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RESUMO

MODELAGEM DA COMPOSICAO QUIMICA DO LEITE ATRAVES DE
INDICADORES METABOLICOS EM VACAS LEITEIRAS DE ALTA PRODUCAO

Autor: Romulo Campos Gaona

A lactacdo ¢ um processo fisiologico complexo que ainda ndo foi compreendido na sua
totalidade. Intimeros fatores intervém na sintese e secre¢do do leite, sendo os mais
importantes a nutricdo e o metabolismo enddgeno dos nutrientes. A qualidade do leite ¢
valorizada tanto pela sua composi¢ao quimica, como pelo conteudo de células somaticas.
No entanto, visando a comercializacdo do leite, as maiores mudan¢as e melhoras na
qualidade podem ser atingidas através da manipulacdo da dieta dos animais, em especial
em vacas leiteiras de alta produg@o. Avaliar os processos de absor¢cdo de alimentos, bem
como o metabolismo catabolico e anabdlico direcionado para a sintese do leite, tém sido
uma grande preocupagdo na pesquisa de nutricdo e bioquimica da producdo animal. O
principal objetivo da presente pesquisa foi gerar modelos matematicos que pudessem
explicar a participacao de diferentes metabolitos sobre a composi¢do quimica do leite.
Neste intuito foram coletadas amostras de fluido ruminal, sangue, urina e leite de 140 vacas
da raca Holandesa nas primeiras semanas de lactagdo e mantidas sob sistema semi-
intensivo de produgdo e dieta controlada. Os animais foram selecionados de sistemas de
produc¢do no ecossistema do Planalto Médio de Rio Grande do Sul e foram amostrados em
dois periodos climaticos criticos. No fluido ruminal foram avaliados o pH e o tempo de
reducdo do azul de metileno. No sangue foram determinados os metabdlitos: glicose,
colesterol, B-hidroxibutirato (BHB), triglicerideos, fructosamina, acidos graxos nao
esterificados (NEFA), proteinas totais, albumina, globulina, uréia, creatinina, calcio,
fosforo e magnésio. As enzimas: aspartato amino transferase (AST), gama glutamil
transferase (GGT) e creatina kinase (CK). Os hormonios: cortisol, insulina, triiodotironina
(T3), tiroxina (T4), e leptina. Foi efetuado hemograma, para conhecer: hematocrito,
hemoglobina, e contagem total e diferencial de células brancas. Na urina foram dosados:
corpos cetonicos, pH e densidade. No leite foi determinada: proteina, gordura, lactose,
solidos totais, solidos ndo gordurosos, contagem de células somaticas e uréia. Para a
determina¢do de cada um dos metabdlitos ou compostos foram usadas técnicas especificas
validadas internacionalmente. Os diferentes valores obtidos constituiram os parametros
basicos de entrada para a construgdo dos diversos modelos matematicos executados para
predizer a composicdo do leite. Mediante procedimentos de regressdo linear multipla
algoritmo Stepwise, procedimentos de correlacdo linear simples de Pearson e
procedimentos de analise computacional através de redes neurais, foram gerados diferentes
modelos para identificar os pardmetros enddgenos de maior relevancia na predi¢do dos
diferentes componentes do leite. A parametrizacdo das principais rotas bioquimicas, do
controle enddcrino, do estado de funcionamento hepatico, da dindmica ruminal e da
excre¢ao de corpos cetonicos aportou informacao suficiente para predizer com diferente
grau de precisdo o conteudo dos diferentes solidos no leite. O presente trabalho ¢
apresentado na forma de quatro artigos correspondentes aos parametros energéticos, de
controle endocrino, modelagem matematica linear multipla e predigdo através de Artificial
Neural Networks (ANN).

Palavras chave: lactagdo, modelos matematicos, composicao do leite, metabolismo.
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ABSTRACT

MODELING OF THE CHEMICAL COMPOSITION OF THE MILK THROUGH
METABOLIC PARAMETERES IN HIGH YIELDING DAIRY COWS

Author: Rémulo Campos Gaona

The lactation is a complex physiological process that has not yet been understood in its
totality. Diverse factors intervene in the synthesis and secretion of the milk, being nutrition
and endogenous metabolism of the nutrients the most important. The quality of the milk is
recognized greatly by the chemical composition, as by the content of somatic cells.
Furthermore, the search of better quality of the milk induces that changes and advances
should be reached through manipulation of the diet of the animals, especially in high
yielding dairy cows. The evaluation of the food absorption processes, as well as the
anabolic and catabolic metabolism for the synthesis of the milk, have been a major focus in
the investigation on nutrition and biochemistry of the animal production. The main
objective of this present work was to generate mathematical models that could explain the
participation of different metabolites on the chemical composition of the milk. For this
purpose, samples of rumenal liquid, blood, urine and milk of 140 Holstein Friesian cows
were taken during the first weeks of lactation. The animals were kept in a semi-intensive
production system with controlled diet and in the ecosystem of the Planalto Medium in the
State of Rio Grande do Sul (Brazil.) Two critical climatic periods were evaluated. In
rumenal liquid, pH and methylene blue reduction time were evaluated. In blood, the
metabolic profile was determined and included: glucose, cholesterol, b-hydroxybutyrate
(BHB), triglycerides, fructosamine, non-esterified fatty acids (NEFA), total protein,
albumin, globulin, urea, creatinine, calcium, phosphorus and magnesium. Enzymes:
aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamyltransferase (GGT) and Creatine Kinase
(CK). Hormones: cortisol, insulin, triiodothyronine (T3), thyroxine (T4) and leptine. In
the hemogram were determined: hematocrit, hemoglobin, complete blood count and white
blood cell differential. In the urine, ketonic bodies, pH and specific density were
determined. In milk, the content of protein, fat, lactose, total solids, solids-non-fat, count of
somatic cells (CCS) and urea were evaluated. The determination of each one of these
metabolites or compounds was obtained by using internationally validated specific
techniques. The obtained values constituted the input of basic parameters for the
construction of more elaborated mathematical models to predict the milk composition.
Through procedures of stepwise multiple regression, simple linear correlation (Pearson
coefficient) and computational analysis through neural networks, mathematical models
were generated to identify the endogenous parameters of greater relevance in the
prediction of the different chemical components of the milk. The parameterization of the
main biochemical routes, endocrine control, status of the liver function, rumenal dynamic
and excretion of ketonic bodies provided sufficient information to predict with diverse
degrees of precision the content of the different solids of the milk. The current study is
presented by the support of four pertaining articles: energy parameters, endocrine control,
mathematical models of multiple linear regression and prediction through ANN (Artificial
Neural Networks).

Keywords: lactation, mathematical models, milk composition, metabolism.



RESUMEN

MODELAIJE DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE A TRAVES DE
INDICADORES METABOLICOS EN VACAS LECHERAS DE ALTA PRODUCCION

Autor: Romulo Campos Gaona

La lactancia es un proceso fisioldogico complejo que aun no ha sido comprendido en su
totalidad. Diversos factores intervienen en la sintesis y secrecion de la leche, siendo los mas
importantes la nutricion y el metabolismo enddgeno de los nutrientes. La calidad de la leche es
reconocida tanto por la composicién quimica, como por el contenido de células somaticas. Por
otra parte, la busqueda de mejor calidad de la leche, induce a que los cambios y avances deban
ser alcanzados a través de la manipulacion de la dieta de los animales, en especial en vacas
lecheras de alta produccion. Evaluar los procesos de absorcion de alimentos, asi como el
metabolismo anabdlico y catabolico para la sintesis de la leche, ha sido una gran preocupacion
en la investigacion sobre nutricion y bioquimica de la produccioén animal. El principal objetivo
del presente trabajo fue generar modelos matematicos que pudieran explicar la participacion de
diferentes metabolitos sobre la composicion quimica de la leche. Para este propdsito, fueron
colectadas muestras de liquido ruminal, sangre, orina y leche de 140 vacas de la raza Holstein
Friesian, durante las primeras semanas de lactacion. Los animales estuvieron en sistemas semi-
intensivos de produccion con dieta controlada, en el ecosistema del Planalto Medio en el Estado
de Rio Grande do Sul (Brasil). Fueron evaluados dos periodos climaticos criticos. En el liquido
ruminal fue evaluado pH y tiempo de reduccion del azul de metileno (TRAM). En sangre
fueron determinados los metabolitos: glucosa, colesterol, p-hidroxibutirato (BHB),
triglicéridos, fructosamina, acidos grasos no esterificados (NEFA), proteinas totales, alblimina,
globulina, urea, creatinina, calcio, fésforo y magnesio. Las enzimas aspartato amino transferasa
(AST), gama glutamil transferasa (GGT) y creatina Kinasa (CK). Las hormonas cortisol,
insulina, triiodotironina (T3), tiroxina (T4) y leptina. En hemograma se determind hematocrito,
hemoglobina y contaje total y diferencial de células blancas. En la orina se determinado:
cuerpos cetonicos, pH y densidad especifica. En leche se evalud proteina, grasa, lactosa,
solidos totales, solidos libres de grasa, contaje de células somaticas (CCS) y urea. Para la
determinacion de cada uno de los metabolitos o compuestos, fueron usadas técnicas especificas
validadas internacionalmente. Los valores obtenidos constituyeron los parametros basicos de
entrada para la construccion de modelos matematicos, elaborados para predecir la composicion
de la leche. A través de procedimientos de regresion linear multiple algoritmo stepwise,
correlacion linear simple de Pearson y andlisis computacional a través de redes neurales,
fueron generados modelos matematicos para identificar los pardmetros enddgenos de mayor
relevancia en la prediccion de los diferentes componentes quimicos de la leche. La
parametrizacion de las principales rutas bioquimicas, del control endocrino, del estado de
funcionamiento hepatico, la dindmica ruminal y la excrecion de cuerpos cetdnicos, aporto
informacion suficiente para predecir con diferentes grados de precision el contenido de los
diferentes solidos de la leche. El presente trabajo, es presentado mediante cuatro articulos
correspondientes a: parametros energéticos, control endocrino, modelos matematicos de
regresion linear multiple y prediccion a través de ANN (Artificial Neural Networks).

Palabras clave: lactancia, modelos matematicos, composicion de la leche, metabolismo.
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1. INTRODUCAO

A qualidade do leite como alimento e matéria prima para a industria depende da
sua composicao nutritiva. Em paises com pecuadria leiteira desenvolvida o pagamento do
leite se faz pela qualidade; assim, o monitoramento da composicdo do leite permite
identificar eventuais disfungdes metabolicas que estejam ocorrendo nas vacas em
lactacdo e que possam afetar a qualidade da secre¢do lactea. As alteragdes metabolicas
refletem diretamente a composicdo final do leite. Portanto, ¢ necessario estudar os
principais metabdlitos de importancia diagnostica nos diferentes fluidos corporais com
0 proposito de gerar propostas alternativas de prevencao de doencas metabol4icas que
ocasionam perda na qualidade do leite ou alternativas de manejo para superar
rapidamente os problemas nutricionais e/ou metabolicos, visando melhorar os
indicadores de producdo de leite para garantir que o produtor primdrio obtenha um

produto competitivo no mercado, produzido em forma econdmica e sustentavel.

E conhecido que as transformagdes que ocorrem no ramen, e que dependem da
composicao da dieta, sdo de grande importancia na produgdo e composi¢cao do leite.
Além disso, o processo de absor¢do no trato digestivo, o metabolismo no figado, os
processos de excrecdo e a mobilizagdo das reservas corporais participam do
fornecimento de nutrientes e de precursores, através do sangue, para a sintese do leite na
glandula mamaria. Contudo, ainda ndo hé certeza das interagdes entre os metabolitos
presentes nos diferentes fluidos corporais, nem entre eles e a qualidade do leite, fato que
tem grande importancia no esclarecimento de problemas sobre a qualidade do leite que

ocasionam perda do valor e por sua vez, perda de competitividade do setor.

No contexto atual, o centro das grandes discussdes em matéria de producao
leiteira sdo as cadeias de producdo, fato com profundas implicagdes na organizagao
estratégica dos sistemas de producdo. No mundo moderno, a globalizagdo trouxe como
norma a competitividade e, nesse campo, a cadeia do leite tem um espago referencial em

que a qualidade final do produto tem importancia maxima.

O leite e seus derivados representam uma das principais fontes de proteina e
minerais na dieta da populacdo. Além disso, a atividade leiteira caracteriza-se por ser

grande geradora de emprego e renda. No Brasil, o ltimo censo agropecuario do
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Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) identificou no pais 1,8 milhdo de

propriedades leiteiras, que geram 3,6 milhdes de empregos diretos (Martins, 2005).

A pecuaria leiteira foi o segmento da cadeia produtiva do agronegécio do leite,
que sofreu mudangas mais profundas. A elevagdo da produgdo e da produtividade do
rebanho brasileiro estd diretamente ligada a especializagao do pecuarista. O acréscimo
da escala de producdo compensou o declinio no niimero total de produtores, permitindo
0 aumento na captacdo da industria. Esses avancos, somados a melhoria da qualidade
do leite e a introdugdo de tecnologias adequadas a realidade do Brasil, privilegiando a
utilizacao de forrageiras tropicais € o bom gerenciamento da propriedade, modificaram
o perfil da produgdo leiteira. Apesar dos grandes avangos alcancados, o setor leiteiro

ainda precisa progredir muito, em todos os campos (Brandao e Leite, 2002).

Segundo a FAO (2005), a produ¢do mundial de leite no ano 2004 atingiu 625,6
milhdes de toneladas, das quais a América Latina contribuiu com 34 milhdes (5,43%).
O Brasil participou com 23,9 milhdes de toneladas, que corresponde a 71% do total do
subcontinente, mas apenas 3,8% do total mundial. Segundo as previsdes para o ano de
2005, se espera uma producdo total de 643,1 milhdes de toneladas (crescimento de
2,72%). No Brasil, a produgdo esperada ¢ de 24,6 milhdes de toneladas (crescimento de

2,84%).

De 1995 a 2001, a produgao brasileira de leite cresceu 4% ao ano, enquanto que
os demais paises da América do Sul tiveram metade desta taxa de crescimento. No
contexto mundial, o Brasil s6 foi superado apenas pela Ocednia (Nova Zelandia e

Australia), que cresceu 5,5% ao ano (Meireles e Rubenz, 2002).

Na tultima década, a producdo de leite na América Latina cresceu, em média,
45%, enquanto que no Brasil o crescimento foi de 50,7%, o maior crescimento no
subcontinente. Contudo, esse aumento de produg¢do nio permitiu o autoabastecimento
na regido que ainda ¢ importadora de produtos lacteos. Situacdes macroecondmicas
como a politica cambial do Brasil geram altos riscos no crescimento, assim, por
exemplo: entre janeiro e junho de 2005, o Brasil exportou o equivalente a 32,7 mil
toneladas de lacteos, o que gerou receita de US$ 50,7 milhdes. No mesmo periodo,

entretanto, as importacdes do segmento atingiram 40,6 mil toneladas, com gastos de
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divisas na ordem de US$ 68,5 milhdes. O resultado final foi um déficit na balanga

comercial de lacteos de US$ 17,9 milhdes (CNA, 2005).

Com relagdo ao consumo per capita de leite, apenas 3 paises da América Latina
(Argentina, Uruguai e Costa Rica) alcangam o consumo minimo recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de 143 litros/ano. Os demais paises t€ém em
média 121 litros per capita. No Brasil ndo existe uma informacao certa a este respeito.
Segundo Meireles e Rubenz (2002), o consumo de leite per capita para o ano 2000 foi
de 106,5 litros/ano, enquanto que para Martins (2005) foi de 138 litros/ano. Um
aumento no consumo per capita de 5 litros/ano, geraria uma demanda de leite adicional
de quase 1 bilhdo de litros. Assim, para responder as necessidades bdasicas, o setor

leiteiro teria que crescer a um ritmo superior a 3,5% por ano (Brandao e Leite, 2002).

O desempenho positivo alcangado pelo setor leiteiro nos ultimos anos provém de
uma série de fatores, como o melhoramento genético do rebanho, o surgimento de um
trabalho empresarial, programas especificos de estimulo a produ¢do e o advento do
Mercosul. Ainda assim, com o aumento consideravel do volume atingido, a qualidade
do produto esta sob suspeita, ndo somente em relagdo as exigéncias da inspecao
sanitaria, mas também as exigéncias dos laticinios por um produto com alta qualidade

de industrializagdo, principalmente para a producao de queijos.

A qualidade do leite como alimento e matéria prima para a industria de laticinios
depende da sua composi¢do quimica. Além de fatores relacionados com a alimentagado
da vaca, outros aspectos exercem efeito sobre a composi¢do do leite, entre os quais
podem ser mencionados o fator racial, o estagio da lactagdo, o clima, a estagdo do ano, a
presencia ou nao de mastite, a contagem de cé€lulas somadticas e o tipo de ordenha

(Miihlbach, 2004).

Para conhecer esses fatores ¢ urgente desenvolver métodos rapidos, seguros,
econOmicos e confiaveis para avaliar a qualidade do leite com relacdo ao metabolismo
animal, o qual ¢ a fonte das principais alteragdes do leite. Varios trabalhos tém sido
feitos neste sentido (Cote e Hoff, 1991; Fredeen, 1996; Mottram, 1997; Kida, 2003) mas
ainda ndo ha respostas concludentes, especialmente quando se estuda o efeito do

metabolismo sobre o conteudo dos principais componentes solidos do leite, que nas
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atuais condi¢des do mercado mundial do leite, sdo fatores determinantes no preco final

do produto.

O trabalho ¢ apresentado através de uma sequéncia de quatro artigos, dos quais
os dois primeiros correspondem aos experimentos realizados na parametrizagdo das
varidveis necessarias a serem usadas nos modelos matematicos. Os modelos sao

discutidos nos dois artigos finais.

O objetivo visado no presente trabalho foi determinar o valor diagnostico de
diferentes metabolitos presentes nos fluidos corporais do gado leiteiro (sangue, urina,
suco ruminal e leite), como ferramenta para intervir nos processos alimentares e
nutricionais que modificam a condi¢do metabodlica e a sua incidéncia sobre a qualidade
do leite, através da modelagem da composi¢ao quimica do leite a partir dos indicadores
endogenos do metabolismo e do controle endocrino em vacas leiterias de alta produgao

na regido sul do Brasil.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Setor Lacteo.

Historicamente o leite tem sido conhecido como um grande alimento, com
iniimeras possibilidades de transformacdo e conservacao, visando sempre garantir um
fator nutricional de alto potencial. Talvez por isso sejam explicdveis as imensas
transformagdes feitas pelos processos zootécnicos nos bovinos produtores de leite. Hoje
ndo interessa apenas o estudo da biologia da lactagdo, mas sim uma analise mais
abrangente de todos os fatores comprometidos com o leite e a sua cadeia produtiva.

Internacionalmente, em razdo da politica de auto-suficiéncia observada na
maioria dos paises, de um total de 600 milhdes de toneladas de leite de vaca produzidos
por ano no mundo, pouco mais de 6%, o que equivale a aproximadamente 36 milhdes
de toneladas, sdo comercializados internacionalmente. No entanto, segundo a
organiza¢do Mundial de Comércio (OMC), tal comércio representa 10% da produgdo de
manteiga, 7% da produc¢do de queijos, 30% da producao de leite em p6 desnatado e 49%

da producao de leite em po integral. Todos esses produtos relacionam-se diretamente
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com a composicao do leite, em especial com a quantidade de sdlidos totais (Espirito

Santo e Netto, 2002).

Nas ultimas trés décadas, houve mudancas no padrdo de crescimento da
producdo de leite no Brasil. Nos anos 1970, esse crescimento foi explicado pelo
aumento do nimero de vacas; nos anos 1980, os ganhos de produtividade e o aumento
do ntimero de vacas ordenhadas explicam, por igual o crescimento da producdo.
Entretanto, nos anos 1990, o fator mais importante para o crescimento foi o aumento da

produtividade (Gomes, 2002).

Os pregos internacionais dos produtos lacteos refletem as praticas de subsidios e
“dumping” utilizadas pelos paises desenvolvidos, marcadamente a Unido Européia e os
Estados Unidos. Essas praticas desleais de comércio desestabilizam os mercados,
deprimem os precos internacionais € deslocam da produgao eficientes fornecedores que
ndo subsidiam, incluindo naqueles paises em desenvolvimento, como o Brasil, que
possuem atividade leiteira com importancia social e econdmica. Assim fica claro que os
potenciais para as exportacdes brasileiras de laticinios dependem por sua vez, de duas
situagdes: a primeira, uma articulacdo com os paises que nao subsidiam as atividades
rurais, para alcangar €xito nas negocia¢des internacionais, visando um cenario para a
elimina¢do dos subsidios; e a segunda, a manutencdo de uma alta qualidade do produto

a fim de obter uma alta competitividade.

Mesmo que o Brasil implante uma grande politica de consumo interno de leite,
tem amplas possibilidades de ser exportador por causa de suas grandes taxas de
crescimento, os menores custos de producado, a incorporagdo de novas areas agricolas, a
possibilidade de dar valor agregado ao produto e a integracdo lavoura-pecudria, entre

outras (Martins, 2005).

Segundo Espirito Santo e Netto (2002), em 1994, ano da implanta¢ao do Plano
Real, a produ¢ao nacional anual de leite era de 15,78 bilhoes de litros. A maior parte de
essa producdo era transportada em latdes, sob temperatura ambiente, com grande perda
de qualidade até a chegada na industria. Para 2005, a situa¢do segundo a Comissao
Nacional de Pecuaria de Leite (CNPL) da Confederagdo da Agricultura e Pecuaria do

Brasil (CNA) indicaram producdo de leite de 24 bilhdes de litros. A qualidade ¢
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competitiva, devido em parte as implementagdes técnicas do Programa Nacional de
Qualidade do Leite (PNQL) e a entrada em vigéncia da Instru¢do Normativa 51
(MAPA, 2002). A elevacdo da producdo e da produtividade do rebanho brasileiro esta
diretamente ligada a especializagdo do pecuarista. O aumento da escala de produgdo
compensou o declinio no numero total de produtores, permitindo o aumento na captagao
da industria. Segundo Noro (2004), o nimero de produtores no Rio Grande do Sul que
entregaram leite aos laticinios passou de 141.439 em 1999, para 115.122 produtores em
2001 (diminuicao de 18,6 %). Mas a quantidade de leite entregue foi maior. Assim, em
1999 foram entregues 5,63 bilhdes de litros, enquanto que em 2001, foram recebidos
6,57 bilhdes de litros de leite (aumento de 16,7 %). Os avangos, somados a introduc¢do
de tecnologias adequadas a realidade nacional, privilegiando a utilizagdo de forrageiras
tropicais € o bom gerenciamento da propriedade, como controle leiteiro entre outros,

modificaram o perfil da atividade leiteira no Brasil.

