientific, EUA) de
acordo com o protocolo do fabricante. Foram utilizados Primers especificos para GAPDH, f-
ACTINA, TRL-2, TRL-4 (Gross et al., 2014; Garcia et al., 2017; Tanamati et al., 2019). Os
primers para as proteinas de choque térmico (HSP70, HSP90a e HSP90p) foram desenhados
usando sequéncias homologas em bufalos, conforme descrito na Tabela 1. A especificidade dos
primers foi testada através da comparacdo das sequéncias do primer e do gene correspondente

em bufalos, resultando em 100% de identidade.
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Tabela 1 — Primers utilizados para analise da expressdo génica.

GENES SEQUENCIA DOS AMPLICON GENBANK
OLIGONUCLEOTIDEOS (5°-3°)

HSP70 F: AACATGAAGAGGCCGTGGAGG 171 pb IN604432.1
R: GTTACACACCTGCTCCAGCTCC

HSP90-a F: GGCGCTGATATCTCCATGAT 74 pb AB072368.1
R: ACTTCTAGAGGCCTGGCACA

HSP90-f8 F:ACAGCCGTTCTCTTGAGTCAC 176 pb NM_001034034.1
R: TGGGCAATTTCTGCCTGGAA

GAPDH F: AGGTCATCCCTGAGCTCAACGG 199 pb NM_001034034.2
R:TCGCAGGAGACAACCTGGTCCTCA

B-ACTINA  F: GACATCCGCAAGGACCTCTA 227 pb NM_001290932.1
R: GGGCAGTGATCTCTTTCTGC

TLR-2 F: CAGTTTAACCCAGTGCCTTC 241 pb AF368419.1,
R: CTCCAAAGTCTTCAGCTGCT NM_001290891.1

TLR-4 F:TGCCTCCACTACAGGGACTTT 101 pb AY634630.1,
R: TGGGACACCACGACAATAAC NM_001290903.1

As reacdes foram feitas em duplicata usando kit g°PCR SybrMaster (Cellco Biotec, Sdo
Paulo, Brasil) com adicao de oligonucleotideos iniciadores (0,5 uM), cDNA (0,04 ul) e 4gua
ultrapura sem nuclease em volume final de 10 ul. As condicdes de ciclagem foram as seguintes:
aquecimento inicial a 50°C por 2 min e 95°C por5 min e, em seguida, o contetdo foi
amplificado por 35 ciclos na temperatura de hibridizacdo apropriada. A temperatura de
hibridizagdo para todos os genes foi de 58°C. Foi empregado o equipamento Applied
Biosystems® 7500RTPCR (Thermo Fisher Scientific Inc, Massachusetts, EUA). O calculo da

expressdo relativa foi realizado usando o método 2-AA CT.

Anélise estatistica

Os dados de producédo, composicao bioquimica, CCS e cortisol foram analisados por meio
de estatistica descritiva simples e comparados empregando teste t de Student, com nivel de
significancia de p<0.05. A quantificagdo relativa de todos os genes foi realizada usando o
método 2-AA CT, onde CT = (CTMédioAlvo - CTMedioEndogeno) - CTMédioCalibrador. As
analises de producdo, composi¢do bioquimica, CSS, cortisol e expressdo relativa foram

correlacionados empregando teste linear de Pearson no software BioEstast 5.0 (Ayres, 2017).



35

Resultados
Producéo e qualidade de leite

Ao avaliar os grupos de animais considerados de maior (MAp) e menor produtividade
(MEp) foi observada diferenca na producdo medida em litros de leite por dia (p = 0.00003),
conforme ilustrado na Tabela 2. Os grupos MAp e MEp néo diferiram quanto aos parametros
nutricionais do leite como lipideos (5.80+0.04 versus 4.87+0.1, p = 0.69), proteinas (4.16+0.07
versus 4.61+0.05, p = 0.13) e lactose (4.74+0.05 versus 4.43+0.04, p = 0.83) quantificados por

litro de leite.

Tabela 2: Pardmetros de producdo e qualidade de leite de bufalas do grupo de Maior (MAp) e

Menor produtividade (MEp). Valores expressos em média + desvio padréo e valor de P.

Paramet MAp MEp Valor de P.
arametros Meédia+D.P. Média+D.P.
: : 0.00003

Producgdo (Litros/dia) 5.93+0.1 3.46x0.4

0.13
Proteina (%) 4.16x0.07 4.61+0.5

0.69
Lipidios (%) 5.80+0.4 4.87+0.1

0.83
Lactose (%) 4.74+0.05 4.43+0.4
CCS/mL 106.4+0.07 13940.1 0.36

(x103células/mL)

Contagem de células somatica (CCS) do leite

Em relacdo a Contagem de células somaticas (CCS), necessaria para descartar mastite
clinica e subclinica, além da qualidade da glandula mamaria do animal, demostra que ndo houve
diferenca entre os grupos MAp e MEp (106.4+0.07 versus 139+0.1, p = 0.36) conforme

ilustrado na figura 1.
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Figura 1: Valores médios da contagem de células somatica dos grupos MAp e MEp.
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Concentracéao de cortisol

De forma similar, a concentracdo de cortisol em plasma sanguineo nao diferiu entre os
grupos MAP e MEp (0.67+0.01 versus 0.7920.2, p = 0.12) conforme ilustrado na figura 2.

Figura 2: Valores médios da concentracdo de cortisol em plasma sanguineo.
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Expressao relativa de genes

A expressao relativa de todos os genes foi maior no grupo MEp comparado ao grupo
MAp, como o gene HSP70 (0.96+0.36 versus 0.58+0.08, p = 0.02), HSp90a. (0.98+0.54 versus
0.03+0.01, p = 0.003), HSP90p (0.95+0.42 versus 0.48+0.13, p = 0.03), TLR-2 (1.02+0.59
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versus 0.16+0.06, p = 0.008) e TLR-4 (1.26%£0.80 versus 0.07£0.04, p = 0.007),
respectivamente, como demostrado na figura 3.

Figura 3: Expressao relativa dos genes entre os grupos de MAp e MEp. Letras minusculas
indicam diferencas significativas entre 0s grupos.
25

BN MAp [ MEp £=0.007
a

2,0 A
& p=0.02 p=0.003 p=0.03 p=0.008
3
N 5 e
© 1,5
g a a
o
c
(0
2 1,0 A
2
<
L b b

0,5

b
: m | 2
0.0 , i | m—
HSP70 HSP90a HSP90b TLR2 TLR4

Relacdo dos parametros de producéo e qualidade com expressao de genes

Foi observada correlagdo negativa, ou seja, inversamente proporcional, entre producéo e
HSp90o. (p = 0.0001; r = -0.8), producdo e HSP90p (p = 0.01; r = -0.6), producdo e TLR-2 (p
=0.001; r=-0.7) e produgdo com TLR-4 (p = 0.01; r = -6). Contudo, ndo houve correlacgdo de
HSP70 com lipideo (p = 0.3; r =-0.2), HSP70 com proteina (p = 0.41; r =-0.2) e Hsp70 com
lactose (p = 0.9; r = 0.03). Também ndo houve correlacdo entre cortisol e CSS (p = 0.76; r =
0.09), nem entre cortisol e producdo (p = 0.17; r -0.4) e cortisol com HSP70 (p = 0.69; r = -
0.1), como demonstra a tabela 3.
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Tabela 3: Coeficiente de correlagdo de Pearson entre os parametros de Producdo de leite,

gordura, proteina, lactose e expressao de génese. Em ** indica significancia (p<0.05).

Correlacéo r (Pearson) P
Producdo x HSP70 -0.47 0.1157
Producgdo x HSP90a -0.89 0.0001**
Producgdo x HSP90p -0.66 0.018**
Produgdo x CCS -0.21 0.49
Producéo x Cortisol -0.41 0.17
HSP70 x Lipideo -0.28 0.36
HSP70 x Proteina -0.26 0.41
HSP70 x Lactose 0.03 0.90
HSP70 x CCS 0.09 0.75
HSP70 x Cortisol -0.12 0.69
Cortisol x CCS 0.09 0.76
TLR-2 x Producao -0.72 0.001**
TLR-4 x Producéo -0.67 0.01**
TLR-2 x Lipideo -0.03 0.91
TLR-2 x Proteina 0.37 0.22
TLR-2 x Lactose -0.47 0.11
TLR-4 x Lipideo -0.24 0.43
TLR-4 x Proteina 0.29 0.35
TLR-4 x Lactose -0.23 0.45