As primeiras exportacdes relevantes de produtos lacteos ocorreram em 1996,
alcancando o valor de 19,3 milhdes de dolares. Em 1997, o Brasil realizou as primeiras
exportagdes de leite condensado, menos de 576 toneladas. Hoje, esse ¢ o principal
produto da pauta de exportagdes de lacteos, atingindo 13,7 mil toneladas no 2002. As
vendas externas de leite condensado agregam valor a trés matérias-primas que o Brasil
possui com baixos custos de produgdo: a embalagem de ago, o actcar e o leite. Dentro
das exportacdes, os queijos merecem destaque. Em 1996, foram exportadas 461
toneladas e em 2002 foram superiores a 2000 toneladas, evidenciando que o produto
brasileiro possui qualidade, além de que entre os produtos lacteos o consumo de queijo

¢ 0 que mais cresce no mundo (Espirito Santo e Netto, 2002).

O Brasil ¢ o sexto maior produtor de leite do mundo. Apesar do aumento da
producdo de leite observado nos ultimos dez anos, o pais continua sendo um destacado
importador. H& espaco para aumentar a produc¢do, de modo a alcangar o consumo ideal
recomendado pela OMS, que ¢ de 0,45 litros/habitante/dia, além da possibilidade de se
exportar leite e derivados. Para uma populagado estimada de 180 milhdes de habitantes, a
demanda atual seria superior a 29 bilhdes de litros de leite/ano, sendo que atualmente é
produzido em torno de 23,5 bilhdes de litros/ano, o qual da um déficit de 5,5 bilhdes de

litros. Além de maior produgdo, tem-se observado preocupacdo com a qualidade do
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leite, o que pode ser facilmente verificado pela rapida adocao da refrigeragao do leite

nas fazendas e na coleta a granel em varias regides.

O leite ¢ um dos alimentos mais importantes para o homem e ¢ um dos que
experimentardo maior crescimento nos proximos 20 anos, tanto em termos de producgio
quanto em termos de consumo. Este avango sera impulsionado principalmente pelas
mudangas que estio ocorrendo especialmente na Asia e na América Latina. E esperado
que seja intensificada cada vez mais a pressdo sobre o agronegocio do leite para
melhorar a sua qualidade, especialmente do ponto de vista da higiene e da seguranga
para o consumidor, como vem sendo sugerido por iniciativas como o Acordo para a
Aplicagdo de Medidas Sanitarias, que visa regulamentar o comércio internacional de

alimentos e resguardar a satide humana, de animais e plantas.

Parametros de qualidade do leite sdo cada vez mais usados para detectar falhas
nas praticas de manejo e servir como referéncia na valorizacdo da matéria prima. Paises
que competem no mercado internacional de lacteos, priorizaram a implantagdo de
programas de qualidade do leite cru resfriado para manter e ganhar mercados. Os
principais parametros utilizados pela maioria dos programas de qualidade do leite, estao
fundamentados na quantidade de gordura, proteina e lactose, na contagem de células
somaticas e unidades formadoras de placa, na adulteracio por agua, residuos e
antibioticos, nas qualidades organolépticas (odor, sabor, aspecto) e na temperatura da

matéria prima (Diirr, 2002).

Para atender demandas de qualidade, as indUstrias t€ém procurado matéria prima
de melhor qualidade, exigindo maior profissionaliza¢do dos produtores e aplicando
programas de pagamento por qualidade a exemplo de paises como Canada, EUA,
Austrélia, Nova Zelandia, e paises que participam do Mercado Comum Europeu. Estes
também utilizam a Contagem de Células Somaticas de Leite de Tanque (CCST), como
um dos parametros para avaliagdo da qualidade do leite (Ribas et al., 2002). Em nivel
regional, o Rio Grande do Sul ¢, conforme a Associacao Brasileira de Produtores de
Leite, o terceiro maior estado da Federa¢do em producdo do leite, sendo superado por
Minas Gerais, ¢ com escassa margem, por Goids. Mas, o Rio Grande do Sul ¢ o
primeiro estado da Federagdo em producdo individual, com 2,31 bilhdes de litros em

2002, tendo aproximadamente 2.450.444 cabecas de gado leiteiro, sendo que destas,
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1.281.907 eram vacas em producdo, que atingiram uma produtividade média diaria de
6,68 litros por dia, bem acima da média nacional que ¢ de 4,89 litros por dia. A
producdo de leite gatcha durante a Ultima década teve um aumento, de

aproximadamente 4,21 % ao ano (Noro, 2004).

2.2 Composicdo quimica do leite.

O leite bovino ¢ um fluido composto por nutrientes sintetizados pela glandula
mamaria, a partir de precursores derivados da alimentacdo e do metabolismo. Os principais
componentes incluem: a agua, os glicidios, a gordura, as proteinas, os minerais ¢ as
vitaminas. O leite ¢ composto por mais de 100.000 tipos diferentes de moléculas, e cada
uma apresenta fun¢do especifica, proporcionando nutrientes ou prote¢do imunologica para
o neonato. O leite constitui um dos alimentos mais completos que se conhece e oferece
grandes possibilidades de processamento industrial para a obtencdo de diversos produtos

para a alimentagao humana (Bachman, 1992; Collier, 1995).

A formacdo do leite demanda um enorme trabalho metabolico, requerendo a
passagem de 450 litros de sangue pela glandula mamaria para sintetizar um litro de
leite. O leite € secretado como uma mistura desses componentes e suas propriedades sao
mais complexas que a soma de seus componentes individuais (Gonzalez, 2001). O
conteudo de dgua no leite (87% na vaca) depende da sintese de lactose. A quantidade de
agua presente no leite é gera modificagdes no ponto de congelamento que podem ser

determinadas através do ponto crioscopico.

A lactose ¢ o principal glicideo do leite. E um dissacarideo composto pelos
monossacarideos D-glicose e D-galactose, ligados por ponte glicosidica 3-1,4. A lactose
tem importante papel na sintese do leite. E o principal fator osmético no leite,
responsavel por 50% desta variavel, e no processo de sintese do leite puxa agua para as
células epiteliais mamarias. Em funcao da estreita relagao entre a sintese de lactose ¢ a
quantidade de dgua drenada para o leite, o contetido de lactose ¢ o componente que tem
menos variagdo. Outros glicideos podem ser encontrados no leite, porém em
concentragdes baixas, tais como: galactose, amino-agucares, agucar-fosfatos,

oligossacarideos e acticares nucleotideos (Gonzalez, 2001).
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O componente lipidico do leite ¢ formado por uma complexa mistura, sendo os
triglicerideos os lipideos mais importantes (98%). Estes estdo compostos de trés dcidos
graxos em ligagdo covalente a uma molécula de glicerol por pontes éster. A gordura do
leite ¢ secretada das células epiteliais mamadrias na forma de globulos gordurosos,
principalmente compostos de triglicerideos rodeados de uma dupla camada lipidica
similar a membrana apical das células epiteliais. Esta membrana ajuda a estabilizar o
gloébulo de gordura formando uma emulsdo dentro do ambiente aquoso do leite. Por
estarem suspensos na agua e por apresentarem uma densidade inferior a da agua, os
globulos de gordura irdo concentrar-se na camada superior da massa de leite resfriado,

sendo necessario homogeneizar em forma constante (Diirr, 2002).

A quantidade e a composicao dos triglicerideos do leite variam muito entre as
espécies. Nos ruminantes, a propor¢ao de acidos graxos de cadeia curta e insaturados é
bem maior que nos monogastricos. Os precursores dos acidos graxos sintetizados no
tecido mamario incluem glicose, acetato e 3-hidroxibutirato (BHB). Entretanto, alguns,
acidos graxos provenientes da dieta ou do metabolismo ruminal e intestinal sdo
incorporados a glandula mamaria a partir do sangue. Aproximadamente 25% dos acidos
graxos do leite sdo derivados da dieta e 50% do plasma sanguineo. O resto ¢ elaborado
na glandula mamaria a partir de precursores, principalmente de acetato. Os ruminantes
sintetizam quantidades pequenas de 4cidos graxos a partir de glicose, devido a falta de
atividade da enzima citrato-liase. Os acidos graxos de cadeia média (8-12 carbonos) sdo
caracteristicos do leite ndo sendo possivel encontrd-los em outros tecidos. Os acidos
graxos de cadeia curta (menos de 12 carbonos) sdo sintetizados na glandula mamaria,
com participagdo do acetato e, provavelmente, do BHB. Os acidos graxos de 18 atomos
de carbono e alguns dos de 16 atomos de carbono derivam quase em sua totalidade do
sangue, aparecendo livres apenas em quantidades muito baixas no leite. O acetil-CoA
utilizado pela glandula mamaria dos ruminantes para a sintese da gordura do leite se
forma fundamentalmente a partir do acetato proveniente do sangue, que por sua vez,

provém do acetato absorvido no rimen (Gonzalez, 2001).

A composicao protéica total do leite retine véarias proteinas especificas. Dentro
das proteinas do leite, a mais importante ¢ a caseina (85% das proteinas lacteas).
Existem varios tipos identificados de caseinas: o, B, y € k, todas similares na sua

estrutura, mas com diferente importancia na qualidade do leite. As caseinas se agregam
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formando granulos insoltiveis chamados micelas. As demais proteinas do leite estdo em
forma soluvel. As proteinas do soro do leite variam com a espécie animal, o estagio de
lactacdo e a presenca de inflamagdes intramamarias. As principais proteinas do soro do
leite de vaca sdo a B-lactoglobulina e a a-lactoalbumina, esta Gltima correspondendo a
2-5% do total de proteinas e funcionando como uma das subunidades da enzima lactose-

sintetase.

Os principais minerais encontrados no leite sdo célcio e fosforo. Eles estdo
basicamente associados com a estrutura das micelas de caseina. Assim, o soro do leite
tem relativamente pouco calcio e fosforo, comparado com o leite inteiro. O leite
também contém pequenas quantidades dos demais minerais encontrados no organismo
animal. O cdlcio e o magnésio insollveis se encontram fisica ou quimicamente
combinados com caseinato, citrato ou fosfato, conseqiientemente, o leite tem um
mecanismo que lhe permite acumular uma concentracgao alta de calcio ao tempo em que

mantém o equilibrio osmético com o sangue (Gonzalez, 2001)

A glandula mamaria ndo pode sintetizar vitaminas. Portanto, para sua secre¢ao

no leite depende do aporte sanguineo. O leite contém todas as principais vitaminas.

O leite sempre contém leucdcitos, e sua quantidade varia com a espécie € com 0
estado de satide da glandula mamaria. O leite contém enzimas como a peroxidase € a

catalase, as quais aumentam nos processos inflamatorios.

2.3  Manipulacao da composi¢ao do leite.

Muitos fatores influenciam a qualidade microbioloégica e a composicao
nutricional do leite. Aspectos tais como a raca, o estagio da lactacdo, a temperatura
ambiental, as condicoes de estresse do animal, a perda excessiva de condi¢ao corporal, a
estacdo do ano, a contagem de células somaticas, a mastite e a saude geral da vaca, a
manifestacdo do cio, a freqiiéncia e a técnica de ordenha e o volume de producdo,
exercem efeitos sobre a composi¢do do leite. Os fatores relacionados a alimentagdo e a
nutricdo sao os mais importantes € os que podem ser controlados e possivelmente
conhecidos em prazos relativamente curtos, embora demandem um conhecimento mais

aprofundado, j4 que afetam ndo somente a fermentagdo no rumen como também o
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metabolismo geral do animal e a secre¢dao de leite no ubere (Fredeen, 1996; Miihlbach

et al., 2000).

A produgdo de leite, em quantidade e qualidade, depende principalmente do
aporte adequado de proteina e energia na dieta da vaca em lactacdo. A energia
necessaria para o metabolismo dos ruminantes provém basicamente dos acidos graxos
volateis produzidos no rimen pela fermentacdo dos diferentes alimentos e, dependendo
da composicdo da dieta, ocorrerd uma variagcdo entre a propor¢do dos acidos graxos
acético e butirico, que sdo os precursores de gordura do leite e o acido propidnico que é
o precursor de lactose do leite e responsavel pelo volume de leite. Assim, os efeitos do
aporte de energia na dieta podem ser variaveis, afetando o teor de gordura ou

influenciando a quantidade do leite.

A sintese de leite desloca o metabolismo energético para ela. Geralmente, a
subnutri¢do energético-protéica reduz a qualidade do leite (teor de gordura). Quando o
animal produz grandes volumes de leite, devido ao mérito genético e ndo tem adequado
fornecimento de energia para sustentar a alta produgdo o animal pode apresentar perda
de peso, mobilizando reservas de gordura e proteina. Metabolicamente, os corpos
cetonicos aumentam sua concentracdo no sangue, leite e urina (Heuer et al., 2001).
Uma deficiéncia protéica na dieta pode ter efeito varidvel sobre o teor de gordura do
leite. Se o teor de gordura anterior a deficiéncia protéica for normal (segundo o padrao
da raga), tenderd a haver uma reducdo, especialmente se isso ocorrer nas primeiras
semanas da lactacdo. Caso o teor de gordura ja estiver inferior a 3%, a deficiéncia
protéica ndo causard maior efeito depressivo (Kennelly et al., 1999; Miihlbach, et al.,

2000).

Na pratica observa-se que, com o aumento no fornecimento de concentrado,
aumenta a produgdo de leite, com queda no teor de gordura, em diferentes niveis
segundo o tipo de producdo. As vezes, em animais de alta produgio de leite, apesar da
diminui¢do na percentagem de gordura, ndo ha diminui¢ao da produgao total de gordura
(litros de leite multiplicados pelo teor de gordura). Isto porque o maior volume de leite
alcangado pelo fornecimento de concentrado, o qual produz maior quantidade de 4cido
propidnico precursor de lactose, compensa a queda na percentagem de gordura.

Contudo, a quantidade de concentrado ndo pode estar acima do 50% na matéria seca
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(MS), devido a que altas taxas de fermentacao tipicas dos concentrados, causam intensa
queda no pH do ramen, levando o animal a diminuir o consumo de alimento. E o que
ocorre no caso da sindrome de acidose subclinica (SARA), em que o pH do rimen esta
grande parte do tempo abaixo de 6,0, o que retarda a fermentacdo do alimento
volumoso, prejudicando a biossintese de proteina bacteriana (Enemark et al., 2004). A
queda no teor de gordura do leite seria devida a duas condi¢des no ramen: uma
fermentagdo anormal, com diminui¢do do pH e relagdo acético:propidnico inferior a 3,
devido ao excesso de concentrado, e também como conseqiiéncia da presenca de

gordura insaturada na dieta (Griinari et al., 1998).

A adi¢do de quantidade controlada de o6leo vegetal (gordura insaturada) pode
baixar o teor de gordura em até¢ uma unidade percentual, embora a producio de gordura
total pode permanecer igual ou até aumentar (Bachman, 1992). Todavia, quantidade
excessiva de oleo vegetal na dieta ¢ toxica as bactérias celuloliticas do ramen, que
produzem o 4acido acético a partir da fermentagdo da fibra; assim, ha reducdo da
fermentagdo da fibra e, em conseqiiéncia, queda no teor de gordura do leite (Delbecchi
et al., 2001). As chamadas gorduras “bye-pass” (que ndo sofrem alteragdes
fermentativas no ramen), fornecidas na dieta de vacas em lactacao, além de melhorar o
equilibrio energético-protéico do animal, podem aumentar a propor¢ao de certos acidos
graxos de ligacdes duplas conjugadas na gordura do leite, como o acido linol€ico, com

reconhecido potencial no mercado do leite (Miihlbach et al., 2000).

Os carboidratos ndo fibrosos (farelos, farinhas, graos, residuos amiladceos da
industria, silagem de grao uUmido, etc.), também chamados glicidios de rapida
fermentagdo (GRF) sdo importantes porque, ao serem fermentados, produzem
rapidamente a energia necessaria para os microrganismos do rumen se multiplicarem.
Essa libera¢do de energia permite a transformac¢do da amonia em proteina microbiana,
que ¢ a principal fonte de aminoacidos para a producdo da proteina do leite. Os GRF
também fornecem parte da energia necessaria para aumentar o volume de leite
produzido. Em geral, o fornecimento de concentrado no limite maximo (50% da MS)

tende a aumentar o teor de proteina no leite (Miihlbach et al., 2000).

Os ionoforos (aditivos antibidticos que modificam as taxas de fermentacdo)

podem diminuir a propor¢dao de 4acido acético e aumentar a propor¢do de acido
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propionico. Seu uso em vacas de alta producao pode diminuir o risco de cetose no inicio
da lactagdo, o que pode aumentar a producdo do leite, mas em recentes estudos
demonstra-se que seu uso pode causar reducdo no teor de gordura do leite (Fredeen,

1996).

De forma geral, o teor de proteina bruta do leite ¢ determinado a partir da analise
do teor de nitrogénio multiplicado pelo fator 6,38. A caseina, que ¢ a proteina de maior
interesse na fabricacdo dos queijos, pode chegar até 79% da proteina bruta do leite, em
quanto que 17% corresponde as proteinas do soro (lactoalbuminas) e 4% compde o

nitrogénio ndo protéico, do qual 48% ¢ uréia (DePeters e Cant, 1992).

O teor de proteina no leite somente ¢ afetado pelo teor de proteina na dieta
quando esta estiver abaixo do minimo recomendado. Com niveis acima de 15% na MS,
praticamente ndo hd resposta a suplementacdo protéica, em termos de aumento na
proteina no leite. Os principais estudos na relacdo proteina na dieta e proteina do leite,
tém a ver com o nivel de degradabilidade, que se reflete nos niveis de Nitrogénio Uréico
no Leite (NUL), excelente indicador da ingestdo de proteina e de sua relagdo com os
niveis de energia na dieta. O uso do NUL ¢ uma boa ferramenta para monitorar a
eficiéncia com que a proteina da dieta é aproveitada pelo animal. E recomendada uma
propor¢ao de 35-40% da proteina bruta total, como ndo degradével no rimen, ja que
mudangas nas propor¢des afetam o teor de caseina do leite e assim o rendimento em
queijo. O uso de proteina menos degradavel no rimen pode aumentar o teor de proteina
do leite, a producdo de leite, como também aumentar os niveis de nitrogénio ndo

protéico, sempre as custas do teor de caseina (DePeters e Cant, 1992).

Hé unanimidade na literatura em relagdo ao fato de que a lactose ¢ o componente
do leite menos afetado pela alimentagdo. Sob condi¢des normais, o teor de lactose ¢ um
pouco menor no inicio e no fim da lactagdo, com mudangas que acompanham a curva de
produgdo. A lactose é considerada o indicador do volume de producdo “marca-passo”,
ou seja, quanto mais acido propidnico estiver disponivel para a sintese de lactose no
ubere, tanto mais leite ¢ secretado (Miihlbach et al., 2000). A lactose e o potassio
mantém o equilibro osmético entre o leite e o sangue, através da retirada de agua dos
fluidos extra e intracelulares. Assim, quanto mais lactose ¢ secretada, tanto mais agua é

necessaria para formar o leite, sendo que o leite tem 87,5% de agua (Fredeen, 1996).
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2.4 Indicadores do metabolismo.

Marcadores bioquimicos sdo substancias cuja determinacdo em amostras de
tecidos ou fluidos animais, permitem estabelecer o grau de adequacdo metabdlica ou de
homeostase em um processo bioquimico do organismo do um animal ou grupo de

animais (Wittwer, 2000).

A maioria dos transtornos metabolicos pode ser detectada mediante o uso de
perfis bioquimicos no sangue ¢ outros fluidos bioldgicos nas épocas em que os animais
sa0 mais suscetiveis, como na €poca do peri-parto. A aplicagcdo dos perfis bioquimicos,
levando em conta as caracteristicas dos rebanhos, a localizacdo geografica e o estado
fisiologico dos animais, oferece uma importante perspectiva para detectar em tempo
alguns distirbios metabdlico-nutricionais, que afetam a satude, a produgdo e a fertilidade

dos rebanhos (Wittwer, 2000).

Na maioria dos transtornos ruminais e metabolicos, as alteracdes bioquimicas
iniciais podem ser detectadas no liquido ruminal, na urina ¢ no leite (Bouda et al.,

2000).

Com base nos estudos de perfil metabolico, diferentes trabalhos estabeleceram
relagdes entre componentes sangiiineos e componentes no leite que podem refletir
desequilibrios metabdlico-nutricionais a partir de um fluido muito mais facil de ser

obtido, como ¢ o caso do leite (Fredeen, 1996; Hamann e Kromker, 1997; Kida, 2003).

2.4.1 Indicadores no sangue.

A composi¢do bioquimica do sangue reflete de maneira confiavel o equilibrio
entre o ingresso, 0 egresso € a metabolizagdo dos nutrientes nos tecidos animais. O grau
de equilibro chama-se homeostase, processo em que estdo envolvidos complexos
mecanismos metabdlico-hormonais. A interpretagdo dos componentes quimicos do
sangue, conhecido como Perfil Metabolico, pode ser util para diagnosticar diferentes

desequilibrios no animal (Gonzalez, 1997).

Segundo Wittwer (1995), o perfil metabdlico pode analisar inimeros metabdlitos, os

quais podem ser agrupados para testar o metabolismo protéico (hemoglobina, uréia,
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proteinas totais, albumina, globulinas), o metabolismo energético (glicose, corpos
cetonicos, B-hidroxibutirato, dcidos graxos ndo esterificados, triglicerideos, colesterol) o
metabolismo mineral (célcio, fosforo inorganico, magnésio, sodio, potassio, cobre,

zinco, selénio) e a funcdo hepdtica (enzimas celulares: AST, FA, ALT, GGT).

Através do uso do perfil metabdlico € possivel estudar e corrigir doengas
metabolico-nutricionais, monitorar a adaptacdo metabdlica e diagnosticar

desequilibrios da homeostase de nutrientes (Gonzalez, 2000).

Cote ¢ Hoff (1991) propuseram a interpretagdo rotineira do perfil metabdlico
como uma importante ferramenta no estudo de problemas na producao leiteira. Agora, o
uso do perfil ¢ uma pratica normal nos rebanhos leiteiros dos paises desenvolvidos

(Oetzel, 2001).

No Brasil, relativamente poucos trabalhos tém sido feitos em relagdo aos perfis
metabdlicos, embora atualmente com maior freqiiéncia encontram-se referéncias nessa

area da patologia clinica (Gonzélez, 2002; Lago et al., 2004).

2.4.2 Indicadores na urina.

A urina tem sido usada como um bom indicador que pode testar algumas

desordens metabolicas (Ortolani, 2002; Oetzel, 2001).

A urina ¢ um fluido formado nos rins como resultado da filtracdo do plasma,
sendo suas principais funcdes: eliminagdo de substancias produzidas pelo catabolismo
corporal, e portanto potencialmente toxicas ao organismo (uréia, creatinina, uratos), e
eliminagdo do excesso de substancias (ions sodio, potassio, cloreto e hidrogénio). A
urina participa na manuten¢do da homeostasia normal do plasma, regula a perda de
metabolitos organicos e garante a eliminagdo de substancias hidrofilicas indesejaveis

(Kantek, 1996).
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A maior ou menor taxa de filtragdo, reabsor¢do e excre¢ao de alguns nutrientes e
catabolitos pelos rins permite com que a urina seja utilizada no diagnostico de algumas
situagdes metabdlicas. Uma das grandes vantagens da urina ¢ a sua fécil coleta. O ideal
¢ que a urina coletada seja analisada o mais rapidamente possivel, em especial quando
se querem determinar substincias volateis como os corpos cetonicos, que tém certa
instabilidade quimica. Quando nao for possivel sua pronta andlise, recomenda-se

conservagao sob refrigeracao a 4 °C até por 12 horas (Ortolani, 2002).

O pH urinério est4 influenciado pelo balanco de fons H' e bicarbonato na urina.
Quanto maior H', menor bicarbonato e vice-versa. Em muitos casos o pH urinario
reflete o estado de acidose ou alcalose do organismo com um todo, porém em outras
situacdes esta varidvel ndo ¢ boa indicadora do que acontece no sangue devido a
mecanismos compensatorios de eliminagio do ion oposto. A excregdo de fons H' esta
fortemente atrelada a eliminacdo de amonia pelos rins. Uma molécula de amonia
excretada no tibulo contorcido proximal se associara a um fon H' dentro da luz deste
segmento. Partes dos fons H™ excretados na urina podem também estar associados a
elimina¢do de moléculas de fosfato e lactato. Ja o bicarbonato provém na sua maioria da
propria passagem de bicarbonato sangiiineo pelo glomérulo renal. Quanto maior a
concentragdo sangiiinea de bicarbonato, maior a filtragao desta molécula pelo glomérulo
(Kaneko et al., 1997). O pH normal urinario dos ruminantes varia de 6,5 a 8,0;
normalmente os bovinos sob pastejo t€ém um pH urindrio bastante alcalino, enquanto
que animais recebendo dietas ricas em carboidratos soliveis apresentardo um pH mais
acido. Os valores de pH urindrio variam no decorrer do dia, sendo mais acidos logo
apos a alimentacao devido a menor filtragdo glomerular. Também, o pH urinario pode
se alterar pelas bactérias contaminantes da urina, as quais podem degradar a uréia em
amonia, principalmente se o pH original da urina for maior que 7,3, alcalinizando

sensivelmente o pH urindrio (Ortolani, 2002).

Os corpos cetonicos sdo compostos primarios formados no metabolismo das
gorduras e do butirato, estando representados pelo B-hidroxibutirato (BHB), o
acetoacetato e a acetona. O acetoacetato ¢ quimicamente instavel e pode ser

transformado em acetona e didoxido de carbono. Tanto o acetoacetato como o BHB sdo
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compostos acidos, com pKs baixos, ou seja, que no sangue cerca do 99% estardo na
forma ionizada, e se estiverem em grande quantidade poderdo provocar acidose
metabolica. Normalmente os corpos cetonicos sdo formados em pequena quantidade no
organismo, ndo se acumulando. A detec¢do de acetona e de acetoacetato na urina ¢ feita
por meio da prova de Rothera, que utiliza o nitroprussiato de s6dio como reativo. Esta
prova ¢ rapida e pode ser realizada com uso de fitas ou tabletes comerciais (Kaneko et

al., 1997; Geishauser et al., 1997).

Normalmente as proteinas deverdo estar ausentes embora em algumas
circunstancias podem aparecer em quantidades muito baixas. S6 € possivel achar niveis
altos de proteinas urindrias associadas a processos inflamatoérios genito-urinarios ou a
nefrose. A proteintria ¢ fisiologica em terneiros nas primeiras horas apds o parto

(Bouda et al., 2000).

A glicose, quando em quantidade normal no sangue, encontra-se ausente na
urina devido ao fato dela ser totalmente reabsorvida nos tubulos proximais renais. O
aparecimento de glicosuria ocorre quando a quantidade de glicose no filtrado
glomerular ¢ superior a capacidade de reabsor¢ao do tubulo, ou quando a reabsorgao
tubular ¢ insuficiente. A presenga de glicostria deve ser relacionada com os niveis de

glicose no sangue (Kantek, 1996).

O urobilinogénio provém do metabolismo da bilirrubina e sua determinacao na
urina tem interesse porque normalmente ¢ possivel detectar alteracdes antes que no

sangue (Kaneko et al., 1997).

2.4.3 Indicadores no suco ruminal.

Os ruminantes ocupam uma grande posicdo estratégica com relagdo a outros
animais. Eles podem obter seus nutrientes a partir de fibra e fontes ndo protéicas; por
sua vez, o complexo mecanismo fermentativo otimiza a utilizagdo de diferentes

produtos no sistema digestivo. Nas cadeias alimentares, os ruminantes desenvolvem um
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importante papel na transformagdo do carbono fixado nos tecidos vegetais através da

fotossintese, em substancias organicas, entre elas o leite (Van Soest, 1994).

Nos ruminantes, especialmente nos bovinos, os transtornos digestivos que
ocorrem no rumen e as doengas metabdlicas sdo fendmenos que se apresentam
freqiientemente. A maioria das alteragdes ocorre sem forma evidente (subclinica),
embora, durante as doencas metabolicas os animais podem diminuir sua producdo em

10 a 30% (Bouda et al., 2000).

Conhece-se que animais sob pastejo apresentam diferentes formas dos processos
fermentativos, os quais na maioria das vezes tém profunda relacdo com o tipo de
forragem fornecido como alimento para os ruminantes. Além de o animal apresentar
mudangas nos processos digestivos, muda também a composi¢ao do leite, como reflexo

direto das mudancgas alimentares (Soriano et al., 2000).

Virios trabalhos tém testado de forma especifica o efeito da composicdo da dieta
ou de seu tipo de degradacdo sobre a composi¢do do leite ¢ a forma ideal de seu
monitoramento. Este fato mostra a grande importancia dos estudos da fermentagao
ruminal e sua relagdo com a qualidade do leite (Sutton, 1989; Fredeen, 1996; Miihlbach

et al., 2000).

A deteccdo de transtornos ruminais e metabdlicos tem de seguir uma
metodologia que possa garantir uma amostragem homogénea entre os animais suspeitos
das doencas. Sugere-se monitorar vacas no inicio da lactacdo principalmente (Bouda et

al., 2000).

Intimeras pesquisas tém sido feitas no mundo para manipular o ecossistema
ruminal, visando melhorar as taxas de eficiéncia na fermentacdo. Nos ultimos anos t€ém
sido pesquisados os efeitos de antimicrobianos (especialmente iondforos), o efeito da

adicdo ou supressao de componentes da dieta, a produgdo de gés, a producao de
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hidrogénio e a utilizacdo de energia dentro do ramen, entre outros aspectos estudados

(Van Soest, 1994; Martin, 1998).

Diferentes modelos experimentais tém sido analisados, procurando obter
aproximacgdes matematicas para o comportamento dos fluidos bioldgicos indicadores da
quimica sangiiinea e a sua relacdo com os processos digestivos no ramen (Brown et al.,

2000).

Entre as disfuncdes digestivas encontra-se a alcalose ruminal, originada por
desequilibrio na dieta, determinando um aumento na concentra¢ao de radicais NHs no
ramen , aumento do pH ruminal e uma alcalose sistémica. As principais causas podem
ser: alto contetido de substancias nitrogenadas na dieta, presenga de nitratos ou nitritos
em algum componente da dieta, uso de substincias alcalinizantes e intoxicacdo por

amonia pelo uso de uréia (Ortolani, 2002).

Na metade da década dos 1990, a acidose ruminal subaguda (SARA, da sigla do
inglés “Subacute Ruminal Acidosis”), cobrou grande importincia no manejo dos
ruminantes, especialmente quando os animais sdo alimentados com graos. A Sara ¢ um
grave problema metabolico com severas repercussdes na saude das vacas e na

quantidade e qualidade do leite (Brown et al., 2000; Enemark et al., 2004).

O melhor método para o diagndstico de SARA ¢ a medicao do pH ruminal. O

suco ruminal pode ser coletado mediante sonda ruminal ou através de rumenocentese

(Bouda et al., 2000; Enemark et al., 2004).

Ainda sendo a medicao do pH, a prova definitiva para diagnosticar a SARA,
existem alguns fatores que precisam ser controlados a fim de evitar erros na medigao,
tais como: técnica de medicdo, calibracdo dos aparelhos, hora de medigdo, tipo de

amostra coletada e volume da amostra (Oetzel, 2001).
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No suco ruminal também ¢ possivel determinar alguns outros indicadores da
atividade do ramen: a determinagdo da atividade redutiva bacteriana pode avaliar o
estado de normalidade ou anormalidade da microflora ruminal; a avaliagdo de
protozoarios através da densidade da populagdo e a intensidade dos movimentos destes
microorganismos. Indicadores fisicos como cor, consisténcia e sedimentacdo dao

informacdes tuteis (Bouda et al., 2000).

2.4.4 Indicadores no leite.

O monitoramento, em qualquer atividade, ¢ a ferramenta que permite a
identificagdo dos pontos limitantes e os resultados de suas eventuais corregdes. E
preciso saber o que ocorre e posteriormente ter pardmetros ou objetivos que possam ser
alcangados para que se possa atingir a eficiéncia. A nutricdo, base fundamental da
producdo, pode ser monitorada de diversas formas. O acompanhamento da condicdo
corporal dos animais e o perfil metabdlico do rebanho, por exemplo, sdo indicadores da
adequagdo nutricional. Existe, porém uma forma de monitoramento nutricional do

rebanho ainda pouco explorada, qual seja a composi¢ao do leite (Collier, 1995).

Existe um equilibrio isotonico entre o sangue e o leite, embora nao exista o
mesmo equilibrio entre os componentes individuais nesses fluidos. A glandula mamaria
obtém do sangue 80% dos compostos primarios para a sintese do leite. Dentro da
dindmica dos fluidos corporais, o leite apresenta um excelente meio para conhecer
estados metabolico-nutricionais nas vacas, uma vez que se trata de uma secrecao obtida
por filtracdo sangiiinea. Muitos metabolitos sdo secretados no leite e outros utilizam esta
via como rota de excrecdo, de forma que sua medi¢do pode indicar o grau de trabalho

metabolico feito (Gonzalez e Campos, 2003).

Atuais estudos no Brasil, fazem medi¢cdes em diferentes fluidos corporais,
procurando informagdo util nos processos necessarios para garantir a qualidade do leite.
O fato constitui um novo tipo de estudo em areas diferentes, cujas particularidades
possam dar respostas adequadas aos problemas que afetam a qualidade do leite tal

como se faz nos paises desenvolvidos (Gonzalez, 2001).
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2.5 A modelagem como ferramenta de analise

Segundo Lovatto e Sauvant (2002) o desenvolvimento de sistemas de modelos
pressupde sistematizagdo do conhecimento e atencdo a critérios especificos. O uso de
modelos nos sistemas agricolas permite a integragdo dos aspectos sociais, econdomicos,
vegetal e animal. A modelagem aplicada a agricultura pode ser utilizada como uma
ferramenta para melhor compreender e otimizar a performance e/ou a veracidade dos
sistemas. A simulacdo pode também ser usada para verificar as areas onde o

conhecimento é escasso ou mesmo inexistente.

Cada pessoa usa implicitamente modelos dentro de uma exploragao permanente
e as vezes automatica do meio ambiente. Cada um de nds tem uma necessidade de
logica e de métodos dentro de suas relagdes com o mundo. A modelagem ¢, portanto,
muito mais presente e real do que imaginamos no cotidiano. No entanto, a modelagem
com objetivos académicos e de pesquisa nas areas agrarias ¢ relativamente recente. Na
verdade foram os estudos de Fischer na década de 1930 que indicaram a possibilidade
de integrar num mesmo modelo analitico diferentes fatores de variacdo. A seqiiéncia
disso foi a integracdo da analise de variancia na rotina experimental. Esta técnica
matematica ajudou a esclarecer e a compreender as fontes de variagdao e conseguiu um
grande avan¢o na qualidade da pesquisa agricola. Porém, foram os modernos
computadores e o desenvolvimento da informdtica que permitiram a

multidisciplinaridade na concepgdo e no uso dos modelos.

A compreenssdo das relacdes entre os componentes bidticos, abidticos,
econdmicos € sociais requer um balanco entre o conhecimento desta complexidade e a
sua integracdo através dos distintos niveis hierarquicos de organizagdo do sistema. O
desenvolvimento de modelos de simulagao e sua implementagdo em programas para
computador tém sido a maneira mais adequada de obter uma ferramenta util para o
estudo das relagdes entre os fatores associados a um campo especifico do sistema em

estudo (Cangiano et al., 2002).

O conceito de “sistema” carrega consigo as problematicas inerentes aos
sistemas, que tem como premissa cinco grandes areas de estudo. A primeira, as relacdes
com o meio ambiente. A segunda, a organizagdo interna com suas hierarquias

funcionais e estruturais e das caracteristicas constitutivas ou somaticas. A terceira, é a
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noc¢ao de conservagao que implica no estado do sistema e de sua homeostasia. A quarta,
¢ a necessidade de variagdo que por sua vez, ¢ funcdo da finalidade. A quinta area se

relaciona com a evoluc¢do do sistema no tempo.

O desenvolvimento de um modelo segue etapas sucessivas e ldgicas e incluem:
1. Formulacao clara de objetivos para fixar e descrever os limites dentro dos quais se
desenvolvera o trabalho. As qualidades do modelo e da simulacdo estdo fortemente
relacionadas a simplicidade dos objetivos.
2. escolha do sistema a qual leva implicita a hierarquizagdo das informagdes ¢ a relagao
do conhecimento com o seu nivel de agregagao ou de explicagao.
3. Formulagdo de hipdteses quantitativas, passo que permite a interagdo no tempo € no
espago com o modelador. Usualmente nesta fase se elabora o chamado “diagrama de
Forrester”, o qual ¢ uma representacdo da anatomia do modelo, onde as relagdes e
hierarquias entre os componentes ficam representadas graficamente.
4. A formulacdo de hipdteses qualitativas que representam a maneira como Ssao
definidas as relagdes matematicas dentro do modelo. Geralmente os modelos biologicos
sdo feitos a partir do conceito de compartimento e a regra basica neles é que a variagdo
da massa de uma varidvel de estado durante um determinado tempo seja a diferenca
entre o fluxo de entrada e o fluxo de saida. O desenvolvimento das hipdteses
quantitativas precisa da ajuda das equagdes diferenciais, isto ¢ uma constru¢do
matematica dos processos.
5. A determinacao dos parametros ou fase de parametrizacdo. Um parametro pode ser
definido dentro da modelagem, como um elemento numérico que, multiplicado pela
variavel de estado, produz um fluxo de troca. Os parametros sdo obtidos a partir de trés
métodos fundamentais: experimentacdo, pesquisa de opinido ou analise bibliografica,
esta ultima de especial importancia pela revisao e conhecimento do estado da arte na
area de estudo. A fase final corresponde a avaliagdo do modelo, que podera ser interna
ou externa. A avaliacdo interna testa a coeréncia interna do modelo, isto €, se os
principios levados em conta na escolha das hipoteses qualitativas e quantitativas se
expressa na forma esperada no momento da simulagdo. A avaliagdo externa tenta

estabelecer se o modelo reproduz em forma coerente situagdes diferentes (Lovatto e

Sauvant, 2002).
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2.5.1 Tipos de modelos

Segundo Fialho (1999) os modelos podem ser classificados em trés grupos:
fisicos, conceituais ou tedricos, ¢ matematicos. Os modelos fisicos s3o uma
representacdo geralmente em menor escala da realidade, como por exemplo as maquetas
de edificios ou de usinas. Os modelos tedricos ou conceituais descrevem o sistema ou
seu comportamento através de teorias ou graficos. Os modelos matematicos descrevem
o sistema mediante equacdes matematicas para o qual sdo necessdrios dados como

entrada e saida do modelo.

Os modelos matematicos por sua vez podem ser classificados como modelos
“lineares” ou ‘“ndo lineares” de acordo ao tipo de equacdes que eles constituem.
Também podem ser classificados em “empiricos” ou em “mecanicistas”, segundo o
grau de explicagdo dos fenomenos que eles descrevem ou estimam. Igualmente os
modelos matematicos podem ser classificados como “estaticos” ou como “dinamicos”,
de acordo a como eles trabalham com relagdo ao tempo. Finalmente os modelos
matematicos podem ser “‘estocdsticos” ou “deterministicos”, de acordo com o
tratamento probabilistico dado a suas varidveis e seus parametros (Sainz e Baldwin,

2002)

Os modelos lineares tém natureza normativa e sdo utilizados em situagdes que
permitem a linealizagdo do problema. Para que um sistema possa ser considerado linear,
deve respeitar algumas consideracdes, algumas delas bésicas a todos os procedimentos
do delineamento experimental (Danfaer, 1991). Entre estas condigdes estdo:
simplicidade, alto grau de precisdo, auséncia de erro sistémico, amplo intervalo de
validade das conclusdes e levar implicito o calculo do grau de incerteza. Outras
condigdes, pelo contrario, sdo inerentes a propria técnica de analise matematica da
regressdo linear, tais como: o objetivo do problema deve ser Unico e visa otimizar
(maximizar ou minimizar) a solugdo deste; a fungdo objetivo deve ser especificada e
conter todas as alternativas disponiveis, chamadas variaveis de decisdo; todas as
variaveis devem estar sujeitas a restricdes e limites, devem possuir expoente 1 e

contribui¢do proporcional e aditiva na fungdo objetivo.

Os sistemas lineares permitem a simplificagdo da estrutura matematica,

reduzindo a necessidade de recursos computacionais de alto porte (software e hardware)
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para a sua resolucdo. Infelizmente, varios componentes e fenOmenos que ocorrem no
interior dos sistemas agropecuarios, ndo t€ém comportamento linear. Nas fungdes ou
sistemas nao lineares pelo menos uma das variaveis apresenta expoente diferente de 1, e
que ndo permite a linearidade e/ou a aditividade das contribui¢gdes na fungdo objetivo

(Ragsdale, 1997).

Os modelos dinamicos tém dentro de suas bases conceituais a variagcdo de um
fator em fungdo do tempo, quase sempre registrado como AXAt * onde, Ax = variagio
da atividade do fator em estudo e At = tempo no qual o fator acontece. Na pratica
matematica, isto ¢ conhecido e estudado dentro das equagdes diferenciais (na situagdo
apresentada ¢ de primeiro caso). A definicdo mais simples de equacdo diferencial, ¢
uma equagao que contem derivadas e sdo de grande utilidade nos estudos de fluidos,
dissipacao de calor, mudanga de peso e aumento ou diminui¢ao de populagdes, entre
outras. As equagdes diferenciais podem ser simples ou com uma uUnica variavel, e
equacdes parciais, onde entram mais de duas variaveis independentes. As solugdes das
equacdes diferenciais ndo sdo Unicas, levando como solugdo um conjunto matematico
conhecido como sistema de equagdes. Atualmente, existem pacotes computacionais que,
através de algoritmos especiais (Euler, Runge-Kutta), fazem a solugdo destas equacdes
um processo relativamente amigével, quase sempre mediante o uso das integrais

matematicas (Sainz e Baldwin, 2002).

Os modelos que incluem dentro de seu objetivo de estudo varidveis aleatorias
sdo definidos como modelos estocasticos. Até faz pouco tempo, estes modelos foram
estudados a partir dos tradicionais ajustes alcancados mediante a teoria dos minimos
quadrados (mais conhecida como método freqiientista). Estes métodos nao conseguiram
um alto grau de aproximacdo para o controle das incertezas, colocando-os como pouco
capazes de predizer com seguranga. Nos ultimos anos, apareceu um novo enfoque sobre
a abordagem probabilistica, surgida a partir da possibilidade computacional para a
aplicacdo do teorema de Bayes. Os atuais modelos que usam o método bayesiano tém
tido grande sucesso devido a que todos os pardmetros podem ser usados dentro do
modelo como varidveis aleatorias, o qual requer um menor nimero de dados pois 0s
conceitos probabilisticos envolvidos diminuem a dependéncia do ajuste do modelo em

relagdo ao nimero de dados utilizados (Silva et al., 2005).
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O método bayesiano de probabilidade permite a obtencao imediata de intervalos
de credibilidade, levando em conta a incerteza existente nos parametros
simultaneamente, sendo portanto, a estimacao por intervalo geralmente mais precisa em
relacdo aquela apresentada no método freqiientista de ajuste. O método bayesiano ¢ util
em estudos epidemiolédgicos, no estudo de curvas de lactacdo, de estudos dose-resposta
ja que possui informagdes a priori a respeito dos parametros de uma fungido de
verossimilhanga dos dados, ¢ do calculo de distribui¢do de probabilidade a posteriori.
Normalmente s3o usadas ferramentas como simulagdo de Monte Carlo ou algoritmos
interativos tipo “Gibbs Sampler”, através dos quais melhora a informagao externa ao
estudo e os proprios parametros do modelo observado, estimando uma distribuicao de

probabilidade para a magnitude do fendmeno pesquisado (Silva et al., 2005).

2.6 Metabolismo e modelagem

Os organismos animais sao sistemas bioldgicos cujas caracteristicas sdo a alta
complexidade e o alto grau de controle interno. Trata-se de sistemas operativos
constituidos por compartimentos hierdrquicos e vias conexas que agem sobre o
transporte de sustdncias ou sobre os processos metabolicos. Também existem os
sistemas reguladores principalmente compostos pelo sistema endocrino (Baldwin e

Donovan, 2000).

O avan¢o no estudo dos sistemas tem sido muito maior sobre os sistemas
operativos que sobre os sistemas reguladores, embora seja necessario mais trabalho de
pesquisa nesta area, principalmente porque o metabolismo dos animais superiores tem
processos aditivos, porém independentes entre eles, mediante os quais ¢ garantida a
sobrevivéncia (regulagdo na procura da homeostasia) ou para a perpertuacao da espécie
(homeorhesia) (Sauvant, 1994). No estado atual do conhecimento, s6 ¢ possivel o uso de
modelos matematicos empiricos, muitos deles obtidos mediante regressdo linear. A
complexidade das reagdes enzimaticas, o alto grau de controle necessario, a cinética
enzimatica e as interagdes entre 6rgios e tecidos fazem dificil o uso de modelos ndo
lineares. Os modelos empiricos também sdo chamados de “caixa preta”, porque nao
fazem interacdes entre os sistemas e o seu grau de agregacdo ¢ minimo, procurando
estimar a resposta (saida) em funcdo dos dados de entrada, sem explicar como se da o
funcionamento do sistema (Lovatto e Sauvant, 2001). Nesses modelos, os parametros

das equacdes sdo determinados através de analise de regressao linear quando possivel, e
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nao linear quando necessario, como ¢ o caso dos modelos matematicos das curvas de

producao (Medeiros, 2003).