Discussao

Parametros bioquimicos e fisiologicos impactam na producéo leiteira

Nesse estudo foram realizadas analises bioquimicas e molecular do leite e sangue a fim

de relacionar com possiveis impactos do estresse térmico na producdo e qualidade do leite em

grupos de bufalas (Bubalus bubalis) com diferentes médias de producdo. Estudos anteriores j

haviam indicado a relacdo do estresse térmico com produgdo (Bhanuprakash et al., 2016;

Pramod et al., 2021), porém os parametros fisico-quimico e fisioldgicos (cortisol e expresséo

de genes) no leite e sangue, ainda ndo haviam sidos medidos e relacionados. Nesse aspecto,
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nosso estudo foi pioneiro em relacionar os conjuntos de dados de expressdo de genes,
composi¢do quimica do leite e cortisol sanguineo com a producdo e qualidade leiteira.
Descobrir os impactos do estresse térmico nos animais e na producao leiteira é o objetivo de
diversos pesquisadores e € um assunto que vem ganhando grande propor¢do. Neste contexto,
este estudo proporciona o avango no entendimento da relagdo entre proteinas de choque térmico
(HSPs) e a producéo leiteira de bufalas, no qual é demostrado que o grupo de animais com a
menor média de producdo tiveram maior expressdo das proteinas de choque térmico, o que
indica que esses animais estavam em condicGes de estresse, portanto, a fim de minimizar os
danos, as células ativam os mecanismos de expressGes de genes na tentativa de manter a
homeostasia animal (Mayer & Bukau, 2005).

Quanto a producdo de leite, ambos os grupos de bufalas (3.46 a 5.93 litros/dias)
produziram médias similares a literatura que relata valores de 3.53 a 5.93 litros/dia (Goncalvez
2008; Cavalcante, 2019; Rassi et al., 2019) para a espécie. A diferenca de producdo entre os
grupos (MAp e MEp) pode ser motivado por fatores ambientais ou genéticos. Quanto aos
aspectos ambientais, diversos autores relataram que a producdo leiteira € influenciada por
fatores como alimentacdo, raca e ambiente (Safari et al., 2019; Castellano et al., 2019;
Cavalcante, 2019). Em bovinos, foi relatado que a estacdo do ano com maiores temperaturas
influenciou negativamente a producéo e qualidade do leite (Alhussien & Dang, 2018). Em outro
estudo com vacas leiteiras foi relatado que a ingestéo de racdes contendo micotoxinas diminuiu
a producao de leite, gordura, proteina e lactose no leite (Wu et al., 2022). Da mesma forma, em
bufalos a temperatura e umidade elevadas também ocasionaram estresse térmico e diminuicao
da produtividade (Choudhary & Sirohi, 2019). Portanto, a literatura indicara que os bufalos,
similar aos bovinos, tém susceptibilidade ao estresse térmico podendo, inclusive, afetar sua
imunidade, producdo e qualidade do leite. Dessa forma, a producdo animal é otimizada
melhorando a qualidade da alimentacdo, além das condi¢bes de manejo e ambiental (Eldawy,
2021). Especialmente na Amaz6énia, o ambiente impacta no conforto térmico de bdfalos, pois a
temperatura ambiental elevada causa a diminuicdo da producdo (revisado por Garcia et al.,
2023).

Embora muitos estudos sobre a producéo de leite tenham sido desenvolvidos, pouco tem
centrado no efeito do estresse térmico na producédo de leite de bufalas (Pereira et al., 2020).
Portanto, foram analisados os parametros bioquimicos: 0s grupos apresentaram porcentagens
similares de proteina, lipideo e lactose (p > 0,05) e estiveram dentro dos valores descritos na
literatura: lipideo (5.05 a 8.48%), proteina (3.51 a 4.48%) e lactose (4.02 a 5.63%) (Santa 2011;
Nasr, 2016; Cavalcante, 2019). Mesmo que ainda ndo haja uma regularizacdo acerca de padroes
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de qualidade do leite em bdfalos no Brasil, diversos autores utilizam como base o estudo de
Santa (2011), realizado com bufalas leiteiras em Belém do Pard, que analisou 0s parametros
fisico e quimico do leite empregando o método de titulacdo, ph, acidez, solidos sollveis e
composicional centesimal.