Sem duvida, seria muito melhor modelar os sistemas biologicos desde a oOtica
dos modelos mecanicistas ja que eles integram relagdes de causa efeito e mais de um
nivel de organizagdo. Desse modo, permitem estimar e explicar as mudangas ocorridas
no sistema em resposta a alteragdes nas varidveis, das equacdes e as relagcdes de troca
entre os componentes do modelo (Woodward, 1997). Contudo, seria melhor usar
modelos dindmicos devido a que através do uso destes € possivel simular com maior
seguranca as mudancas no sistema decorrentes da variavel tempo, toda vez que os seres
vivos mudam seu comportamento no tempo, assim pode-se usar modelos dinamicos
para analisar, por exemplo, o efeito da lactacdo no comportamento de alguma variavel
de interesse. Para os sistemas de produ¢ao do leite no Brasil, uma primeira aproximagao

ao uso deste tipo de modelo foi o trabalho de Assis e France (1983)

Selecionar um modelo 1til nos sistemas bioldégicos ndo ¢ uma tarefa simples.
Muitas vezes seria desejavel o uso de um determinado modelo pelas vantagens tedricas
que possa oferecer. No entanto, nem sempre isto pode ser feito, por causa do tipo de
informagdes (dados) com que se conta no momento de fazer o modelo. O uso atual dos
modelos na pesquisa agropecudria ndo ¢ uma grande area de trabalho, mas num futuro
com certeza o sera, levando em conta as freqiientes restrigdes no uso de animais em
experimentacdo invasiva, as polémicas criticas dos ambientalistas, o alto custo das
pesquisas e a marcada reducdo nas fontes de financiamento. A seguir serdo apresentados

alguns beneficios do uso dos modelos.

2.7 Principais usos de modelos em animais

Desde a metade do século XIX foram conhecidos os estudos de Gompertz sobre
0 crescimento, os quais foram a base conceitual de todos os estudos sobre o crescimento
que levaram a formulagdo das equagdes exponencial, logistica e de Richards, todas elas
baseadas no peso como avaliador da taxa de crescimento. A maioria de equagdes que
representam a dindmica fisioldgica de crescimento dos organismos superiores, tem um
formato sigmoéide com um ponto de maximo crescimento € um ponto de inflexdo que
pode variar em relacdo as taxas de aceleracdo positiva ou negativa que se apresentem. O

ponto de inflexdo geralmente corresponde a 30% do peso maduro. Aos conceitos



42

iniciais sobre o crescimento foram-se agregando inumeras condigdes que descreviam
melhor este processo, assim surgindo o conceito de proteina e maturidade que deu
origem a aplicagdo dentro dos modelos dos estados nutricionais. Os modelos de
crescimento tém premissas similares a todas as espécies, mas os pardmetros sao
individuais, ja que cada espécie tem um potencial especifico de assimilagdo de proteina
e de expressdao de seus fatores de crescimento. Assim, por exemplo, um modelo de
crescimento para aves, requer parametros diferentes para broilers ou para perus (Sainz e

Baldwin, 2002).

A incorporacao de variaveis nutricionais para a analise do crescimento levaram a
estudos sobre requerimentos, efetividade de resposta, calculos de quantidades 6timas de
alimento, que mudaram completamente a nutrigdo moderna, onde o objetivo principal é
maximizar o uso dos nutrientes (energia, proteina). Desta forma foram gerados modelos
para nutri¢do nos quais cada dia incorporam-se maior numero de parametros, e fazem
destes modelos verdadeiros sistemas de integracdo bioldgica e econdmica, devido a que
muitos dos pacotes, além de otimizar o valor bioldgico de uma ragdo, trabalham
procurando o custo minimo, pelas pressdoes de competitividade. Exemplos especiais de
modelos para sistemas de nutricdo sao o CNCPS (Cornell Net Carbohydrate Protein
System) que otimiza o uso de energia metabolizavel em relagdo a diferentes condi¢des
fisioldgicas e do ecossistema de produgdo. Os sistemas do NRC (National Research
Council, EUA) para gado de leite ou corte ou o sistema ARC (Animal Research Center,
UK) de nutricdo, geralmente sdo baseados em calculos feitos baseados nos nutrientes
digestiveis totais, mas ajustam fatores como densidade energética do alimento, raga,
sexo, atividade fisica, temperatura, estado nutricional prévio, etc. Estes sistemas através
de sofisticadas equagdes empiricas geram modelos estaticos e fatoriais que implicam
um grande numero de parametros de entrada e produzem saidas de alto valor tedrico e
de manejo. Mediante o uso de modelos de este tipo, foi padronizado o peso metabdlico

0,75

dos animais como sendo a poténcia 0,75 do peso do animal (W™'), fator este de

maxima importancia nos estudos farmacoldgicos, de nutri¢ao e de bioenergética.

O avango atual da nutri¢do de ruminantes ¢ devido, em grande parte, aos estudos
feitos sobre modelos biodindmicos do ambiente ruminal. O conhecimento de taxas de
fermentagdo, taxas de passagem, liberagdo de amodnia, metano, didxido de carbono e

gases volateis foi produto da pesquisa feita com modelos matematicos de simulagao.
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Muitos desses conceitos foram usados na geragao de técnicas, hoje de uso rotineiro, tais

como FDN, FDA e digestdo in vitro, entre outras (Van Soest, 1994).

Uma visdo moderna sobre o crescimento ¢ formulada a partir dos conceitos
moleculares e histologicos, para os quais, foi preciso desenvolver modelos mecanicistas,
levando em conta as condi¢des particulares dos diferentes Orgdos e sua situagdo
endocrina. Produto final do anterior conceito s@o os atuais estudos sobre composi¢dao da
carcaga, crescimento diferencial, adaptacdes de tecidos de reserva, adaptacdo,
proliferacdo celular e apoptose. Estes estudos levam em consideracio as determinantes
genéticas de cada espécie (quantidade de DNA), expressao genética em cada um dos

tecidos e atividade enzimatica responsavel por essa expressao (Sainz e Baldwin, 2002).

Outra grande area de abrangéncia dos modelos para ruminantes sao as curvas de
lactagdo. Para o pessoal envolvido nos sistemas de produgao leiteira, o conhecimento da
curva de lactacdo ¢ fundamental para o desenvolvimento de programas de nutri¢do,
alimentacdo, selecdo genética, estima¢do de produg¢do, manejo reprodutivo e
delineamento da estrutura populacional do rebanho, entre outras atividades. A curva de
lactagdo tipica foi proposta por Wood em 1967, na qual foram definidos como os
principais parametros a taxa de producdo do leite e trés tempos fixos: pico de producao,
inicio do declinio da producdo e semanas totais de lactacdo. Com estes poucos
parametros, podem se estimar outros parametros derivados como persisténcia, tempo

para atingir o pico de producao e producao total do leite em cada fase da lactagao.

Diferentes modelos tém sido propostos visando o melhoramento das estimativas
sobre a curva de lactagdo. Assim, os modelos propostos por Morant ¢ Gnanasakthy e
por Jenkins e Ferrell podem ser mais precisos, mas em contra esta que eles precisam de
um nimero maior de parametros, informag¢ao nem sempre disponivel (Sainz e Baldwin,
2002). Os novos modelos de curvas de lactacdo procuram ser dindmicos e mecanicistas,
trocando os modelos empiricos, estaticos e fatoriais antigamente usados. A partir dos
trabalhos de Baldwin nos finais da década de 1980, crescentes e sofisticados modelos de
estimagdo tém sido propostos. Muitos destes modelos trabalham a compartimentagao
dos nutrientes, o custo energético da sintese e secre¢do do leite, os requerimentos
especificos de acordo com a composi¢do quimica do leite, a dindmica celular da

glandula mamaria, a influéncia de fatores ambientais e ndo ambientais sobre a curva de
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lactagdo, a raca e o numero da lactagao (Pollott, 2004; Balwin e Donovan, 2000). Uma
grande limitante ainda nao resolvida ¢ o tipo de equacdes necessarias para identificar os
processos de sintese e secrecdo dos diferentes compostos no alvéolo mamario ja que
nem sempre todos seguem a classica equacdo de Michaelis-Menten com seu tipo
exponencial com plateu. De muitos compostos secretados ou sintetizados ainda ndo se

conhece a velocidade maxima da reacao.

Existem areas de alta complexidade nos sistemas agricolas e, dentro destes, a
area de produgdo de leite ¢ uma das mais complexas. Diversos trabalhos sobre a
lactagdao tém sido desenvolvidos através de modelos abrangentes como a proposta de
Baldwin sobre o metabolismo da lactacdo (Boston et al., 2000; Knight et al., 1994;
Beever et al., 1991; Baldwin et at., 1987). Para estes trabalhos ainda existe auséncia de
parametros metabolicos para serem associados aos modelos metabolicos. Nesta fase do
desenvolvimento, diferentes pesquisadores aportam informagdo sobre indicadores
metabolicos, efeitos diretos de ambiente ruminal sobre o metabolismo (por exemplo o
aumento da amonia circulante e sua relagdo com os custos energéticos da lactacdo), e
informagdes sobre os mecanismos de controle enddcrino e sobre a transformagdo
endogena de nutrientes. Os modelos mecanicistas sobre a lactacdo tém permitido um
grande desenvolvimento no conhecimento do metabolismo intermediario e dos

processos bioquimicos que ocorrem na sintese do leite.

2.7.1 Perspectivas dos modelos em producéo animal

Lovatto e Souvant (2002) recolhem os principais argumentos para o uso da
modelagem aplicada. Assim, esses autores citam, entre outros beneficios, que a
modelagem ¢ uma ferramenta de alta performance e baixo custo. Os modelos sdo
representacoes da realidade e constituem apoio para inimeras areas do ensino, da
pesquisa e da extensdo. A modelagem pode ser utilizada como ferramenta para melhor
compreender e otimizar a performance e a veracidade dos sistemas. A simulacdo através
de modelos pode ser usada para verificar as areas da ciéncia onde o conhecimento ¢é
escasso ou inexistente. A simulagdo ¢ a execu¢ao do modelo, representada por um
programa computacional que d4 informagao sobre o sistema que est4 sendo investigado.
A simulagdo ¢é, portanto, um método de pesquisa oposto ao método analitico, que ¢
meramente teorico. A simulacdo ¢ mais flexivel. Finalmente, o desenvolvimento e uso

de sistemas de modelagem e simulacdo exige trabalho multidisciplinar, permite a
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formacao de equipes de trabalho conformados por pessoal de areas diferentes que se
juntam para o um objetivo comum, discutem e geram Oticas de andlise desde a

perspectiva da multidisciplinariedade e da construgdo de coletivos.

A finais da década de 1990, surgiram ajudas computacionais ainda ndo usadas
em forma adequada. As tultimas geragdes de computadores, permitem o trabalho com
grandes bancos de dados. Assim, € possivel processar arquivos com milhdes de dados,
em forma répida, o que permitiu o surgimento de novas técnicas na gera¢ao de modelos
como Data Mining, cuja melhor tradugdo poderia ser agrupamento ¢ comparagdo de
dados sem logica aparente. Através desta ferramenta ¢ possivel procurar relagcdes entre
os componentes bioldgicos e ndo biologicos que nunca foram sequer consideradas.
Outra ferramenta de uso crescente sdo as redes neurais computacionais, conhecidas
como ANN (Artificial Neural Network). Estas redes sdo baseadas em inteligéncia
artificial ¢ mediante estruturas derivadas das sinapses neurais conseguem desenvolver
complexas equagdes de relacionamento respeitando bases estatisticas. Até hoje esta ¢ a
melhor ferramenta para solucionar o problema das equacdes ndo lineares, ainda ndo
resolvido convenientemente e cuja importancia no trabalho bioldgico ¢ maxima (Heald

et al., 2000)
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3. Indicadores do metabolismo energético no pds-parto de vacas leiteiras de
alta producéo e sua relacdo com a composicao do leite
(Submetido a: Ciéncia Agropecudria Brasileira, ISSN 1518-2797)

3.1 Resumo
A sintese do leite representa um desafio para o metabolismo energético, devido a

que a lactagdo exige precursores gliconeogénicos para a sintese da lactose e porque na
primeira fase da lactagcdo os animais diminuem a ingestdo de matéria seca. Nestas
situacdes desencadeia-se um balanco energético negativo (BEN) caracterizado pela
mobilizacdo de reservas corporais. O objetivo do presente trabalho foi monitorar os
indicadores bioquimicos do metabolismo energético durante o pods-parto em vacas
leiteiras de alta producao e avaliar a possivel incidéncia destes sobre a composi¢dao do
leite. O estudo foi feito em 110 vacas da raca Holandesa, multiparas, alimentadas em
forma controlada com forragens, feno, silagem, concentrado e suplemento mineral. O
periodo pés-parto avaliado correspondeu as semanas 2, 5, 8 e 11. Em cada periodo
foram coletadas amostras de sangue e de leite, em sete animais, de cinco rebanhos
diferentes. Mediante técnicas espectrofotométricas foram analisados &cidos graxos
livrtes (NEFA), beta-hidroxibutirato (BHB), glicose, triglicerideos, fructosamina e
colesterol. A determina¢do da composicdo do leite foi feita mediante analise de
proteina, lactose e gordura mediante a espectrometria do infravermelho préximo
(NIRS). As andlises estatisticas incluiram provas de correlagdo, andlise de variancia e
provas de comparacdo de médias. Nao foi achada relacdo significativa entre a

composicao do leite e os metabolitos energéticos.

3.2  Summary

Milk synthesis is a challenge for energy metabolism, because the lactation
process requires gluconeogenic precursors for lactose synthesis and in early lactation
period dairy cows reduce dry matter ingestion. These situations may lead to a negative
energy balance (BEN) which is characterized by lipid reserves mobilization. The main
objective of this work was to monitor biochemical energy indicators during postpartum
period in high-yielding dairy cows and to evaluate possible relations of those
metabolites with milk composition. The study was done with 110 multiparous Holstein
Friesian dairy cows. The feed was forage, hay, silage, concentrate and mineral

supplement. Balancing of the diet was made through a commercial software. The
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postpartum period evaluated corresponded to 2, 5, 8 and 11 weeks of lactation. In the
each period blood and milk samples were collected from seven animals group in five
different herds. Through spectrophotometric techniques, the following metabolites were
analyzed: non-esterified fatty acids (NEFA), betahydoxibutyrate (BHB), glucose,
triglycerides and cholesterol were determined by spectrophotometric method. Milk
composition was determined by near infrared spectrophotometry (NIRS). Statistical
analyses included correlation test, analysis of variance and Tukey’s means test. No

statistical association between milk composition and energetic indicators was found.

3.3  Introdugéo

Nas ultimas décadas houve um consideravel aumento na média de producao de
leite por lactacdo (Ingvartsen et al., 2003). Simultaneamente com a elevagdo da
produgdo relataram-se em forma crescente transtornos metabolicos, algumas vezes
descritos como doengas metabolicas (Herdt, 2000; Kida, 2003). No periodo pos-parto,
em especial nas primeiras semanas de lactagdo, a ingestdo de alimento ¢ insuficiente
para preencher os requerimentos basais e de producgdo. Neste periodo, as vacas leiteiras
apresentam uma alta mobiliza¢ao de reservas lipidicas, cuja intensidade estd associada
ao balango energético negativo (BEN) (Reist et al. 2002). O grau de BEN nas primeiras
semanas do pods-parto pode ocasionar doengas metabolicas e perdas na produgdo

(Ingvartsen et al., 2003).

E conhecido que insuficientes aportes de energia resultam em pobres
comportamentos reprodutivos, baixas taxas de concep¢ao, maior incidéncia de mastite e
predisposicdo dos animais a situagdes clinicas de desequilibrio metabolico (Geishauser
et al., 1997) as quais ocasionam perdas econdmicas cujo valor ainda nio tem sido

determinado com exatidao (Ingvartsen et al., 2003).

A estimagdo do adequado balango energético apresenta dificuldades ao ajustar a
predicdo teodrica da dieta e na avaliagdo do consumo, isto ¢é, existe um desequilibrio
entre a formulagdo tedrica da dieta e o verdadeiro estado nutricional. Isto acontece
principalmente devido a fatores associados com a determinacdo do consumo efetivo, o
conhecimento do contetido nutricional do alimento, a varia¢ao nas condigdes climaticas

e outros fatores inerentes ao manejo do alimento, sua conservagao e fornecimento. As
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principais alteragdes na composicao do leite sao derivadas de manipulagdes nutricionais
(Sutton, 1989; Freeden, 1996).

As vacas de alta produgcdo podem ser definidas como sistemas biologicos
caracterizados pela alta demanda de energia e pela complexa regulacdo homeostasica,
sob controle enddcrino (Sauvant, 1994; Aeberhard et al., 2001; Reist et al., 2002). A
lactagdo, da mesma forma que o crescimento e a reproducao, fazem parte dos processos
da homeorrese que tém como objetivo garantir a sobrevivéncia das diferentes espécies
de mamiferos. O termo “homeorrese” foi proposto por Bauman e Currie (1980) e se
refere a regulagdo dos processos metabdlicos relacionados com a sintese de energia e

proteina.

Diversos indicadores do estado metabdlico tém sido pesquisados nas vacas de
alta producgdo. Os principais metabolitos associados ao balanco energético sdao acidos
graxos ndo esterificados (NEFA), B-hidroxibutirato (BHB), glicose, colesterol e
triglicerideos (Aeberhard et al., 2001; Kida, 2003; Lago et al., 2004). Com menor
intensidade tem sido estudada a fructosamina, proteina glicosilada 0til na determinagdo

do estado energético nas semanas anteriores da situacdo que se pretende avaliar

(Enemark et al., 2004).

O objetivo do presente trabalho foi monitorar os metabdlitos indicadores do
metabolismo energético em vacas leiteiras de alta producdo e determinar a possivel

relacdo destes sobre a composi¢ao do leite.

3.4  Material e Métodos

Um total de 140 vacas multiparas de raca Holandesa, com produgdes superiores
a 25 kg/dia foram avaliadas no presente estudo. Apos o exame clinico e a verificagdo
das condi¢des exigidas para a pesquisa, foram considerados 110 animais. A alimentagao
consistiu em silagem de milho, sorgo, forragem verde Tifton (Cynodon nlemfluensis),
concentrado e suplemento mineral. Para o calculo do valor nutricional do alimento
foram observadas as recomendagdes do NRC (National Research Council, 2001). Para o
calculo da ragdo foi usado o programa Spartan Ration Evaluator (Michigan State

University).
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O ecossistema geografico de localizagdo dos rebanhos correspondeu ao Planalto
Médio do Estado de Rio Grande do Sul (Brasil). Os animais provinham de nucleos
comerciais com praticas controladas de alimentacdo e manejo de sistemas semi-
confinados. Foram avaliados dois periodos climéticos considerados extremos para a
zona temperada, inverno (dois rebanhos) e verdo (tr€s rebanhos). Os animais foram
divididos para as coletas em quatro grupos, correspondentes as semanas 2, 5, 8, e 11 da
lactacdo. Em cada rebanho foram coletadas amostras de sangue e de leite de sete

animais.

Um exame clinico prévio a cada coleta de sangue foi efetuado para descartar
animais com sinais evidentes de enfermidade (problemas podais, gastrintestinais ou
endometrite). Apds a verificacdo dos registros, foi constatado o periodo de pds-parto.
Foi registrada a produ¢do do leite nos dias prévios e no dia da coleta. As amostras de
sangue foram coletadas mediante venipungdo coccigea em tubos com vacuo, sem
anticoagulante e com heparina sodica. As amostras foram mantidas sob refrigeragao e
transportadas até o laboratério para sua centrifugagdo (3000 rpm por 15 minutos) para
a obtencdo de soro e plasma, os quais foram divididos em fragdes, identificados e
congelados a -20 °C até o momento das correspondentes determinagdes. A amostra do

leite foi coletada em forma individual mediante colectores especiais.

Todas as coletas foram efetuadas na ordenha da tarde. As amostras de leite
foram conservadas em recipientes adicionados de bronopol (2-bromo,2-nitro-1,3
propanediol) como conservante e enviadas antes de 24 horas para o Servigo de Analises
de Rebanhos Leiteiros (SARLE) da Universidade de Passo Fundo (RS), onde através de
citometria de fluxo foi determinada a contagem de células somaticas (CCS)
(Somacount, Bentley Instruments Inc, EUA) e por espectrometria do infravermelho
proximo (NIRS) (Bentley 2000, Bentley Instuments Inc, EUA) , determinada a

percentagem de gordura, proteina, lactose e solidos totais.

Os é4cidos graxos ndo esterificados (NEFA), B-hidoxibutirato (BHB), glicose,
colesterol, triglicerideos e fructosamina foram analisados através de provas enzimaticas
colorimétricas, utilizando equipamento semi-automatico (Metrolab 1600, Argentina) e
reagentes comerciais (Randox, , Reino Unido, para os dois primeiros e Labtest, Brasil;

para os quatro finais).
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As andlises estatisticas incluiram analise de variancia para conhecer o efeito do
periodo, provas de T para amostras ndo pareadas para estudar o efeito da época e
analise de correlagdo de Pearson para analisar o grau de relacdo entre os indicadores do
metabolismo energético e os componentes do leite. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas através do pacote SAS (2001).

3.5 Resultados e Discussao

Composig¢ao do leite.

A Tabela 1 apresenta informacdes correspondentes a composi¢ao do leite. Em
nenhum dos pardmetros se encontrou efeito estatistico do periodo pos-parto sobre as
variaveis estudadas. A varidvel época (inverno ou verdo) apresentou efeito significativo
sobre os parametros producdo do leite, sélidos totais e solidos ndo gordurosos. Os
valores encontrados correspondem ao informado pela literatura para a ragca Holandesa
sob condi¢des controladas de produgdo (Wastra e Jenness, 1986; Aeberhard, et al.,
2001). Os resultados mostram que os rebanhos selecionados dentro do chamado
“sistema especializado de producao”, atingem um produto similar e dentro dos padrdes
exigidos por normativas estatais (IN 51, MAPA, Brasil) exceto para o indicador solidos
ndo gordurosos (SNG) cuja exigéncia minima de 8,4% nao foi atingida em nenhum dos

periodos analisados.

Os valores encontrados para os principais componentes do leite comprovam que
sob condicdes controladas de nutrigdo e manejo, a composicdo do leite ndo varia
significativamente, sendo esta uma das caracteristicas exigidas dentro do comércio
internacional do leite (Ibarra, 2004). Diversos fatores tém sido associados a mudangas
na composicao lactea (Sutton, 1989; Freeden, 1996). Nos ultimos anos em funcao da
selecdo genética, a produgdo individual das vacas leiteiras ultrapassou os 9000 quilos
por lactagdo, o que tem motivado a pesquisa sobre as possiveis variagdes individuais
associadas aos distirbios metabolicos (Kida, 2003). Um dos fatores responsaveis, tanto
pela produgdo em si, como pela homeostase do animal tem sido o aporte de energia na
racdo (Bauman e Griinari, 2003). Portanto, os desequilibrios energéticos sdo
responsaveis em grande parte pelas chamadas “enfermidades da produ¢@o” (Enjalbert et

al., 2001; Edwards e Tozer, 2004), as quais afetam a qualidade do leite.
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Tabela 1 Média, erro padrao e nivel descritivo de probabilidade do teste F(p) da
analise de variancia para o efeito de periodo sobre a composicao do leite e os principais
indicadores de qualidade do leite em vacas de alta produgao.

Componente Semana de Lactacéo p
2 5 8 11

Gordura (%) 3,62+0,10 3,77+0,12 3,59 +0,09 3,55+0,09 0,4445
Proteina (%0) 295+0,04 2,84+0,04 286+0,05 291+0,04 0,2892
Lactose (%) 456 +0,03 456+0,04 458+0,05 4,65+0,03 0,2745
STOTAL* (%) 11,66 £0,13 11,57+0,14 11,47+0,12 11,58+0,12 0,8049

SNG? (%) 8,03+0,10 7,79+0,11 7,88+0,10 8,03+0,11  0,2940
IPG® 0,84+0,02 0,78+0,03 0,82+0,03 080+0,02 0,3492
NUL* 3494028 3,74+030 3,26+0,34 342+039 0,7923
Produgio® 32,6+1,3  348+211 3413+1,65 29,85+1,58 0,1808
ccs® 296+£70,18 521+139,7 271+9034 41141140 0,3223

"'STOTAL= Solidos Totais, > SNG= Sélidos Ndo Gordurosos, > IPG= Indice Proteina
Gordura, 4 NUL= Nitrogénio Uréico no Leite, em mmol/l, > Producao= M¢édia
invididual diaria (L). °CCS=Contagem de Células Somaticas (10° células/mL).

Os solidos totais refletem os principais aspectos da sintese do leite. De um lado,
a lactose ¢ considerada o “marca-passo” da producdo lactea (Wastra e Jenness, 1986) e,
por outro lado, a proteina e a gordura sdo fundamentais para as caracteristicas
nutricionais da secre¢ao e, além disso, constituem um determinante critico nas politicas

de pagamento do produto (Ibarra, 2004).

Diferentes autores t€ém investigado a composi¢do do leite e sua relacdo com
indicadores metabolicos ou de saide do animal (Motram, 1997; Aeberhard et al., 2001).
Em geral, todos concordam em que a associacdo direta entre os indicadores da nutri¢ao,
os parametros metabodlicos (balango energético) e a composicdo do leite ndo sdo fatores
simples de associar. Na literatura existem exemplos de esforgos para criar modelos que
relacionem a sintese e a secre¢ao do leite com os metabolitos sangiiineos (Sauvant,
1994; McNamara e Baldwin, 2000). Nestes e em outros trabalhos de modelagem se
apresentam associacdes matematicas que nem sempre conseguem ser explicadas com

sentido bioldgico. Talvez, esta seja a mais complexa tarefa dos modelos futuros, nos
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quais numa Otica mecanicista possa ser explicada a interacdo bioldgica entre os

metabolitos, os componentes fracionados da nutricdo e a composicao do leite.

No presente trabalho, se apresentam os valores da relagdo matematica entre os
componentes do leite e os indicadores do metabolismo energético (Tabela 2). As
informagdes permitem observar que, isoladamente, os indicadores metabolicos nao
apresentariam relacdo com a composicdo do leite devido aos baixos coeficientes de
correlagdo. A dinamica propria das células da glandula mamaria para a sintese e
secrecdo dos componentes do leite impedem uma relagdo Unica e linear entre cada
metabolito e a soma dos solidos, j& que cada um dos componentes segue um padrao
particular. Por esta razdo, atualmente podem ser encontrados modelos Unicos que
estudam a composi¢do de gordura, de proteina ou a sintese de lactose (Heuer et al.,
2000; Kida, 2003). No presente trabalho, se apresentam relagdes basicas, com o intuito
de encontrar o indicador do metabolismo energético mais confidvel para predizer a
composicao do leite. De acordo com os resultados obtidos nao seria possivel indicar um
metabolito a partir do qual se possa estimar os diferentes componentes, com exce¢ao
dos triglicerideos e sua relagdo com os sélidos totais do leite. Fracas correlagcdes de
Pearson foram observadas entre glicose e fructosamina com a proteina do leite,
igualmente entre gordura do leite e NEFA e entre colesterol com proteina e lactose do

leite (Tabela 2).

Tabela 2. Coeficientes de correlagao entre gordura, proteina, lactose e solidos totais do
leite e os indicadores sangiiineos do metabolismo energético em vacas de alta
producao.

NEFA* Colesterol BHB® TGD® FTA? Glicose
Gordura 0,24298*  0,08621™ -0,05847™  -0,11622™ 0,03466™ -0,13750™
Proteina -0,07982™ -0,19197* -0,015381™ -0,15242™ 0,19012*  -0,29346*
Lactose -0,02608™ 0,19902*  -0,07177™  0,09547™ 0,01334™ 0,17189™

S. Totais 0,06724™  -0,10983™ -0,01972™  0,44182"" 0,15094™ 0,16369™

ns= p>0,05; * p<0,05. ** p< 0,01. 'Acidos graxos ndo esterificados, ‘Beta-

hidroxibutirato, ° Triglicerideos, * Fructosamina.
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Indicadores do metabolismo energético.

A procura de indicadores da bioquimica sanguinea para avaliar o estado
nutricional de vacas de alta producgdo, tem sido uma constante (Motram, 1997; Herdt,
2000; Aeberhard et al., 2001; Kida, 2003; Lago et al., 2004). Parece existir um consenso
de que a glicose nao ¢ o melhor indicador do metabolismo energético, toda vez que ela
estd sob um rigoroso controle enddcrino. Herdt (2000) considera que os metabolitos
mais uteis nas avaliagdes metabdlicas seriam aqueles que apresentam maiores
intervalos de valores, ja que a dispersdo do valor fisiologico poderia dever-se a
alteracdes nutricionais ou homeostaticas. Em ruminantes ¢ comum usar BHB ¢ NEFA
como indicadores metabolicos (Aeberhard et al., 2001; Kida, 2003). A fructosamina tem
sido pouco utilizada em ruminantes, pois suas caracteristicas quimicas ndo oferecem
vantagens para uso rotineiro em estudos de metabolismo, sendo mais adequado seu uso
em estudos de patologias do metabolismo dos carboidratos, como na diabetes mellitus
em animais de estimacdo. Os triglicerideos e principalmente o colesterol tém sido
usados em estudos do metabolismo de lipidios (Aeberhard et al., 2001; Reist et al.,

2002).

No presente experimento, foram quantificados seis metabolitos considerados
como os indicadores basicos do metabolismo energético. As alteracdes sobre este
metabolismo definem o BEN, fator que por sua vez gera desequilibrios que incidem
sobre a saude produtiva e a composi¢ao do leite. Os valores encontrados nos diferentes
periodos analisados (Tabela 3) sdo similares aos apresentados por outros investigadores

(Aeberhard et al., 2001; Kida, 2003).
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Tabela 3. Valores médios ajustados (mmol/L) e erro padrao para os indicadores do
metabolismo energético e nivel descritivo de probabilidade do teste F da andlise da

variancia para o efeito de periodo pos-parto de vacas leiteiras de alta produgdo.

Indicador Semanas Pds-parto
bioquimico
2 5 8 11 p

NEFA 0,39°+0,05 0,29°+0,03  0,24°+0,03  0,22°+0,02  0,0016
BHB 0,58%+0,04 0,74*°+0,07 0,78°+£0,06  0,69*°+0,06 0,0620
Fructosamina 1,69+0,05 1,69°+0,07 1,66°+£0,06 1,77*£0,05 0,6396
Colesterol 3,18°+0,16 4,45°+025 4,79°+0,35 5,62°+0,41  <0,001
Glicose 2,19°40,15 2,27*°+0,19 2,79%°+0,24 2,98°+0.21  0,0081
Triglicerideos 0,25°+0,02 0,23°+0,02  0,26°+0,03  0,28°+0,02  0,8006

Meédias seguidas por letras diferentes nas linhas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Os valores de glicose encontrados, estdo no limite inferior dos valores relatados
por Kaneko et al. (1997) e Kida (2003) e guardam relagdo com outras observagdes
realizadas no Brasil (Rossato et al., 1999; Lago et al., 2004). O menor valor observado
correspondeu a 2* semana de lactagdo, correspondendo com o inicio da demanda de
glicose para a sintese de lactose e o BEN, concordando com Aeberhard et al. (2001),
Busato et al. (2002) e Holtenius et al. (2004). A relagdo entre glicose e triglicerideos
mostrou ser moderada e significativa (=0,487; p<0,01). Esta relacdo ¢ util em futuros
trabalhos, ja que os triglicerideos foram os Uinicos metabolitos a apresentar associacdo
com os soélidos totais do leite. A concentracdo sérica de NEFA depende do grau de
mobilizacdo do tecido adiposo em resposta ao BEN. Os NEFA sao usados como fonte
de energia pelo figado e por outros tecidos e sua oxidacdo celular faz parte dos sinais
fisiologicas de saciedade (Van Saun, 2000). Grummer (2002) reconhece aos NEFA
como bons indicadores do metabolismo energético. O maior valor de NEFA se
apresentou na 2* semana de lactagdo, posteriormente seus valores cairam na medida em
que o BEN foi compensado (Tabela 3). Os valores obtidos no presente trabalho sdo

similares aos referidos por outros investigadores (Van Saun, 2000; Aeberhard et al.,
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2001; Busato et al., 2002; Kida, 2003; Lago et al., 2004). Quando foram comparados os
valores de glicose e de NEFA no mesmo periodo, se observou uma relagao inversa entre
os metabdlitos, isto €, a menor nivel de glicose, maior nivel de NEFA, como era de
esperar. Todavia, nas andlises de correlagdo ndo se encontrou significancia estatistica.
Situacdo similar se apresentou entre os NEFA e outros indicadores do balango
energético como colesterol (r=-0,019, p>0,05), BHB (r=0.043, p>0,05) e triglicerideos
(= -0,123, p>0,05). Foi observada uma baixa correlacdo entre os NEFA e a

fructosamina (r= -0,207; p<0,05).

O beta hidroxibutirato (BHB) ¢ importante em ruminantes como indicador de
cetose subclinica, patologia derivada da mobilizacdo de gordura como resposta ao BEN
(Enjalbert et al., 2001). Fisiologicamente, no rimen se produz BHB sendo um dos
chamados “corpos cetonicos”. No entanto, sob condi¢des de completo balango
energético, seus valores no soro sao baixos. No presente experimento, o BHB mostrou
menor significancia entre periodos, como era de esperar (p = 0,062). Os valores séricos
de BHB tiveram o comportamento esperado com elevacdo crescente nas primeiras
semanas de lactacdo e declinio ao final do periodo em estudo, concordando com outras
observagoes (Aerberhard et al., 2001; Busato et al., 2002). Os maiores valores de BHB
aconteceram na 8* semana da lactacdo (0,78 mmol/L), similar aos resultados de
Enjalbert et al. (2001). Os valores encontrados no presente trabalho sdo mais elevados
que os informados por Lago et al. (2004). O uso de BHB como indicador nico do
balanco energético tem sido questionado devido a que a sintese normal de corpos
cetonicos, que depende do tipo de alimento ingerido pelo animal (em especial aqueles
que induzem fermentacdo butirica), podem alterar os valores (Van Saun, 2000; Oetzel,
2001). Sob estas condigdes ¢ provavel que o melhor uso do BHB seja como indicador

de cetose e ndo como parametro metabolico no balango energético.

A fructosamina ¢ uma proteina glicosilada de recente uso em patologia clinica
veterindria, usada no diagnoéstico de problemas de hiperglicemia e de insuficiéncia renal
em animais de estima¢ao. Recentemente foram informados valores de fructosamina em
bovinos (Enemark, 2004). Os resultados encontrados para fructosamina no presente
estudo, ndo mostraram variacdo durante os periodos analisados (Tabela 3). Os valores
apresentam um estreito intervalo, o que, segundo Herdt (2000), o tornaria um indicador

pouco sensivel e de escassa utilidade. Foi observada correlagao fraca e negativa entre a
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fructosamina e o colesterol (r=-0,207; p<0,05). Esta relagdo inversa entre a
fructosamina e outros indicadores do balango energético poderia dever-se ao fato de que
a fructosamina reflete estados de glicemia pelo menos de trés semanas anteriores ao
momento da sua determinacao. Nesse contexto os valores de fructosamina das semanas
5 ¢ 8, que refletem o estado energético das semanas com maior BEN (2 e 5,
respectivamente), ndo foram diferentes aos de outros periodos, pelo qual, ndo foi
comprovada a hipotese de que em bovinos leiteiros a fructosamina possa ser um

indicador para avaliar retrospectivas do balango energético.

O colesterol mostrou ampla variagao nos periodos analisados (p < 0,001), sendo
que o maior valor foi na semana 11 e o menor na 2* semana de lactacdo. Os valores se
encontram dentro dos valores aceitos como referéncia (Kaneko et al, 1997). Similares
observacdes realizaram Aeberhard et al. (2001) e Busato et al. (2002), quem discutem
que o aumento nos niveis de colesterol sérico durante o pos-parto estd associado a
acumulacdo de tecido adiposo. O aumento crescente do colesterol durante o pds-parto
estd relacionado com a necessidade de precursores para a sintese de hormonios
esteroides os quais aumentam com o restabelecimento da atividade reprodutiva

(Holtenius et al., 2003).

Os triglicerideos sdo uma fonte importante de acidos graxos para a sintese da
gordura no leite (Aeberhard et al., 2001). Teoricamente, durante a lacta¢do, os niveis de
triglicerideos variam de acordo com o BEN. No presente estudo, isto nao foi observado,
provavelmente porque a densidade energética da racdo impediu um BEN mais severo,
coincidindo com outros trabalhos nos quais o objetivo especifico foi determinar
variagdes nos triglicerideos de acordo com o aporte de energia na dieta (Reist et al.,
2002). Os valores de triglicerideos encontrados correspondem aos observados por
outros investigadores. Encontrou-se uma correlagdo moderada e significativa entre
triglicerideos e glicose (r=0,487; p<0,01) que poderia estar relacionada com a maior
sintese de precursores energéticos no figado durante o BEN. Como esperado, se
encontrou relagao inversa entre triglicerideos e o colesterol (r=-0,223, p<0,05) e com
NEFA (r =-0,123, p>0,05). Sugere-se que a determinacdo de triglicerideos poderia ser
uma alternativa na avaliagdo rapida da lipidose hepatica, enfermidade metabodlica de
grandes perdas na producdo leiteira. Neste mesmo sentido, Oetzel (2001) encontra

oportuno nesse diagndstico a determinacao de triglicerideos e NEFA.
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3.6 Conclusdes

A relacdo matematica estudada entre os indicadores do metabolismo energético e
os componentes do leite (lactose, gordura, proteina e sélidos totais); ndo permitem
inferir que exista um indicador Gnico que possa relacionar os parametros analisados. Se
determinaram correlagdes importantes entre os solidos totais e metabolitos foram
estabelecidas. Através dos NEFA e do BHB ¢ possivel monitorear as fluctuagdes nos

precursores energéticos na primeira fase da lactacao.
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4. Indicadores do controle enddcrino em vacas leiteiras de alta producéo e sua
relacdo com a composicéo do leite
(Publicado em: Acta Scientiae Veterinariae 33 (2): 147-153, 2005

4.1 Resumo

A producdo de leite ¢ um desafio para o metabolismo energético. O controle
enddcrino regula a sintese e a secre¢do do leite, € a homeostasia da vaca leiteira. Os
principais hormdnios da lactagdo sdo cortisol, insulina, triiodotironina (T3), tiroxina
(T4) e leptina. A mobilizacao de reservas lipidicas e gliconeogénicas garante a sintese
do leite. O objetivo do presente trabalho foi monitorar o controle enddcrino pds-parto
em vacas leiteiras de alta producdo e avaliar a sua relagdo com a composi¢do do leite. O
estudo foi realizado em 110 vacas multiparas da raca Holandesa. O calculo da dieta foi
feito mediante software comercial, para conhecer o balanco energético em cada
rebanho. O periodo pds-parto avaliado correspondeu as semanas: 2, 5, 8 e 11. Em cada
periodo foram coletadas amostras de sangue e de leite de sete animais em cinco
rebanhos diferentes. Os hormdnios foram dosados mediante radioimunoanalise de fase
solida. A composi¢ao do leite foi determinada mediante espectrofotometria de
infravermelho proximo (NIRS). As andlises estatisticas incluiram provas de correlagdo,
analises de varidncia e comparagdo de médias. Nao foi encontrada correlagdo entre os

hormonios e os solidos totais do leite.

4.2  Summary

Milk production is a challenge for energy metabolism. Endocrine control
regulates milk synthesis and secretion, and the homeostatic status in the dairy cow. The
main hormones in lactation process includes cortisol, insulin, triiodothyronine (T3),
thyroxine (T4) and leptin. Mobilization of lipidic and gluconeogenic reserves are
necessary for milk synthesis. The main objective of the present work was to monitor the
endocrine postpartum control in high-yielding dairy cows and to evaluate the possible
incidence of such control on milk composition. The study was done with 110
multiparous Holstein-Friesian dairy cows. The ration balance was done through a
commercial software to know the individual herd energy status. The evaluated periods
were 2, 5, 8 and 11 postpartum weeks. In each period blood and milk samples of seven

cows per herd were collected. The hormones were determined by solid phase
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radioimmunoassay. Milk composition was analyzed by near infra-red
spectrophotometry (NIRS). Statistical analysis included correlation test, analysis of
variance and means comparison tests. No significant relationships were obtained among

hormones and total solids in milk.

4.3  Introducédo

Nos ultimos anos aumentou a produgdo individual de leite por lactacdo
(Ingvarstsen e Andersen, 2000). Além do incremento da producdo, relatam-se
transtornos metabdlicos nas vacas leiteiras (Griinari et al., 1998; Kida, 2003). As
situagdes que alteram a homeostasia ou a homeorrese podem afetar a producdo de leite
(Aeberhard et al., 2001a; Reist et al., 2002; Sauvant, 1994). As vacas de alta producdo
podem ser definidas como sistemas bioldgicos caracterizados pela alta demanda de
energia e a complexa regulacdo enddcrina (Aeberhard et al., 2001a; Reist et al., 2003b;
Sauvant, 1994). Diversos trabalhos tém demonstrado a participacdo da insulina na
regulacdo energética de vacas leiteiras (Reist et al., 2002). Recentemente foram
postulados modelos de integragdo do balango energético descrevendo o papel da
insulina na sua regulagdo (Reist et al., 2003b). O cortisol tem sido investigado por seu
papel gliconeogénico no peri-parto. Niveis séricos de cortisol t€ém sido relacionados
com o metabolismo materno durante o pds-parto, fazendo parte de trabalhos sobre

estresse e doengas metabdlicas (Griinari et al., 1998; Moberg, 1991).

A leptina é possivelmente o hormonio de mais recente descobrimento e seu
papel ainda ndo foi completamente elucidado. Participa no controle da mobilizagao das
reservas adiposas e protéicas para compensar o balanco energético negativo (BEN)
(Soliman et al., 2002). Em ruminantes, ndo existem evidéncias definitivas sobre a
funcdo da leptina (Soliman et al., 2002). Os hormonios triiodotironina (T3) e tiroxina
(T4), tém sido indicados como responsaveis por processos endogenos de regulagao
energética, por sua a¢do sobre o consumo de oxigénio (Aeberhard et al., 2001b; Roche

et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi monitorar a dindmica enddcrina em vacas
leiteiras de alta producdo e determinar a possivel influéncia hormonal sobre a

composicao do leite.
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4.4  Material e Métodos

Neste trabalho foram selecionadas 140 vacas multiparas da raga Holandesa com
produgdes superiores a 25 kg/dia pertencentes a rebanhos considerados como sistemas
intensivos de producdo para as condi¢cdes do Sul do Brasil. Apds exame clinico e de
verificagdo das condi¢des exigidas para o estudo, foram considerados 110 animais. A
alimentagdo consistiu em silagem de milho e sorgo, forragem verde de Tifton (Cynodon
nlemfluensis), concentrado ¢ suplementagdo mineral. Para o calculo do valor nutricional
do alimento foram seguidas as recomendagdes do NRC (2001). A racdo foi balanceada

mediante o programa Spartan Ration Evaluator (Michigan State University).

O ecosistema de localizagdo dos rebanhos correspondeu ao Planalto Médio do
Estado do Rio Grande do Sul. Os animais provinham de ntcleos comerciais com
praticas controladas de alimentacdo e manejo em sistemas semiconfinados. Foram
avaliados os periodos climaticos extremos para a zona temperada (inverno e verdao). Os
animais foram divididos em quatro grupos correspondentes as semanas 2, 5, 8 e 11 de
lactacdo. Em cada rebanho e para cada semana considerada, foram coletadas amostras
de sangue e leite de sete animais. A coleta das amostras para todos os animais foi

realizada no mesmo dia em cada rebanho.

Antes da coleta de sangue, foi realizado exame clinico para descartar animais
com sinais de doenca (problemas podais, gastrintestinais ou endometrite). Mediante
analise dos registros foi verificado o periodo de pds-parto do animal e a produgao de
leite dos dias anteriores e a do dia da coleta. As amostras de sangue foram coletadas
mediante venipungdo coccigea em tubos com vacuo com heparina sodica, conservadas
em refrigeracdo e centrifugadas (3000 rpm por 15 minutos) para a obtengdo de plasma,
o qual foi dividido em fracdes, identificado e congelado a -20 °C até as determinagdes
hormonais. As amostras de leite foram coletadas mediante sistema acionado do tanque
individual, na ordenha da tarde, em recipientes com preservante bronopol (2-bromo,2-
nitro-1,3 propanediol) e enviadas antes de 24 horas para o Servico de Andlises de
Rebanhos Leiteiros (SARLE) da Universidade de Passo Fundo, onde mediante

citometria de fluxo foi determinada a contagem de células somaticas (CCS) e por
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espectrofotometria de infra-vermelho proximo (NIRS), foi determinada a composi¢ao

de gordura, proteina, lactose e solidos totais.

A dosagem de cortisol, insulina, T3, T4 (ICN Pharmaceutical, EUA, e leptina
(Linco Research, EUA) foi realizada wusando kits comerciais mediante
radioimunoanalise (RIA) de fase sélida. Foi usado um contador gama automatico para a
quantificacdo radiativa. Para o calculo da concentragdo foi usado o programa
RIACALC® (Universidade de Guelph, Ontario, Canada). A anélise estatistica incluiu
analises de variancia (GLM) para conhecer o efeito das variaveis semana do pos-parto e
rebanho, e prova de t para amostras independentes para o efeito época Foi realizada
prova de correlacao de Pearson, para avaliar a associa¢ao entre os horménios e entre os

componentes do leite. Para as analises estatisticas se utilizou o programa SAS (SAS,

2001).

4.5 Resultados e Discussao

Na Tabela 1 (Pag. 49) foram apresentadas as informagdes sobre a composicao do
leite nos nucleos de producdo do estudo. Em nenhum caso houve efeito significativo do
periodo poés-parto sobre as variaveis estudadas. A variavel época (inverno, verdo)
apresentou efeito significativo sobre os parametros producao de leite, solidos totais e
solidos ndo gordurosos no leite. Foi observado efeito significativo do rebanho sobre os
solidos totais, solidos ndo gordurosos e proteina. Os sélidos totais do leite refletem os
principais aspectos da sintese do leite. Por uma parte, a lactose ¢ considerada o “marca-
passo” da produgdo lactea (Miihlbach et al, 2000). Por outra parte, a proteina e a
gordura sdo a base fundamental das caracteristicas nutricionais da secrecdo e constituem
os determinantes nas politicas de precos do produto (Houseknecht et al., 1998). Pelos
critérios expostos, adotou-se a avaliacdo dos solidos totais como a base para estudar a
possivel relacdo entre as variaveis endocrinas e metabdlicas analisadas no presente

trabalho.