Espectroscopia de infravermelho foi outro método empregado para determinacdo da
composicdo do leite em bufalas por Nars, (2016), o0 mesmo obteve os seguintes resultados:
gordura 5.61 % , proteina 4.15% e lactose 5.62%, e analisou os impactos das elevadas
temperaturas sobre a producéo e qualidade do leite de bufalas na na india.

No presente estudo, embora 0s grupos tenham exibido diferentes médias de producao
diéria de leite (5.93 versus 3.46), ndo houve diferenca na composicdo do leite nos grupos de
bufalas estudados, provavelmente, porque estavam sob mesmas condi¢cdes ambientais como
temperatura ambiente, manejo e nutricdo. Quanto aos aspectos bioldgicos, foram selecionadas
bufalas com idade e estagio da lactacdo semelhantes. Logo, fatores genéticos podem explicar
esta diferenca de producdo de leite entre os grupos estudados ou mesmo fatores ambientais
como temperatura ambiente elevada como demonstra a literatura (Nars, 2006; Li et al., 2021;
Dou et al., 2021). Contudo, seja qual forem os fatores, ndo foram capazes de afetar a qualidade
do leite medida em termos de composicdo bioquimica. Sendo assim, seria importante
implementar na fazenda possiveis melhorias no manejo para minimizar a influéncia dos fatores
ambientais na producao leiteira das bufalas (Soares et al., 2013; Cavalcante, 2019).

Além disso, outro fator observado na diferencia entre os grupos pode estar relacionado as
caracteristicas genéticas dos animais, ou seja, alteracdes polimorficas. Os polimorfismos
genéticos sdo variacbes na sequéncia de DNA que podem criar ou destruir sitios de
reconhecimento de enzimas de restricdo e parecem estar associados a apenas uma base.
Algumas dessas alteracGes ocorrem em sequéncias nao codificadoras do gene, que na maioria
dos casos ndo causam efeito em suas fungdes; outras ocorrem em sequéncias codificadoras,
levando a sintese de proteinas defeituosas (Lima et al., 2006). Desse modo, os polimorfismo
genéticos podem impactar na producdo e nos componentes do leite.

Em um estudo com polimorfismo genético da proteina STAT5A e suas relacbes com
caracteristicas de producao e composicao do leite em gado, foi demostrado uma substituicdo C
para T na posi¢do 6853 dentro do exon 7, este, impactou diretamente na producédo de leite,
gordura e proteina e porcentagem de proteina (P<0.01). Além do mais, as vacas sem alteracédo
polimérficas (CC) produziram mais leite que as vacas com alteracdo genética (CT) (5418.68 vs
5149.54 kg) (Selvaggi et al., 2009). Deb et al., (2013), estudando polimorfismo do gene

HSP70.1 em vacas, relataram a delecdo de citosina no promotor HSP70.1 na posi¢éo base 895.
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As vacas homozigotos (CC) tiveram melhor tolerancia significativa (P<0,05) ao verdo do que
as vacas com deletados (C-). A delecdo da citosina na regido promotora afetou negativamente
as caracteristicas de producéo de leite foi, pois, as vacas com delecéo de citosina (C-) tiveram
menor producdo total de leite, producdo maxima e % de proteina (P<0,01) e % de gordura
(P<0,05). J& Freitas (2014), estudando polimorfismos associado a producéo e qualidade do leite
em buafalas Murrah, descreveu dois genes candidatos: DGAT1, reconhecidamente envolvido
com o contedo de gordura no leite e A2M, apresenta associagdo aos processos celulares do
sistema imune, como a contagem de células somaticas (CCS), diretamente ligada a qualidade
do leite e salde dos animais.

Portanto, a variagdo genética dentro de racas de animais leiteiros em pontos especificos
para termotolerancia e producéo de leite, pode permitir a selecdo genética para o melhoramento
a térmotolerancia e produtividade, aumentando a resiliéncia e 0 bem-estar animal. Além do
mais, a selecdo genética animal para termotolerancia fornece solu¢Bes cumulativas e
permanentes na produgéo leiteira a um custo relativamente baixo (Carabafio, 2016; Ansari et
al.,2019; Hariyono & Prihandini, 2020).