Na Tabela 4 apresentam-se os valores plasmaticos dos principais hormonios
associados ao controle endocrino da lactacdo em vacas leiteiras de alta producdo para

cada uma das semanas do estudo.
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Tabela 4. Valores plasmaticos médios ajustados e erro padrdo para os principais
hormdnios associados a homeostasia de vacas leiteiras de alta produgao.

Semana Hormaonios

da Cortisol T3 T4 Insulina Leptina

lactacdo  (nmol/L)  (nmol/L) (nmol/L) (pmol/L) (ug/L)
2 41,11°+58  1,78°+0,06  3120°+1,09 2,52*°+124 437%+0,16
5 25,11°°+3,6  2,03*°+£0,10  36,10**+1,79  2,26°+0,97 4.41*+0,24
8 13,52*°+33 1,89*°+0,12  39,42°+£2,06  2,29*°+088 4,09°+022
11 77222  2,22°+0,10 41,32+ 1,51 2,87°£ 1,36 4,76 £0,27
p <0,001 0,0010 <0,001 0,0263 0,2070

Me¢édias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Os valores encontrados dos principais componentes do leite correspondem ao
informado pela literatura para a raga Holandesa sob condi¢des controladas de produgao
(Aeberhard et al., 2001a; Wastra e Jennesss, 1986). Os resultados mostram que os
rebanhos selecionados dentro do chamado “sistema especializado™ de produgao de leite,
alcangam um produto similar e dentro dos padrdes exigidos pela Instru¢do Normativa
51 (MAPA, 2002) exceto para o indicador sélidos livres de gordura cuja exigéncia ¢ de
8,4%, valor que ndo foi atingido em nenhum periodo. A composi¢do do leite ndo variou
significativamente, sendo uma das caracteristicas exigidas no comércio internacional de
lacteos (Houseknecht et al., 1998). Diversos fatores t€m sido associados a mudancgas na
composicdo lactea (Kennelly et al., 2000; Miihlbach et al., 2000). Entretanto, nos
ultimos anos, quando devido a selegdo genética a producao individual atingiu 9000
kg/lactacdo, possiveis variagdes individuais ligadas a mudangas metabdlicas tém sido
pesquisadas (Reist et al., 2003b). Um dos fatores responsaveis tanto pela produgdo de
leite, como pela homeostasia do animal tem sido o aporte de energia na ragdo (Arcaro et
al., 2003; Miihlbach et al., 2000). Da mesma forma, os desequilibrios energéticos sao
responsaveis, em grande medida, pelas chamadas “doencas da produgdo”, as quais

afetam a qualidade do leite (Delavaud et al., 2000; Griinari et al., 1998).
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Diferentes autores tém investigado a composi¢ao do leite em relacdo a
indicadores metabodlicos (Aeberhard et al., 2001b; Mottram, 1997; Reist et al., 2003b).
Em geral, todos concordam em que a relacdo direta entre os indicadores de nutri¢ao, os
parametros metabdlicos, o controle enddcrino e a composi¢ao do leite ndo sdo faceis de
associar através de modelos (McNamara ¢ Baldwin, 2000; Sauvant, 1994). Nesses
modelos se apresentam associacdes matematicas que nem sempre conseguem ser
explicadas com sentido biologico. Talvez essa seja a mais ardua tarefa dos futuros
modelos nos quais, sob uma Optica mecanicista, a interagcdo biologica entre metabolitos
e componentes da nutricdo possa explicar variagdes na composicao do leite. A dindmica
propria das células da glandula mamaria para sintese e secre¢dao dos componentes do
leite impede uma relagdo Unica e linear entre cada metabolito e a soma dos sélidos, pois
cada componente segue um padrao particular. Por esta razdo, se encontram modelos
unicos que estudam separadamente a composi¢ao de gordura, proteina ou lactose (Kida,

2003).

O controle da sintese, secrecdo e ejecdo do leite retnem um grande numero de
hormdnios, entre os quais estdo insulina, cortisol, tiroxina, triiodotironina e leptina
(Reist et al., 2002; Reist et al., 2003b; Soliman et al., 2002). O cortisol tem sido
considerado como um bom indicador de estresse e, embora ndo seja o indicador ideal,
constitui um valioso recurso no estudo das alteragdes endocrinas do pos-parto em
funcdo de seu papel estimulador da gliconeogénese e manutengdo da glicemia
(Baumgard, 2003). Os valores de cortisol encontrados (Tabela 4) dao informagao sobre
os periodos de maior risco metabdlico. A segunda semana de lactacdo apresentou os
maiores valores de cortisol plasmatico, enquanto que a semana 11 apresentou 0 menor
valor. Esse comportamento ¢ esperado e explica algumas patologias como a cetose ¢ a
laminite que tém relagdo direta com periodos de altos niveis de cortisol (Feurmann et

al., 2004).

Na Tabela 5 apresentam-se os valores de correlagdo entre os solidos totais no
leite e os hormoénios associados ao metabolismo energético. As informagdes em
conjunto permitem inferir que os indicadores enddcrinos ndo apresentam correlagdo
linear com a caracteristica selecionada para avaliar a composicao do leite. As relagdes

basicas entre solidos totais do leite e hormdnios constituem a base de modelos para
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encontrar um indicador enddcrino confidvel para predizer a composicao do leite. Os

indicadores exibiram correlacao negativa ou proxima de zero.

Tabela 5. Coeficientes de correlacdo entre a porcentagem de sélidos totais do leite e
entre os hormonios reguladores da sintese lactea em vacas de alta producao.

Cortisol T3 T4 Insulina  Leptina ?(ig?sos
Cortisol 1,00
T3 -0,14211™ 1,00
T4 -0,17292™  0,69966%** 1,00

Insulina  0,19419*  -0,05601™ -0,0858 ™ 1,00
Leptina  -0,26646*  0,14817™  0,20525* 0,11928™ 1,00

Sélidos -0,01357™  0,04833™  -0,0311™ -0,09418™ 0,0321™ 1,00
totais

™No significativo (p>0,05),  Significativo a 5% (p<0,05),
" Significativo a 1% (p<0,01)

Um estudo ao redor do parto mostrou que os maiores valores de cortisol
ocorreram no dia do parto e que muitas vacas mantiveram altos niveis ainda na terceira
semana pos-parto (Nikolic et al., 2003). Alguns autores postulam a possivel a¢ao do
CRH na depressdo do consumo de alimento no pds-parto, o que poderia explicar em
parte as variagdes do comportamento individual para enfrentar o balango energético
negativo (BEN) no inicio da lactagdo (Ingvartsen e Andersen, 2000). Considera-se que o
cortisol varia em diferentes circunstancias, razao pela qual poderia ndo ser a melhor

forma de avaliar o estresse (Rushen, 2000).

A triidotironina (T3) e a tiroxina (T4) tém sido monitoradas em diferentes
trabalhos em vacas leiteiras (Aeberhard et al., 2001a; Reist et al., 2002). Os hormonios
tireoidianos fazem parte de mecanismos homeostaticos responsaveis pela regulagao
térmica e o consumo de oxigénio nos diferentes tecidos. No presente trabalho, foi
encontrada uma alta correlagdo entre T3 e T4 (r = 0,7, p<0,01), concordando com outros
trabalhos (Aeberhard et al., 2001a; Nikolic et al., 2003; Reist et al., 2002), o que permite
sugerir que a analise de apenas um hormonio poderia ser usada. Entretanto, a prova de

correlagdo mostrou que a T4 e a leptina tiveram uma maior relagdo positiva, pelo que
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seria mais util a determinagdo de T4, embora seja conhecido que a T3 ¢ o hormonio
ativo nos tecidos (Beerda et al., 2004). T3 e T4 alcangaram o menor valor na segunda
semana pos-parto, como foi observado por Reist et al. (2003b), quem atribuem o menor
valor a um possivel efeito do BEN. Nas semanas seguintes do pods-parto os dois
hormonios apresentaram resultados similares, sendo os maiores valores observados na
semana 11 (Tabela 4). Os valores durante todo o periodo avaliado estiveram dentro de
valores relatados por outros autores (Reist et al., 2003b), porém foram inferiores aos de
outros trabalhos feitos no Brasil (Ingvartsen et al., 2003). Os resultados permitem
sugerir que os processos metabolicos de alta exigéncia comprometem o0s niveis
circulantes dos hormodnios tireoidianos e que, na medida em que os processos
fisiologicos sdo compensados e diminui a pressdo metabolica para a sintese de leite,

conseguem elevar sua concentra(;ﬁo no sanguc.

A insulina tem sido considerada como o principal horménio regulador da
glicemia em mamiferos, mesmo em ruminantes onde ocorre um fluxo constante de
precursores gliconeogénicos a partir do rimen (Herdt, 2000; Kelly et al., 1991). O
interesse pela insulina durante o poés-parto esta relacionado com a adequada sintese de
lactose. Foi discutido que existe uma hipertrofia de alguns tecidos durante a lactacao,
entre estes o figado. Esta hipertrofia é explicada pela necessidade de maior sintese de
glicose. Da mesma forma, foi encontrado no mesmo trabalho, um aumento nos
receptores celulares para insulina (Kelly et al.,, 1991). Um interesse adicional ¢ sua
possivel participagdo na sindrome de depressao de gordura no leite (Arcaro et al, 2003).
Na década de 1990 foi postulado que a insulina poderia estimular a sintese de tecido
adiposo em orgdos diferentes a glandula mamaria, diminuindo os precursores para a
sintese de triglicerideos no leite. Porém, outros trabalhos ndo confirmaram esta hipotese
(Bauman e Griinari, 2003; Goff e Horst, 1998). No presente trabalho, nao foi
encontrada relacdo da insulina com os solidos totais do leite nem com a gordura do leite.
Similares resultados sdo apresentados por outros autores em condi¢des de balanco
energético controlado (Aeberhard et al., 2001b; Goff e Horst, 1998; Herdt, 2000;
Nikolic et al., 2003; Reist et al., 2003b). Na semana 11 ocorreu um aumento
significativo dos niveis circulantes de insulina, possivelmente associado a reducdo da
produgdo e a estabilizagdo do consumo de alimento, como foi observado em outros

trabalhos (Aeberhard et al., 2001a). Houve uma relagdo positiva entre o cortisol ¢ a
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insulina (r = 0,194; p<0,05), o que tem explicagdo fisioldogica na medida em que o
cortisol promove a gliconeogénese. Valores altos de cortisol foram observados na
segunda semana de lactacdo, periodo correspondente a fase ascendente da produgdo de
leite. A insulina esteve positivamente relacionada ao BEN concordando com outras

observacdes (Aeberhard et al., 2001b; Reist et al., 2003b).

A leptina ¢ atualmente o centro dos estudos em endocrinologia de animais de
producdo (Macajava et al., 2004). Nos ultimos anos, gragas ao desenvolvimento de um
teste de radioimunoanalise especifico para leptina em ruminantes, ocorreram avangos no
conhecimento deste hormonio (Cunningham, 1997). Os primeiros trabalhos associaram
seus efeitos ao desempenho reprodutivo e a lipomobilizagdo (Holtenius et al., 2003).
Recentemente a pesquisa sobre leptina em gado de leite se concentrou na sua relagdo
com BEN, variag@o na condi¢ao corporal e composi¢do do leite (Enjalbert et al., 2001;
Reist et al., 2003a). Alguns trabalhos informam valores de leptina durante a lactacao
(Soliman et al., 2002). O presente trabalho ¢ o primeiro no Brasil a apresentar valores de
leptina durante a lactagdo de vacas de alta produgdo (Tabela 4), sendo similares a outros
trabalhos (Soliman et al., 2002). O teor de leptina parece nao ter grandes variagdes em
funcao de dietas com niveis diferentes de energia (Reist et al., 2003b). Postula-se que os
efeitos da leptina seriam através do sistema nervoso central bloqueando a agdo do
neuropeptideo Y, razdo pela qual participaria mais na regulacdo homeorrésica que na
homeostatica, ndo apresentando sensiveis variagdes circulantes (Macajava et al., 2004).
Apesar da teoria que a insulina aumentaria a expressao da leptina, no presente trabalho
ndo houve relagdo entre esses dois hormonios. Porém, houve relacao entre cortisol e
leptina (r=0,266; p<0,01) e entre leptina e T4 (r = 0,205; p<0,05). Esta ultima rela¢ao
poderia entender-se pela presenca de substratos energéticos de alta capacidade

oxidativa, mobilizados e utilizados em resposta ao BEN.

Nao houve efeito significativo do rebanho sobre as variaveis endocrinas, exceto
para a insulina (p<0,001). A maioria dos trabalhos menciona variacdes hormonais
devidas ao balango energético e por efeito de mastite (Nikolic et al., 2003; Reist et al.,
2002). Os rebanhos do presente estudo foram selecionados por suas condigdes
padronizadas de produgdo, sanidade e manejo, sendo esta a possivel causa da falta de

efeito do rebanho sobre os hormonios analisados.
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4.6 Conclusoes

A relagdo estudada entre os principais hormonios da lactacdo e os sdlidos totais
do leite ndo permitem inferir que exista um Unico hormoénio relacionado com os
parametros analisados. Foram determinadas importantes correlagdes de alguns
hormonios entre si. Os resultados sugerem que os hormoénios tireoidianos € a leptina sao
parte ativa da regulacdo energética da lactacdo. Os valores de leptina constituem os

primeiros valores de referéncia para bovinos leiteiros no Brasil.
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5. Modelagem da composi¢do quimica do leite em vacas de alta produgéo

(Submetido a: Acta Scientiarum ISSN 1415-6814)

5.1 Resumo

Os solidos do leite geram as caracteristicas nutricionais e constituem a base do
sistema de remunerac¢do no mercado internacional de lacteos. Em vista da complexidade
da lactogénese, a modelagem pode ser um meio de entender melhor seus mecanismos e
inter-relacdes. O objetivo do presente trabalho foi desenvolver modelos matematicos
para predizer a composi¢do quimica do leite em vacas de alta producdo. Foi estimado o
conteudo de: lactose, proteina, gordura, sélidos totais e sélidos ndo gordurosos. As
variaveis explicativas corresponderam ao metabolismo energético (6), protéico (5),
mineral (3), dinamica hematica (3), funcionamento hepatico (3), controle enddcrino (5),
atividade ruminal (2), analises do leite (1), urina (2) e variaveis externas (3). Para a
analise dos dados utilizou-se a regressdo linear multipla e o algoritmo stepwise. Os
modelos encontrados predizem os componentes do leite com diferentes graus de
significancia e aportam informagdes para a constru¢do de modelos integrais sobre a

lactacao.

52  Summary

The milk solids are determining nutritional characteristics and making the
payment system in milk international market. The knowledge of components synthesis
is basic to improving milk quality. Once lactogenesis is a complex process, the
modeling may be an important way for understanding its mechanisms and
interrelationships. The objective of this work was to develop mathematical models for
predicting the chemistry milk composition in high yielding dairy cows. Information was
analyzed for predicting values of lactose, milk protein, milk fat, total solids and non-fat
solids. The descriptive variables corresponded to: energy metabolism (6), protein
metabolism (5), minerals (3), hematological dynamic (3), liver function (3), endocrine
control (5) ruminal activity (2); milk analysis (1), urine (2) and external variables (3).

For the statistical analysis were used multiple linear regression and stepwise algorithm.
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The models found predicted milk composition with different degrees of significance.

This information is valiable for the integral models construction of lactation.

5.3  Introducgao

O Brasil ¢ o sexto maior produtor mundial de leite. As perspectivas de inser¢ao
no mercado internacional do leite dependerdo principalmente das caracteristicas
qualitativas do produto. Existem exigéncias sobre os niveis de proteina, gordura e
lactose. Alcancar os niveis exigidos vai implicar em mudangas importantes nos sistemas
de produgdo. Atualmente nao ¢é possivel predizer as caracteristicas padronizadas do leite

(Miihlbach, 2004).

Conhecer e monitorar as condi¢des do leite tém sido a estratégia brasileira para
garantir a competitividade internacional. Como forma de padronizagdo do produto
seguindo as exigéncias do mercado mundial, foi instituida a partir de 2005 a Instrugdo
Normativa 51 (IN-51) que regulamenta a qualidade do leite no mercado nacional
(MAPA, 2002). Entretanto, existem duvidas sobre as estratégias a serem utilizadas para
alcancar essa qualidade. Uma delas ¢ através da alimentacdo que ¢ um dos principais
fatores moduladores da composicao do leite (Sutton, 1989, Fredeen 1996). Mas a
qualidade da dieta, a sazonalidade, a diversidade dos sistemas de alimentagdo e fatores
genéticos impedem uma acgdo simples sobre a producdo do leite, especialmente em

animais de alta produgdo (Bachman, 1992; Miilhbach, 2004).

As varidveis metabdlicas constituem um importante foco da pesquisa sobre a
sintese e a secrecdo do leite. Elas geram informacdes sobre os precursores da
lactogénese e podem avaliar rotas bioquimicas relacionadas diretamente com a interface
nutricao-producao do leite (Knight et al., 1994; Fredeen, 1996). Contudo, pela
complexidade das rotas metabolicas, ¢ dificil associd-las de forma simples a sintese dos
componentes do leite. No entanto, ¢ possivel fazer essa associacdo através da

modelagem (Baldwin e Donovan, 2000; Cant, 2001)
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A modelagem ¢ uma técnica que pode auxiliar o processo de tomada de decisao,
uma vez que permite a simulacdo de diferentes cenarios e estimar a repercussdao de
possiveis mudancgas. A utilizagdo de modelos permite compreender e descrever alguns
dos processos que ocorrem no sistema e suas interagdes (Beever et al., 1991; Lovatto e
Sauvant, 2002; Medeiros, 2003). Os modelos matematicos utilizam equacdes para
representar e/ou descrever o sistema estimando o seu comportamento em funcao dos
dados de entrada (Medeiros, 2003). Os modelos podem ser classificados quanto ao tipo
de equagdes que os constituem (lineares e ndo lineares), ao grau de explicacdo dos
fendmenos que estimam ou descrevem (empiricos ou mecanicistas) a forma como
tratam as mudangas ocorridas em relagdo ao tempo fisico (dindmicos ou estaticos) e ao

tratamento de suas variaveis e dos seus parametros (estocésticos ou deterministas)

(Sainz e Baldwin, 2002).

O objetivo do presente trabalho ¢ desenvolver modelos lineares para predizer a
sintese de lactose, proteina, gordura, s6lidos totais e s6lidos ndo gordurosos a partir de
indicadores metabolicos € ndo metabolicos associados a lactagdo de vacas leiteiras de

alta producao.

5.4 Material e Métodos

Foram usadas 140 vacas multiparas da raga Holandesa com producdo média de
leite superior a 25 kg/dia, pertencentes a cinco rebanhos comerciais localizados na
regido do Planalto Médio do Rio Grande do Sul. Os sistemas de produgdo sao
classificados como sistema de produgdo semi-intensivo, onde parte da alimentagdo ¢é
ofertada em pastagens melhoradas. A alimentacdo foi composta por silagem de milho
ou sorgo, forragem verde de Tifton (Cynodon nlemfluensis), concentrado e suplemento
mineral. Para o calculo do valor nutricional do alimento foram seguidas as
recomendagdes do NRC (2001). A ragao foi formulada através do programa Spartan
Ration Evaluator, versao 2.02b (Michigan State University, 2002). Foram avaliados dois
periodos climaticos extremos para a zona temperada (inverno e verdo). Os animais
foram divididos em quatro grupos, correspondentes as semanas 2, 5, 8 ¢ 11 da lactagao.

Em cada rebanho e semana foram coletadas amostras de sangue, suco ruminal, urina e
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leite das vacas selecionadas para cada semana de lactacdo. A coleta das amostras para

todos os animais foi realizada no mesmo dia em cada rebanho.

As amostras de sangue num volume de 10 mL foram coletadas por venipuncao
coccigea em sistema de tubo a vacuo sem anticoagulante e com heparina ou EDTA-K
como anticoagulante especifico conforme a prova a fazer. O suco ruminal foi obtido
através de sonda esofagica de dupla via e a urina foi coletada mediante inducdo da
micgdo por massagem perineal. Todas as coletas foram realizadas apos a ordenha entre
as 7:00 e as 10:30. As amostras do leite foram coletadas de sistemas especiais

acionados do tanque individual, durante a ordenha da tarde.

No soro sanguineo foram determinados, através de provas enzimaticas
colorimétricas, os seguintes metabolitos como indicadores do metabolismo energético:
glicose, beta-hidroxibuitrato (BHB), dacidos graxos nao esterificados (NEFA),
fructosamina, colesterol e triglicerideos. Como indicadores do metabolismo protéico
foram dosadas: proteinas totais, uréia no sangue, albumina, globulina e creatinina;
relacionados ao metabolismo mineral: calcio, fosforo inorganico e magnésio. Como
indicadores hematologicos foram avaliados hematocrito, hemoglobina e contagem total
de leucocitos; na avaliacdo da funcdo hepatica foram analisadas em soro as enzimas:
aspartato amino transferase (AST), creatina kinase (CK) e gama glutamil transferase
(GGT). No plasma sanguineo foram determinados por radioinmunoanalise de fase
solida cortisol, insulina, leptina, triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). No suco ruminal
foram determinados o tempo de redu¢do do azul de metileno (TRAM) e o pH. Na urina

foram avaliados o pH e a densidade especifica.

Para a determinagdo de lactose, gordura, proteina, sélidos totais e contagem de
células somaticas (CCS) foram usados os métodos de absor¢do de luz no infravermelho
proximo (NIRS) e citometria de fluxo em aparelhos automatizados (Bentley Instruments
Inc, EUA). Os so6lidos ndo gordurosos (SNG) foram estimados por diferenca entre os

solidos totais e gordura. As amostras foram coletadas em recipientes contendo
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conservante bronopol (2-bromo, 2-nitro-1,3 propanediol) e enviadas, até 24 h apds a
coleta, ao Servigo de Andlise de Rebanhos Leiteiros (SARLE) da Universidade de Passo
Fundo. Os dados obtidos foram armazenados numa base compativel com o pacote
estatistico SAS (2001). As informagdes finais corresponderam a 107 animais. Foram
desconsideradas informagdes ndo completas de 33 animais (23,6%). A distribuicdo de
cada varidvel foi analisada através do procedimento univariate do SAS. As varidveis
cortisol, leptina, NEFA, BHB, creatinina, CK ¢ TRAM foram transformadas por
logaritmo. Para desenvolver o modelo de predicio de cada um dos componentes
quimicos do leite (lactose, proteina gordura, sélidos totais e so6lidos ndo gordurosos) a
partir de varidveis metabolicas e ndo metabdlicas, foi realizada regressao linear multipla
através do procedimento REG do SAS, algoritmo STEPWISE. O efeito da semana foi
controlado mediante um polindmio de terceiro grau, que explica o efeito da variavel
semana (4 niveis) sem assumir a linearidade ou ndo do efeito. Para o efeito propriedade
foi calculado o contraste ortogonal. Como critério de aceitagdo do modelo foi
considerado o valor de significancia e como fator de bondade de ajuste foi usado o

coeficiente de determinacdo (R?).