Outro parametro para mensurar a qualidade do leite é a contagem de células somaticas, o
qual indica de maneira quantitativa o grau de infeccdo da glandula mamaria (Costa et al., 2020).
Sendo considerado um parametro bem consolidado que indica a satde do Ubere e qualidade do
leite (Pegolo et al., 2021). Em estudo promovido em Bufalas, foi determinada que a quantidade
de 200.000 CCS/ml € o limite maximo que indica a auséncia de processos inflamatorios por
mastite, sendo que valores acima deste limite indicam resposta inflamatoria a mastite
subclinica, e valores de 400.000 CCS/ml, é o limite indicado pela Unido Européia para consumo
humano (Sloga et al., 2015; Tanamati et al., 2019). Considerando estes os valores de referéncia,
no presente estudo, os valores de CCS para ambos 0s grupos estudados (139.0 a 106.4 x 103
CCS/mL) estiveram dentro da faixa de normalidade, indicando a boa condicdo das glandulas
mamarias e auséncia de infeccdo e mastite nos animais.

Além disso, outro parametro fisiologico que pode indicar o bem-estar animal é o nivel
sérico de cortisol no sangue (Mishra, 2021). O cortisol € um hormdnio esteroide sintetizado a
partir do colesterol, e secretado pelo cortex das glandulas adrenais, seu nivel plasmatico é
elevado em resposta ao estresse por situagdo de calor ou frio intenso, infeccdo, doencas entre
outros (Yadav et al., 2013). Quanto aos valores séricos do cortisol e sua relacdo particularmente
com o estresse térmico ha relatos que o estresse aumenta as concentracdes plasmaticas de
cortisol (Chen et al., 2018; Kovacs et al, 2019; Mishra 2021), bem como relatos opostos, ou

seja, que ndo suportam essa relagdo (Sutherland et al., 2006; Farooq et al., 2010).
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Foi relatado que vacas leiteiras submetidas a ambiente com alta temperatura exibiram 2,9
pg/dl de cortisol no leite, comparado as vacas controle que foi de 1,5 pg/dl, concluindo que o
estresse térmico resulta em concentracfes mais altas de cortisol (Chen et al., 2018). Da mesma
forma, os bezerros submetidos a estresse térmico apresentaram maior concentracéo de cortisol
comparado aos bezerros ndo submetidos (Kovécs et al, 2019). Em contrapartida, Farooq et al.,
(2010), demostraram que nao houve aumento nos niveis de cortisol plasméatico em vacas quando
submetidas a temperaturas elevadas. Em suinos, niveis similares de cortisol foram detectados
em animais colocado sob estresses por calor em comparacdo aos animais ndo submetidos a
estresse por calor (Hicks et al., 1998, Sutherland et al., 2006). De forma similar, no presente
estudo, embora as bufalas do grupo MEp apresentarem estresse celular em comparagdo ao
grupo MAp, ndo houve diferencia nas concentracdes de cortisol nos dois grupos e ndo exibiram
concentracdes de cortisol sérico compativel com estresse fisioldgico, pois o cortisol variou de
0.67 a 0.79 pg/dl sendo abaixo de 2 pg/dl considerado valor de referéncia segundo a estudos
que mediram a concentragdo de cortisol por meio de radioimunoensaio e Elisa (Thinh et al.,
2011; Chen et al., 2018).

Expresséo dos genes HSPs e de imunidade indicam estresse em nivel celular

Neste estudo avaliamos os niveis de expressdao dos genes HSP70, HSP90a, HSP90p
relacionados com a termotolerancia, e dos genes relacionados a imunidade (Toll likes) com o
objetivo de compreender 0s mecanismos de resposta ao estresse térmico e seu impacto na
producdo e qualidade do leite. Como resultado, observamos que o grupo com menor média de
producdo (MEp) apresentou maior nivel de expressdo de todos os genes estudados, 0s quais se
relacionam, de forma direta e indireta, a respostas de estresse a nivel celular. As proteinas de
choque térmico (HSPs) séo induzidas por temperaturas elevadas, entre outros tipos de estresse,
e mediam respostas bioquimicas e transcricionais de sobrevivéncia e adaptacdo ao estresse
(Kumar et al., 2019). Por isso, atualmente, as HSPs sdo consideradas indicadores de estresse
em diversas espécies animais como bovinos, bufalos e outros ruminantes (Manjari et al., 2015;
Bagath et al., 2019; Costa et al., 2020).

No presente estudo, dois grupos de bdfalas com diferentes médias de producao de leite
apresentaram também diferenca nos niveis de expressdo de HSPs constitutivas e indutivas,
sendo que o grupo de menor produtividade mostrou maior expressdo de HSPs. Além disso, foi
observada correlagdo negativa, ou seja, inversamente proporcional, entre o parametro de
Produtividade e a expressdo de HSP90a (-0.89; p = 0.0001) e, também de HSP90p (-0.66; p =

0.01). De forma similar, um estudo com a ragca Murrah, foi relatado correlagdes entre a
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quantidade de leite e porcentagem de gordura e proteina iguais a -0,174 e -0,079,
respectivamente (Peeva, 1997). Outro estudo com bdfalo (Murrah) mostrou que produgéo de
leite diminuiu com o aumento da temperatura, concomitante ao aumento na expressdo de
HSP70, logo, deduziram a correlacdo negativa entre producao de leite e HSP70 (Pawar et al.,
2014).

Esses dados sugerem que o grupo de bufalas de menor producdo (MEp) estavam sob
efeito de estresse celular e em consequéncia disso tiveram menor capacidade para produzir leite.
Do ponto de vista celular, as células estariam sobrecarregadas com gastos energéticos para
elicitar a resposta ao estresse e, logo, garantir sua homeostasia, por outro lado comprometendo
sua capacidade de producdo de leite. Ja é sabido que as HSPs podem ser estimuladas por meio
de estresses fisiologicos (como diferenciacdo celular , restricao caldrica, fatores de crescimento,
estimulacdo hormonal e desenvolvimento de tecidos), estresses patologicos (como infeccdes
parasitarias ou bacterianas, inflamacéo e febre) e ambientais estresses (como calor ou estresse
frio, estresse oxidativo, radiacdo UV, aminoécidos e metais pesados) (Abdelnour et al., 2019).

O estresse termico pode afetar a expressdo de outros genes, como por exemplo os da
resposta imune, ativando a imunidade ao expressar receptores Toll-Like (TLRs). Os TLRs sao
proteinas transmembrana do tipo | que reconhecem padrdes e sdo expressos principalmente nas
células apresentadoras de antigenos, como macréfagos, mondcitos, linfocitos B e células
dendriticas desempenhando um papel fundamental na imunidade inata (Takeda & Akira, 2003;
Yan etal., 2007). Estudos anteriores, demostraram que suinos expostos a periodos consecutivos
de estresse térmico tiveram aumento significativo na expressdo de TLR2 e TLR4 em
comparacao a suinos nao expostos (P<0,05), bem como os niveis plasmaticos de citocinas
inflamatorias (Eicher et al, 2004; Ju et al., 2014). Isto ocorre devido o estresse térmico
desencadear uma série de respostas celulares iniciadas pelas proteinas HSPs as quais ativam os
receptores TLRs, e juntos, possivelmente atuam no combate aos efeitos deletérios do estresse
térmico em nivel celular (Avishek et al., 2015).

Portanto, de acordo com nossos resultados, o estresse a nivel celular das glandulas
mamarias foi prejudicial para a producdo do leite no grupo de bufala (MEp). Contudo, este
prejuizo se deu apenas na quantidade de leite produzido e ndo na qualidade do leite, pois
nenhum dos parametros de composi¢do como lipideos, proteinas e lactose apresentou relacéo
com as expressdes génicas (HSP70 x Lipideo -0.2; HSP70 x Proteina -0.2; HSP70 x Lactose -
0.03; TLR-2 x Lipideo -0.03; TLR-2 x Proteina 0.3; TLR-2 x Lactose -0.4; TLR-4 x Lipideo -
0.2; TLR-4 x Proteina 0.2; e TLR-4 x Lactose -0.2; p > 0,05). Ess
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Estudos anteriores lidaram com animais que exibiam parametros fisiologicos de estresse
como concentracdo elevadas de cortisol e em seguida, identificaram efeitos na producéo de leite
(Chen et al., 2018; Kovacs et al, 2019). Porém, o grupo de animais usados neste estudo nédo
apresentaram parametros fisioldgicos de estresse, possivelmente, as condi¢cdes de manejo na
fazenda minimizaram os efeitos desta sobre o estresse animal. Contudo, ainda assim foi
encontrado indicio de estresse em nivel celular e isso ndo foi o suficiente para afetar a qualidade
do leite, porém, mostrou correlacdo com a producéo de leite.