55 Resultados e Discussao

No presente trabalho 27 varidveis associadas as rotas metabolicas e trés variaveis
de outra origem (externas e CCS) foram usadas na regressao multipla. Em geral, os
coeficientes de determinagdo para cada composto individual do leite ndo foram altos.
Isso se deve, provavelmente, as variaveis explicativas dos diferentes metabdlitos que
ndo estdo diretamente relacionadas com a sintese ou secre¢do de um componente
especifico do leite. E o caso, por exemplo, dos triglicerideos que nio apresentam
informagdes relevantes sobre a sintese de proteina, mas s3o uteis na predicdo da
gordura. Outro exemplo ¢ o pH ruminal que ndo ¢ um bom indicador da sintese de
lactose, mas ¢ um bom estimador da proteina lactea. No entanto, o ideal ¢ trabalhar com
um conjunto de varidveis para desenvolver modelos matematicos, pois as inter-relagdes

bioquimicas e homeostasica acontecem de forma integrada (Baldwin e Donovan, 2000).

Existem mecanismos fisioldgicos especificos nos processos da sintese ou

secrecao do leite. As pesquisas mais recentes de modelagem da composiciao lactea
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incluem mecanismos celulares complexos e técnicas de avaliagdo do metabolismo
intracelular (Pollott, 2004). Para cada componente tém sido desenvolvidos modelos para
explicar os mecanismos fisico-quimicos especificos da lactogénese (McNamara e
Baldwin, 2000; Jonker et al., 1999). Uma meta analise de trabalhos das tltimas décadas
sobre modelagem da composi¢ao do leite mostra que a fase da lactacdo é um dos fatores

mais importantes (Martin e Sauvant, 2002).

A equagio de regressio miltipla para estimagdo da lactose (n = 107; R* = 0,27)

a partir do conjunto de variaveis metabdlicas foi:

Lactose = 4,35645 — 0,00163 AST + 0,11571 magnésio + 0,00707 albumina —
0,00000718 leucocitos totais — 0,02873 log CCS [Equagéo 1]

O algoritmo stepwise selecionou cinco de 30 variaveis. Neste modelo (Equagao
1) a presenca de albumina ¢ explicada pela associacdo entre lactoabumina e sintese
lactea (Collier, 1995). O magnésio ¢ reconhecido como o principal co-fator enzimatico e
participa do crescimento da populagdo microbiana através da regulagdo da sintese de
NADPH (Spears, 2002). AST esta relacionada com o funcionamento hepatico e indica a
importancia do figado nos processos de sintese de energia através da fosforilagdo da
glicose (Heuer, 2000). A contagem de células somaticas no leite (CCS) e leucdcitos
totais no sangue, indicadores do estado de defesa da glandula mamaria, entraram no
modelo sugerindo a necessidade da sanidade do parénquima alveolar para garantir a

sintese da lactose (Sordillo e Streicher, 2002).

Para a estimagdo de gordura (n=107; R*=0,19)a equagdo encontrada foi:

Gordura = 1,76506 + 0,40451 época + 0,01325 triglicerideos + 0,81826 NEFA —
0,07448 log cortisol + 0,06184 hemoglobina. [Equacéo 2].
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Na predi¢ao da gordura aparece a variavel época, que pode refletir o ajuste
metabolico ao estresse ambiental do verdo (Umphrey et al.,, 2001). A presenga de
variaveis como NEFA e triglicerideos fariam sentido logico toda vez que elas estdo
estreitamente relacionadas com a mobiliza¢do de tecido adiposo e a sintese de gordura
(McNamara e Baldwin, 2000). E possivel que o cortisol secretado em quantidades
elevadas pelo estresse nas primeiras semanas da lactagao modifique os niveis endogenos
dos precursores de gordura lactea (Rushen, 2002). Os NEFA dao informagdo sobre a
mobilizagdo de tecido adiposo que acontece durante o balango energético negativo
como uma solugdo ativa de garantir a homeostase da glicemia (Heuer et al., 2000). A
hemoglobina estaria associada com a dindmica sangiiinea cuja taxa de fluxo na glandula
mamaria permite o melhor intercambio de oxigénio nos tecidos para a sintese e secrecao

de gordura (Drackley et al., 2001).

Para a estimacio de proteina (n = 107; R* = 0,33) foi obtida a equagio:

Proteina = 1,98633 — 0,00333 glicose + 0,13916 BHB — 0,00092089 colesterol —
0,03197 log cortisol + 0,06334 fosforo inorganico — 0,02937 uréia no soro + 0,03824
hemoglobina + 0,12619 pH rumen — 0,07 log TRAM. [Equacéo 3].

A proteina foi o componente do leite que exigiu o maior niumero de variaveis (9)
para sua predi¢do. Entre eles estdo o pH ruminal e 0o TRAM que sdo associadas com a
estabilidade do ambiente ruminal necessaria para a sintese de proteina bacteriana, base
da sintese de proteina lactea (Kennelly et al., 1999). O balanco energético para sintese
de proteina foi incluido no modelo de regressdo através da presenca dos metabolitos
glicose, uréia no soro e fosforo inorganico (Jonker et al., 1999). Na equacao 3,
participam o colesterol e o BHB, que junto com o cortisol fazem parte do metabolismo
dos lipideos diretamente relacionado com a sintese de gordura lactea na primeira fase da
lactagdo. Existe relagdo entre os niveis de gordura e proteina no leite (Fredeen, 1996),

pois a composicao dos sélidos do leite € estavel, sendo a lactose o composto de menor
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variagdo. Assim, as maiores modificagdes se encontram na gordura ou na proteina do
leite. Igualmente, as variacdes na composicao dos sélidos totais € SNG comprometem
os niveis de proteina e gordura. Isso porque a lactose € responsavel por cerca de 50%
dos so6lidos totais e seu valor constante impede alteragdes em outros componentes (Tran

e Jhonson, 1991).

Para os solidos totais (n = 107; R* = 0,29) a equagdo de regressio foi:

Sélidos totais = 9,96273 + 0,52795 NEFA + 0,02031 triglicerideos + 0,23373 fosforo
inorganico + 0,12876 hemoglobina — 0,03577 hematocrito. [Equacao 4]

A predicao dos solidos totais ndo corresponde a um processo aditivo, embora a
determinagdo dos solidos seja feita pelo somatorio dos compostos individuais mais uma
estimagdo dos minerais obtida pela adi¢do de um valor constante. Nem todas as
variaveis explicativas dos solidos totais (Equacdo 4) estdo presentes na predi¢do de cada
um dos componentes individuais (Equagdes 1, 2 ¢ 3). E importante observar que na
predicdo dos sdlidos a regressao incluiu metabolitos relacionados com a mobilizagdo de
energia e a dindmica hematica, fatores fisiologicos chaves para a lactogénese (Collier,
1995). A importancia da geracdo de energia no nivel molecular para os diferentes
processos bioquimicos estaria indicada pela inclusdo na equagdo do fosforo inorganico

(Heuer, 2000).

A equagcio de predigdo para solidos ndo gordurosos (n = 107; R* = 0,67) foi:

SNG =9,1468 — 0,51136 época — 0,237 BHB + 0,18405 fosforo inorganico + 0,01517
albumina — 0,01506 globulinas — 0,00001166 leucdcitos totais. [Equacéo 5]
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O coeficiente de determinacdo mais elevado encontrado para os diferentes
componentes foi de 0,67, correspondente aos SNG (Equagdo 5). O coeficiente de
determina¢do elevado indica que o componente gordura reconhecido pela sua alta
variabilidade (entre 2,47 até 4,18) afeta sensivelmente a predicdo dos sdlidos. Na
equacao foi incluida a varidvel época associada com o estresse climatico (Umphrey et
al., 2001). O BHB esté associado tanto como a mobilizacao de tecido adiposo, quanto
com a sintese de acidos graxos no rumen (Enjalbert et al, 2001). Os metabdlitos que
avaliam indiretamente a sintese de proteina lactea, tais como albumina e globulina sao
variaveis importantes na predicdo dos SNG, porque a proteina do leite constitui cerca
do 40% dos SNG (Bachman, 1992). Assim, a predicdo de SNG seria mais util que a
determinacdo dos sélidos totais e teria concordincia com a exigéncia da norma legal

(IN-51).

Quando comparado o numero de variaveis selecionadas na predicdo de solidos
totais (Equacdo 4) e SNG (Equagdo 5) unicamente o fosforo inorganico apareceu nas
duas predi¢des. Isso mostra que o modelo matematico pondera as variaveis de forma
independente para cada componente, ndo sendo util a exclusdo dos metabolitos

associados com a sintese de gordura para a predicao dos SNG.

Na lactacdo, as inter-relacdes fisiologicas e endocrinas sdo dindmicas e
complexas, o que dificulta a observagcdo de fatores individuais como a sintese de
compostos (Aeberhard et al., 2001). Isso foi observado no presente estudo para a
predicdo dos so6lidos do leite, que explicaria os baixos coeficientes de regressdo obtidos.
Entre os componentes principais do leite analisados a gordura apresentou o mais baixo
coeficiente de determinagdo (R”= 0,19), enquanto que, a proteina mostrou o melhor
coeficiente (R? = 0,33). Néo foi encontrado um metabdlito preditor comum aos trés
componentes do leite. Todavia, o cortisol e a hemoglobina estio nos componentes
principais de dois dos trés modelos estudados, sendo os tnicos metabolitos comuns na
predicdo de proteina e gordura. Eles sdo, portanto, candidatos na predicdo dos

componentes do leite.
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As variaveis selecionadas em cada modelo para predizer os sélidos sdo uteis e
com sentido biologico para ajustes na parametrizagdo de modelos metabolico-
nutricionais no estudo da composicao do leite, fator que precisa de informagdes
sensiveis (Lovatto e Souvant, 2002). Metabolicamente os processos de sintese de
componentes individuais do leite estdo positivamente relacionados com o balango da
dieta (Bachman, 1992, Fredeen, 1996) e negativamente relacionados com a selecao
genética (Baldwin e Donovan, 2000; Cant, 2001). O fato anterior aumenta a
complexidade na determinagdo dos melhores indicadores metabdlicos para predicdo dos

solidos.

O conjunto de variaveis analisadas a partir do leite (proteina, lactose, solidos
totais e SNG, indice proteina-gordura (IPG) e producdo do leite), ndo foram
consideradas no modelo para ndo incluir dentro das variaveis explicativas, varidveis
estruturalmente ligadas com as variaveis resposta e que poderiam nao implicar relagao
causa-efeito. Foi observado que estas varidveis predizem significativamente (p< 0,0001)
e com coeficientes de determinacdo (R?) elevados a maior parte dos componentes do
leite assim: 0,35; 0,26; 1,00; 1,00 e 1,00 para predicdo de lactose, proteina lactea,
gordura do leite, SNG e solidos totais respectivamente. Teoricamente, as varidveis
analisadas no leite ndo deveriam fazer parte dos modelos para explicar a composi¢cdo
quimica do proprio leite, ja que o interesse dos estudos de lactogénese sdo informagdes

causais que permitam avaliar o processo da sua sintese.

O fato que o conjunto de varidveis determinadas no leite possa predizer em
forma adequada os principais componentes do leite ¢ de interesse econdmico para os
laticinios. Estas informagdes se podem obter através dos atuais sistemas de controle
leiteiro nos quais ¢ possivel avaliar a composicdo quimica do leite a partir das
informagdes geradas pelo sistema de controle mensal dos rebanhos monitorados através
da rede Brasileira de Laboratérios de Controle da Qualidade do Leite (RBQL). O
monitoramento da composic¢ao e as politicas de controle fazem parte do novo cenario da

cadeia lactea brasileira (IN-51). Para o produtor ¢ necessario predizer a composicao do
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leite e a sua relacdo com o estado nutricional para gerar opgdes alternativas no manejo

do rebanho.

As variaveis externas apresentaram coeficientes de determinacdo baixos (dados
nao apresentados). Contraditoriamente ao exposto por outros autores (Bachman, 1992;
Miilhbach et al., 2000), no presente trabalho os modelos gerados unicamente com estas
variaveis ndo foram uteis para as estimagdes, possivelmente porque a fase de lactagdo
correspondeu a uma faixa estreita da lactacdo e porque as condigdes de manejo
estiveram padronizadas para animais em semi-confinamento com dietas controladas,
igualmente, o fato descrito da exclusdo apresentada entre as varidveis época e rebanho.
A determinacdo dos so6lidos através de variaveis metabolicas € um evento pontual, pelo
qual foram gerados polindmios e contrastes para diminuir o efeito semana e rebanho.
Poucas mudangas nos compostos do leite sdo originadas por efeitos ambientais quando

as condigdes nutricionais sao manipuladas (Reist et al., 2002).

5.6 Conclusoes

A predicao da sintese de lactose, proteina, gordura, solidos totais e so6lidos nao
gordurosos do leite, através de modelos lineares utilizando indicadores metabolicos ou
de outro tipo € possivel, muito embora os coeficientes de determinacdo obtidos foram

relativamente baixos.



79

6. Predicting Milk Quality Using an Artificial Neural Network Based Model
(Submitted to: Journal of Dairy Science, ISSN 0022-0302)

6.1  Summary

Many economic, nutritional and industrial interests press for ways to modify
solids in the milk composition. The limited and substantial capacity of the mammary
gland to produce large amounts of proteins and fat molecules has been used in modern
study techniques to model the solid production. There is a lack of models that can
simulate and provide understanding of the biological process of milk composition. For
this purpose, neural networks are a particularly attractive technique for complex
problems when modeling is difficult or when model dynamics do not permit online
process control. Artificial neural networks was sucessfully used in the milk quality
prediction problem. This process makes it possible to model the milk composition
problem and identifies the relative importance of each input variable with the desired
output variable. It was created artificial neural network based models to predict total
milk solids, lactose, milk fat and milk protein from 45 attributes with direct metabolism

relation or adaptation factors.

6.2 Resumo

Existe um grande interesse por parte da industria de lacteos para obter um
produto primario com alto contetdo de solidos. Por sua vez, a glandula mamaria possui
uma limitada capacidade de sintese de gordura, proteina e lactose. Na predi¢do da
composicdo quimica do leite tém tido utilizadas modernas técnicas para fazer a
modelagem da producdo de sélidos. E conhecido, que os modelos podem simular e
provir fontes de entendimento para esclarecer os processos bioldgicos da sintese e
secre¢do dos componentes do leite. Neste intuito, as Redes Neurais sdo uma particular e
atrativa técnica que ajuda na solugdo de problemas complexos ou de dificil modelagem,
ou em situagdes nas quais os modelos dindmicos nao conseguem serem controlados em
tempo real. No problema da qualidade do leite ¢ possivel usar inteligéncia artificial
através das Redes Neurais. Uma primeira aproximagdo ¢ apresentada na tentativa de
gerar um modelo que identifique a importancia relativa de diferentes varidveis
metabolicas usadas como variaveis de entrada para predizer uma Unica variavel de
saida, a qual corresponderia a cada um dos s6lidos do leite. Mediante a técnica de Redes

Neurais, foi gerado um modelo para predizer a composi¢do de lactose, gordura, proteina
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e solidos totais do leite a partir de 25 variaveis correspondentes ao metabolismo das vias

endogenas.

6.3 Introduction

Milk is a raw material used by major processing industries worldwide. The composition
of milk prior to processing might be altered by managemental, nutritional and possible genetic

alterations.

Relative amounts of nutrients present in milk vary from cow to cow. These variations
allow dairy cattle breeders to select a mammary cell population that produces milk with the
desired composition. However, these permanent changes take time. Relatively fast but

temporary changes may occur in response to dietary management (Bachman, 1992).

Daily measuring of milk composition for each cow could be used to improve animal

selection and monitor control (Tsenkova et al., 2000).

Understanding the cow’s metabolic status and endogenous metabolites may permit the
prediction of health, milk production and composition through model tool. Biochemical
indicators in blood and tissue metabolite levels vary under nutritional and heath conditions, rates
of nutrient turnover and the oxidation is different. This fact requires a dynamic, deterministic,

and mechanistic model for its compression, Baldwin and Donovan (2000).

The traditional milk study models derived from linear regression are not adequate for all

biological processes. Better models may be developed through computational techniques.

The determination of totals solids is an important practice to evaluate the impact of
feeding and kinetics on lactation. The variability of parameters for each kinetic across individual

components should be investigated through mixed models (Martin and Sauvant 2002).

Today, complex methods are being used to study milk composition using processes
such as cell differentiation, cell death and secretion rate per cell, through interactive, nonlinear,

curvefitting procedures (Pollott, 2004).

Artificial Neural Networks (ANNs) are computer techniques used as universal

approximators of continuous functions constituted of a class of nonlinear models that learn the
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correlation between input and output variables of a process, without a priori knowledge of the

relationships between them.

The ANNSs are particularly attractive in case of complex problems when modeling is
difficult or when model dynamics do not permit online process control. In food processes,
neural networks have been successfully used to predict pH and acidity for the industrial cheese
productions Paquet (2000). Also, ANNs have been used in models for metabolic predictions
(Stefanon et al. (1991).

The main objectives of the study were to create ANN based models to predict total
solids, lactose, milk fat and milk protein metabolites as well as to identify the most important

metabolites for these different predictions, with an acceptable error rate.

6.4 Material and methods
Data Collection

Two hundred and ten high yielding Holstein Friesian dairy cows localizated in the
South of Brazil were used in the test. To study the factors involved in milk production we have
analyzed different components of the endogenous metabolic system. These components are

related to milk secreting or to homeostasis regulator systems.

Ruminal fluid was collected to analyze directly the rumen functioning state and

indirectly the primary digestive process.

Urine was analyzed to determine the potential metabolite excretion related to cow
energy regulation function, in particular testing the presence of ketone bodies. The pH was
tested to evaluate the possibility to infer, through linear regression, the rumen pH which is more

difficult to be collected.

The endocrine mechanisms of milk production and/or homeostasis, cortisol, T3, T4,

leptin and insulin were analyzed through solid phase radioimmunoassay.

Blood biochemical metabolites were clustered to analyze energetic, proteic and mineral
metabolism. Additionally, enzymes were analyzed to recognize the hepatic function status. The

energetic cluster was composed of 6 metabolites: glucose, cholesterol, NEFA, BHB,
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fructosamine, and triglycerides. The proteic cluster was composed of 5 metabolites: total
proteins, albumin, globulin, creatinine, and BUN. The mineral cluster was composed of 3
metabolites: calcium, inorganic phosphorus (Pi) and magnesium. The enzymes cluster was

composed of 3 attributes: AST, CK, and GGT.

Total leucocytes counting, hematocrit and hemoglobin determination was carried out to

evaluate haematic status.

The solid milk composition was analyzed through NIRS to determine lactose, fat,

protein and totals solids. Flux citometry was used to count the somatic cells in milk.

Sampling for analysis was done on the same day; the cows were distributed over
programmed weeks through lactation period in relation to parturition date. Twenty-eight cows

were analyzed for each farm. Cows with incomplete data were removed of the analysis.

Samples were collected on 5 farms sharing, at least, the following characteristics: milk
production (mean of 25 litres/day), production and nutrition records. The database collected
consisted in 107 observations with 45 attributes. There was no incompleteness, being all

attributes informed for each observation.

Machine Learning and Artificial Neural Networks

Since computers were invented, we have tied to make them learn nearly as well as
people do. In the Computer Science area, the field of Machine Learning is concerned with this
wonder, creating computer programs to improve automatically with experience. Although
computers learn unlike people, in recent years many theories and algorithms have been invented

that are effective for certain types of learning tasks (Mitchell, 1997).

ANNs have become an important tool in the arsenal of machine learning techniques that
can be applied to solve complex problems. This tool has been inspired in part by the observation
that biological learning systems are built of very complex webs of interconnected neurons. In a
rough analogy, ANNs are building out of a densely interconnected set of simple units, where
each unit takes a number of real-valued inputs and produces a single real-valued output. These
units, called neurons, are distributed in layers and connected by links called synapses, each of

which is characterized by a weight of its own. There is also an activation function for limiting
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the amplitude of the output of a neuron. Among the many interesting properties of an ANNSs, the
ability of the network to learn from its environment, and to improve its performance through
learning has primary significance. ANNs learning methods provide a robust approach to

approximating real-valued, discrete-valued, and vector valued target functions (Haykin, 1999).

An example of a network is presented in figure 1. The architecture is composed by 4
neurons in the input layer, a single hidden layer containing 5 neurons, and an output layer

containing 1 neuron.

Input Hidden Layer Output

Input #1 —=

Input #2 —=

Input #3 —=

Figure 1. Fully connected feedforward network with one input layer, one hidden layer

and one output layer.

Artificial Neural Network Architecture

There are four different classes of network architectures: single-layer feedforward,
multilayer feedforward, recurrent and lattice structures. In this work we have implemented a
multilayer feedforward network with fully connected neurons. Typically, this network consists
of a set of neurons divided in three layers: input, hidden and output. The input layer consists of
one neuron for each network entry. The output layer consists of one neuron, which will compute
the final result for prediction. The hidden layer, which enables the network to extract higher-
order statistics from data, has different sizes for each experiment. The neurons in each layer of

the network have as their inputs the output signals of the preceding layer only. In fully
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connected networks, every neuron in each layer is connected to every other node in the adjacent

forward layer.

There is not a perfect architecture to solve all problems. An important issue that has to
be addressed is how to define the best architecture to solve each problem. Unfortunately, there
are no well-defined rules for doing this. For each prediction we have done several experiments
with different architectures and, based on prediction error, we have selected the best

architecture.

Learning Process

ANNSs can learn the correlation from a subset of cases, called training set. The learning
process consists in repeated presentations to the network of the training set and the
corresponding desired output variable. During this iterative process the synaptic weights and
biases are adjusted and, ideally, the network becomes more knowledgeable about its

environment.

In the learning process of this work, we have used the error-correction rule and the
paradigm of supervised learning. For each particular example presented to the network at a time
n for a neuron k, there are some desired response dk(n) and the actual response yk(n). Typically,
yk(n) is different from dk(n) being defined an error signal ek(n). The purpose of error-correction
learning is to minimize a cost function based on ek(n) in a statistical sense. Supervised learning
is done by a set of input-output examples. The synaptic weights are adjusted under the
combined influence of the training vector and the error signal, which is defined as the difference
between the actual response of the network and the desired response. For each interaction the
error signal must be minimized using the error-correction learning rule of backpropagation

algorithm.

Unfortunately, neural networks are susceptible to overfitting the learning examples at
the cost of decreasing generalization accuracy over unseen examples. For small training sets this
problem is most severe. One of the most successful methods for overcoming the overfitting
problem is the leave-one-out cross-validation technique, in which the set of m training instances

is repeatedly divided into a training set of size m-1 and test set of size 1, in all possible ways.

After the learning process, the model is tested over the test set. A minimum error over

the test set indicates the best model.
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To perform the experiments the following characteristics as standardized in network

architecture were used:

e 3 layers;

e Sum as the input/propagation function for hidden layer;

e Hyperbolic tangent sigmoid transfer function for hidden layer;
e 1 neuron in output layer;

e Sum as the input/propagation function for output layer;

e Hyperbolic tangent sigmoid transfer function for output layer;
e Synaptic weights randomly initiated in [-1,1] range;

e 10 initializations / retraining.