Por outro lado, por falta de estudo relacionados aos genes HSPs e TLRs em células
somaticas do leite em bufalas e, também a falta de outros parametros como medigdo simultanea
de THI e indices fisioldgicos (por exemplo, temperatura corporal) neste estudo, seria muito (til
para o entendimento acerca do por que apenas a producdo foi afetada e a composicédo nédo, além
de explicar se a célula estava em estresse térmico ou outro tipo de estresse, uma vez que as
HSPs ndo se limitam apenas ao estresse térmico. No entanto, esta claro que as HSPs podem ser
utilizadas como marcador para estresse. Ademais, além de fatores ambientais, fisiologicos e
alimentacdo, outra hipdtese acerca de diferenciacdo na produtividade pode estar relacionada a
polimorfismos em genes relacionadas ao estresse térmico e qualidade do leite.

Portanto, mais investigacdes ainda sdo necessarias para entender 0s mecanismos basicos
induzidos pelo estresse térmico relacionados a producdo e qualidade do leite de bufalas.
Ademais, proporcionar condi¢gdes ambientais com baixa temperatura, sombreamento,
higienizado, além de uma alimentacdo qualidade pode minimizar os danos por estresse térmico

e contribuir para uma melhor produtividade animal.

Concluséo

A producdo de leite foi influenciada pelo estresse celular, entretanto, a composicao do
leite ndo diferenciou entre os dois grupos. Além do mais, observamos que 0s animais estavam
dentro dos parametros que indicam auséncia de infecgdo por mastite clinica e subclinica e,
tambem ndo apresentavam concentragdes elevadas de cortisol, hormonio indicador de estresse,
ou seja, nédo influenciando a producdo e qualidade do leite.

Os niveis de expressdes dos genes indicadores de estresse térmico (HSPS) e de imunidade
(Toll likes), foi maior no grupo de menor producéo, influenciando na produtividade destes
animais. Entretanto, nenhum dos paradmetros analisados influenciou na qualidade do leite de

ambos 0s grupos estudados.
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Anexo 1: Certificado de aprovagéo do CEUA.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Identificagdo e validagdo in vitro de marcadores moleculares de termotolerancia em
populagdes bubalinas de leite (Bubalus bubalis) na Amazénia“, protocolada sob o CEUA n® 2820150222 o 000479), Sob a
responsabilidade de Priscila Di Paula Bessa Santana e equipe; Elem Cristina Macédo Barra de Sousa - que envolve a produgao,
manutengdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural da Amazénia (CEUA/UFRA) na reunido de
25/05/2022.

We certify that the proposal "In vitro identification and validation of molecular markers of thermotolerance in dairy buffaloes
(Bubalus bubalis) in the Amazon®, utilizing 85 Buffalos (85 females), protocol number CEUA 2820150222 (0 000479), under the
responsibility of Priscila Di Paula Bessa Santana and team; Elem Cristina Macédo Barra de Sousa - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Federal Rural University of Amazonia (CEUA/UFRA) in the meeting of 05/25/2022.
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Vigéncia da Proposta: de 05/2022 a 12/2023 Area: Biotecnologia Animal
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Linhagem: Bubalus bubalis Peso: 500 a 2000 kg

Local do experimento: Fazenda Experimental da Bubras no municipio de Bujaru, Para - Coleta do material biolégico. Laboratério de
Sorologia e Biologia Molecular da Ufra/ISPA - Andlise Molecular. Laboratdrio de Fertilizagao In Vitro do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) - Cultura de Células.

Belém, 05 de julho de 2022

£ /
s P § /] P \ -
U Doniline, e de on wes Tila.

e )
Profa. Dra. Natalia Guarino Souza Barbosa Profa. Dra. Ernestina Ribeiro dos Santos Neta
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal Rural da Amazénia Universidade Federal Rural da Amazdnia