The following characteristics were variable at each experiment:
e Number of neurons in input layer,
e Number of neurons in hidden layer;

e Number of epochs;

6.5 Results and discussion

Several experiments with different prediction targets were carried out. In the first set we
used four different approaches to predict total milk solids from endogenous metabolites.
For each experiment an attribute to be predicted was selected summing up a total of 40
attributes, except for ketone and cow number. For each attribute we used several neural network
architectures to perform the prediction and we will present the ones that achieved the best

results in the leave-one-out cross validation process.
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Predicting total solids attribute

Experiment 1

To predict the total milk solid attribute, the following network of variable characteristics

was used:

e 39 neurons in input layer (one neuron for each input attribute);
e 1 neuron in hidden layer (a linear regression problem);
e 120 epochs (whether increasing or decreasing the number of epochs, the error

increased).

Figure 2 presents the plots real and predicted values for total milk solids (i), lactose (iii),
milk fat (v) and milk protein (vii) using 39 attributes, respectively, and the absolute prediction

error for all observations for the same milk components (ii, iv, vi, viii), respectively.

Figure 3 presents the absolute prediction error for each of 107 observations for the main
milk components. Mean prediction error was 0.10504 + 0.09691. Mean value of total solids was

11.5773, with error of 0.90%.

Each of the 39 attributes used for prediction has an associated synapse connecting the
input layer to hidden layer. Thus, we can determine the great correlation of non fat solids with
total solids, and milk fat with total solids. The mean of all weights was 0.05231 + 0.136. Non
fat solids (0.6583) and milk fat (0.5940) were observed to be the most important attributes for
predicting total milk solids.

We considered important all attributes with weights greater then weights mean +

weights standard deviation. No included attributes showed weights lower than 0.0599.

The results of these experiments validate the model proposed which identified the main

attributes for total solids prediction.
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Experiment 2

Based on the result obtained in experiment 1, the experiment was repeated using only

the attributes non fat solids and fat.

The following network of variable characteristics to predict total solids was used:
e 2 neurons in input layer;
e 1 neuron in output layer;

e 120 epochs;

Real and predicted values for each of the 107 observations using only the most important

input attributes were compared.

Mean prediction error was 0.06455 + 0.07155. Mean value of total solids was 11.5773, with
error of 0.55%, 0.35% lower than experiment 1. Experiment 2 showed that, despite neural
network capability to discover the main input attributes, the existence of other irrelevant
attributes in the model may increase the prediction error. The use of only important attributes

may increase model accuracy.
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Figure 2. Plots of real and predicted values for total solids using 39 attributes (i) and the absolute
prediction error for all observations (ii). Plots of real and predicted values for lactose using 39
attributes (iii) and the absolute prediction error for all observations (iv). Plots of real and predicted
values for milk fat using 39 attributes (v) and the absolute prediction error for all observations (vi),
and the real and predicted values for milk protein using 39 attributes (vii) and absolute prediction error
for all observations (viii).
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Figure 3. Plot of absolute error for total solids prediction with different variables
number (i), plot of absolute error for lactose with different variables number (ii), plot of
absolute error for milk fat (iii) plot of absolute error for milk protein with different
variables number (iv).

The Most important attributes for the prediction of total milk solids with their weights
were [PG (0.7054), milk protein (0.5677), BHB (0.5368), Pi (0.5229) and NEFA (0.4931).

Experiment 3

The aim of this experiment was to discover the most important endogenous metabolites

that interact to define milk total solids. All attributes were used except non fat solids and milk

fat.

The following network of variable characteristics was used:
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e 37 neurons in input layer;
e 10-5 neuron in hidden layer;

e 120 epochs;

The absolute prediction error for each of the 107 observations was 0.5615 + 0.4897. The

mean value of total solids was 11.5773, with error of 4.85%.

The total milk prediction showed a correlation of several metabolic variables (BHB, NEFA

and Pi) indicating a complex biological process. The mean weights were 0.3865 + 0.09419.

Metabolic importance of milk attributes for totals solids prediction

The presence to IPG index in experiment 2 is the major evidence of the fat-protein
relation in milk composition. Protein and fat are milk components with wide capacity to change
the total solids. They compose 50% of the total solids (Bachman, 1992). The IPG is an

important indicator of nutritional management on a farm.

In experiment 3, other main attributes for the prediction of total milk solids were
metabolites important for lipid metabolism (BHB, NEFA). The latter is activated during BEN
(Balance Energetic Negative) during early lactation (Reist et al., 2003). The fat mobilization
may be a precursor for milk fat synthesis in the mammary gland, thus, increasing the milk fat

percentage in total milk solids.

The Pi indicates the energy flux in milk synthesis during lactation (Knowlton and
Herbein, 2002). The attributes selected in the ANN analysis are valid as main metabolites in the

theoretical biology model construction.

For the predictions of lactose, milk fat and milk protein, the models proposed in the

experiment 3 only were used, with metabolic variables in neuron input layers.

To predict lactose, milk fat and milk protein variables, the following processes were

carried out:
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Predicting lactose variable

Each one of 39 attribute used for prediction has an associated synapse connecting the
input layer to hidden layer. Figure 2 (iv) presents the absolute prediction error for each one of
39 synapses. The variables: non fat solids (2.1405), milk protein (0.9886), epoch season
(0.8440) and total solids (0.6703) correlated greatly with lactose. Mean error was 0.07010 =+
0.06639. Other attributes showed weights less than 0.4583, mean error: 0.1931 + 0.1486 and
weight error: 0.8993 + 0.7122.

Metabolic attributes for lactose prediction were: cholesterol (2.3452), T3 (2.1076), CK
(1.9873), globulins (1.9610) and Pi (1.7263).

Metabolic importance of attributes for lactose prediction

Lactose is a metabolite with minor variation in the lacteal secretion (Bachman, 1992).
However, in its synthesis the energy activities are very important. The model shows no evidence
that metabolite indicators direct energy metabolism, differently from what was expected. The
presence of T3 and phosphorus indicated the use for energy deriving from cell oxidation. On the
other hand, in the lactose synthesis we need the best integral status of the mammary gland. This
is the main reason why CCS appears inside the model for lactose prediction. In the total solid
model, the main attributes for prediction was the season effect, possibly due to stress influence

in the summer.

Predicting milk fat variable

Figure 2 (v, vi) presents the real and predicted values and the prediction error for all

observations using 39 attributes for fat estimation.

Each one of the 39 attributes used for prediction has one associated synapse connecting
the input layer to the hidden layer. The variables showing a higher correlation with fat were:
total solids (1.1115), non fat solids (1.3918) and mean error 0.01025 £+ 0.008193. Synaptic mean
weights were 0.09134 £ 0.2759. Other attributes showed weights lower than 0.0770.

The metabolic attributes for fat prediction with respective weights were: triglycerides

(0.9719), globulins (0.7942), serum urea (0.7910), NEFA (0.6800).
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Metabolic importance of attributes for milk fat prediction

In the first experiment, most attributes for milk fat prediction were equal to total solids.
This may be explained by the fact that in total solid predictions the main factors are non fat
solids and total solids. The milk fat attribute is very sensitive and is a variable in both models.
In practice, milk fat is a milk component with high oscillation. In the second experiment, total
solids and not fat solids were removed and another set of attributes with six main metabolites
was used. Under these conditions, triglycerides was the main attribute for milk fat prediction.
Different authors have already recognized these metabolites in the milk synthesis process
(Jensen, 2002); NEFA, globulins and serum urea are metabolites for practical use in fat milk
composition prediction because of their influence on health status and protein diet evaluation.

The six variables selected for ANN process represent the endogen metabolic process

Predicting milk protein variable

Figure 2 (vii, viii) presents the real and predicted values for milk protein and predicted

error graphic for all observations using all 39 attributes.

Each one of the 39 attributes used for prediction has one associated synapse connecting
the input layer to the hidden layer. The weights for the main synapses were non fat solids
(1.4737), total solids (0.7264), lactose (0.6699), and epoch season (0.5220). The mean error was
0.01867 = 0.01662.

The metabolic attributes for milk protein prediction were pH Urine (3.1793), Pi
(1.9468), BHB (1.9242), serum urea (1.5948) and total protein (1.5499).

Metabolic importance of attributes for milk protein prediction

In the first experiment, the presence of non fat solids and total milk solids were the main
attributes for the ANN model. Lactose was the third metabolite in importance for prediction. In
this first phase of the experiment, the effect of season on prediction became evident. In the

second phase, total milk solids and non fat solids were removed from the model, thus, a new set
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of attributes appeared. In the new model, direct variables related to protein metabolism were
detected: total protein, BUN and urinary pH. They constitute 60% of total metabolic indicators
of the milk protein synthesis. The other metabolites were related to energy metabolism and were
necessary as much in the rumen as in the mammary gland. The BHB denoted the activation of

gliconeogenic rout

6.6 Conclusions

The present experiment demonstrated the possible use of ANN techniques to predict
milk solid compounds using metabolic and homeostatic information for high-yielding dairy

COWS.
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7. DISCUSSAO

Os parametros metabdlicos para vacas leiteiras de alta producdo sob
condi¢des de produgdo intensiva sdo estaveis para a raga Holandesa (Reist et al,
2002, Kida, 2003). Este fato pode estar-se apresentando pelos modernos sistemas de
alimentacdo, que empregam alimentos balanceados e com taxas de digestibilidade
conhecidas em periodos fixos durante o dia (Miihlbach, 2004). Assim, o fluxo de
nutrientes desde o rumen para a circulacdo entero-hepatica ¢ constante e permite
uma maior absor¢cao de moléculas que podem ser convertidas ou ativadas no figado,
liberando para a circulagdo metabolitos em concentracdes adequadas para a
mantencao das condi¢gdes basicas de homeostase e de producao do leite (Knigth et
al., 1994; Lago et al., 2004). Esta condi¢cdo foi observada no presente trabalho. Os
valores obtidos se encontraram dentro dos valores de referéncia e o estado
fisiologico do figado avaliado a partir da determinagdo de enzimas associadas ao

funcionamento hepatico, ndo indicou sinais de alteragao funcional.

As exigéncias nutricionais de vacas de alta producdo s6 conseguem ser
atendidas, mediante uma nutricdo criteriosa (Miihlbach, 2004). As condi¢des de
competitividade e lucro minimo da produgdo leiteira atual no Brasil (Martins, 2005),
obrigam aos produtores a observar praticas de nutricdo baseadas em rigorosas
previsdes e custo minimo. Ha muito tempo, a nutri¢do de bovinos leiteiros de alta
producdo procura evitar doengas metabolicas que levam a multiplos estados de
perda direta ou indireta de producdo pela doenga o por diminuicdo da habilidade
produtiva esperada dos animais de alta selecdo genética (Hamann e Kromker, 1997;
Ingvarsten et al., 2003). Tais perdas podem se refletir em baixa producao de leite e
mudancas na composi¢ao quimica do leite (Motram, 1997). No presente trabalho, as
diferentes dietas analisadas para os sistemas de producdo no transcurso da coleta de
amostras nos diferentes periodos climaticos, apresentaram estabilidade na
composi¢ao e todas elas foram calculadas para os animais conforme a fase de
lactacdo, o nimero de lactagdo, o peso vivo do animal e a composicao e volume de
producdo do leite. Sendo estavel a oferta nutricional para os animais, o efeito
metabolico da dieta foi expresso nos diferentes valores obtidos para os indicadores
metabolicos nas semanas (2, 5, 8 e 11) da lactacdo. Estes valores ndo apresentaram

oscilagdes significativas que pudessem ser originadas em alteragdes nutricionais,



95

tanto pelo efeito de controle sobre a formulagdo dos nutrientes requeridos, como
pelo controle homeostdsico que os animais desenvolvem. Todos os valores
encontrados concordam com trabalhos realizados em bovinos leiteiros (Kaneko et

al., 1997; Wittwer, 2000; Lago et al., 2004).

As vacas leiteiras de alta produgdo possuem elevados requerimentos
energéticos para a lactacdo, em especial na sua primeira fase. No presente trabalho,
o balanceamento da dieta permitiu garantir um aporte nutricional adequado, uma vez
que a dieta foi formulada a partir do conhecimento das caracteristicas
bromatologicas dos alimentos. No entanto, o consumo individual ndo pdde ser
determinado em forma precisa, devido a que parte da racdo foi aportada pelo
consumo de pastagens melhoradas consumidas ad libitum durante um periodo do
dia. Adicionalmente, é conhecido que as vacas leiterias deprimem o consumo na

primeira fase da lactagao (Aeberhard et al., 2001a; Tran e Jhonson, 1991).

A composi¢do do leite reflete a adequagdo energética da vaca na lactagdo
(Kida, 2003). A lactose precisa para sua sintese altos niveis circulantes de glicose, e
por sua vez, a lactose € responsavel tanto pelo volume da secrecdo lactea como por
uma alta porcentagem dos solidos totais e solidos ndo gordurosos (Fredeen, 1996;

Bachman, 1992).

A depressdao no consumo de matéria seca, junto com uma alta secrecao do
leite, levam a apresentacdo do balance energético negativo (BEN), o qual pode-se
tornar um problema na producdo leiteira (Hamann e Kronker, 1997; Ingvartsen e
Andersen, 2000). A mobilizacdo das reservas de tecido adiposo é a resposta
fisiologica dos animais para garantir a homeostase energética (Doepel et al., 2002).
No intuito de avaliar o grau de mobilizacdo de reservas, no presente trabalho, foram
determinados NEFA e BHB. Os niveis circulantes de NEFA mostraram valores que
permitem comprovar que o balanceamento da ragdo foi adequado. Igualmente, pode
se avaliar que a mobilizacdo nao foi significativa, porque nao foram detectados altos
niveis de corpos cetdnicos na urina avaliados através de fitas reagentes, como seria
de esperar. Similares observagoes t€m sido descritas (Enjalbert et al., 2001). O status

energético encontrado, permite supor que os riscos sobre a saude das vacas no

estudo, nao apresenta fatores que induzam doengas metabolicas ou reducgdo
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significativa da produgdo estimada. Diferentes autores tém observado estreita
correlacdo estatistica entre o status energético e a apresentacdo de quadros
patoldgicos de origem metabdlica (cetose, figado gorduroso) de variada intensidade

(Hamann e Kromker, 1997; Oetzel, 2001; Ingvartsen et al., 2003; Bobe et al., 2004).

No rimen ¢ produzido BHB, um dos denominados corpos cetonicos. Sob
condicdes de BEN, os valores séricos de BHB elevam-se. No presente trabalho, o
BHB mostrou variagdo estatistica significativa entre os rebanhos (p<0,031), mas nao
entre os periodos como era esperado. Este fato pode ter acontecido pela densidade
energética da racdo fornecida a qual impediria alta mobilizacdo de tecido adiposo.
Nas determinacoes de BHB, foram identificados animais com tendéncia individual a
grandes mobilizagdes de reservas, mas ndo foi o comportamento do conjunto de
animais dentro dos rebanhos. As variagdes entre os rebanhos seriam explicadas pela
qualidade da racao e o nivel de produgdo por lactacio em cada um deles. Os valores
de BHB tiveram um comportamento como esperado, com eleva¢do nas primeiras
semanas da lactacdo e declinio no periodo final de estudo, concordando com outros
autores (Aerberhard et al., 2001; Busato et al., 2002). Os maiores valores de BHB
foram observados na 8 semana de lactacdo (0,78 mmol/L), similarmente aos

resultados obtidos por Enjalbert et al., (2001).

Alguns autores (Delbecchi et al., 2001; Drackley et al., 2001) consideram
que a mobilizagdo de tecido adiposo de reserva, pode elevar o teor de gordura no
leite. No presente estudo, esta observagdo foi apenas parcialmente observada. Os
maiores valores de gordura apresentaram-se na 5* semana da lactagdo (3,77%), mas

nao foram encontradas variagdes estatisticas entre os periodos.

A fructosamina tem sido descrita como um avaliador retrospectivo do status
energético (Enemark et al., 2004). No presente trabalho, este fato ndo foi provado.
Nao foi encontrada diferencga estatistica entre os quatro periodos estudados, nem
quando cada um destes (exceto na 2* semana) foram comparados com os valores de

producdo determinados duas semanas antes do periodo analisado.

Metabdlitos tais como triglicerideos, colesterol e glicose ndo apresentaram

vantagens na sua determinacdo quando o objetivo foi encontrar indicadores do
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metabolismo energético. Para a glicose, isto pode ser explicado pelo alto controle
homeostatico que ¢ exercido sobre ela (Khrorasani e Kennelly, 2001). De outra
parte, a complexa composi¢ao da gordura do leite, composta por acidos graxos de
cadeias curtas, medias e longas em diferentes propor¢des, ocasiona que os niveis
séricos de triglicerideos e colesterol ndo oferegam informagdes pontuais que possam
ser relacionadas diretamente com a composigao do leite, devido a que o intervalo de
seus valores pode ser muito amplo (colesterol) ou que na sua origem (triglicerideos)
seja apenas uma das fontes que contribuem com os 4acidos graxos presentes na

glandula mamaria (Jensen, 2002; McNamara e Baldwin, 2000).

Fisiologicamente, a regulagdo da homeostase se deve a um complexo ajuste
controlado pelo sistema nervoso central e regulado com precisdo pelo sistema
endocrino. A sintese, secrecdo e ejecdo do leite, relnem o maior nimero de
hormonios entre as fungdes fisioldgicas de animais de producdo (Svennersten-
Sjaunja e Olsson, 2005). Entre os hormonios que fazem parte do sistema regulador
da lactagdo estdo: insulina, cortisol, T3, T4 e leptina. A principal fungdo destes ¢ a
adequagdo do metabolismo enddégeno, sendo que o metabolismo bioquimico por sua
vez € o responsavel direto pelo fornecimento de precursores para a sintese do leite

(Reist et al., 2002; Soliman et al., 2002)

O cortisol tem sido considerado como um bom indicador no estudo do
estresse, constituindo um importante recurso no estudo das alteragdes enddcrinas do
pos-parto (Beerda et al., 2004). Os valores encontrados no presente trabalho, sdo
uma fonte de informagdo sobre os periodos de maior risco metabolico e
imunoldgico, pelos altos niveis circulantes de cortisol. Foi determinado, que na 2°
semana da lactagcdo se apresenta o maior valor de cortisol plasmatico, enquanto que,
os menores valores corresponderam a 11* semana, observagdes similares as
realizadas por Reist e colaboradores (2003). Fisiologicamente, este comportamento
¢ esperado e explica algumas das patologias metabdlicas como cetose ¢ laminite que
usualmente ocorrem no periodo pds-parto em vacas de alta producao (Goff e Horst,
1998; Oetzel, 2001). No presente trabalho se encontrou uma relacdo estatisticamente
significativa (r = 0,435, p<0,01) entre o cortisol e os NEFA, evidéncia que permite
indicar o papel dos NEFA como avaliador indireto do estresse nutricional, fator de

maior interesse na producao.
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A T3 e a T4 tém sido monitorados em diferentes trabalhos (Aeberhard et al.,
2001; Reist et al., 2002). Os hormodnios da tiredide fazem parte dos mecanismos de
homeostase responsdveis pela regulagdo térmica e o consumo de oxigénio pelos
diferentes tecidos. No presente trabalho, se encontrou uma alta e significativa
relagdo estatistica entre T3 e T4 (r = 0,7; p<0,01) o que permite sugerir em forma
pratica a determina¢do de um sé hormoénio. Todavia, a prova de correlagdo mostrou
que o T4 e a leptina tiveram uma maior relagdo, pelo que, seria mais util a

determinagdo de T4.

T3 e T4 atingiram o menor valor na 2* semana pos-parto, similar ao
observado por Reist et al. (2003), autores que atribuem o menor valor a um possivel
efeito do BEN. Os valores de T3 e T4 aqui apresentados foram inferiores a outros
relatados no Brasil (Arcaro et al., 2003). A determinacao de hormonios da tiredide
permite sugerir que os processos metabolicos de alta exigéncia, comprometem os
niveis circulantes destes hormoénios, € s6 quando a demanda metabdlica ¢ reduzida
(fase ap6s do pico da lactagdo) os niveis circulantes de T3 e T4 comecam a subir, tal
como se encontrou no presente trabalho. Similares observagdes sdao descritas por

Svennersten-Sjaunja e Olsson (2005).

A leptina ¢ atualmente o centro dos estudos em endocrinologia de animais de
producao (Macajava et al., 2004). Existe um grande interesse por desvendar a
relagdo entre o comportamento reprodutivo e produtivo com a mobilizacdo de
reservas adiposas (Houseknecht et al., 1998; Chilliard et al., 2005). Na ultima
década, a investigacdo sobre a leptina em vacas leiterias tem se concentrado na
determinagdo do papel da leptina na regulacdo do BEN, incluindo efeitos sobre o
escore de condi¢do corporal, composi¢ao quimica do leite e eficiéncia reproductiva
(Reist et al., 2002; Soliman et al., 2002; Feuermann et al., 2004; Chilliard et al.,
2005). Estes autores informam de valores da leptina durante a lactacdo e fazem
importantes observacdes sobre o papel deste hormonio sobre a regulagdo do
metabolismo lipidico. O presente trabalho, ¢ o primeiro no Brasil em apresentar
valores de leptina nas primeiras semanas de lactacdo em vacas de alta produgado e
relacionar os valores encontrados com a composi¢do do leite. Os valores

encontrados ndo apresentaram diferencias estatisticas entre os periodos analisados.
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Similar comportamento foi observado em outros trabalhos (Soliman et al., 2002;
Macajava et al., 2004). Reist et al., (2003) estudaram possiveis variagdes da leptina
em curtos periodos de tempo apods o fornecimento de dietas com diferentes niveis
energéticos. Os autores ndo encontraram diferencia significativa num periodo de
oito horas. Atualmente, ¢ discutido o mecanismo molecular de agdo da leptina
(Chilliard et al., 2005), o qual poderia ser gerando modificacdes nos sinais de
transmissdo nervosa no sistema nervoso central e bloqueando a acdo do
neuropeptideo Y. Este tipo de acgdo estaria indicando que a leptina age
principalmente sobre a regulacdo de tipo homeorrésico, do que sobre a regulacao
homeostasica. Isto explicaria porque nao sdo observadas mudancas sensiveis nos
niveis circulantes do hormonio durante curtos periodos de tempo, em especial
durante a lactagdo (Macajva et al.,, 2004). Similares valores também foram

observados no presente trabalho.

Quando comparados os valores obtidos de NEFA, glicose, triglicerideos e
colesterol com valores referenciados na literatura (Van Saun, 2000; Aeberhard et al.,
2001; Busato et al., 2002; Kida, 2003; Lago et al., 2004) se verificou que os
indicadores metabodlicos apresentaram niveis similares. Na andlise dos valores de
glicose ¢ NEFA nos periodos avaliados, se observou um comportamento inverso
entre os dois metabdlitos, isto é, menores niveis de glicose corresponderam com
maiores niveis de NEFA, como esperado. No entanto, as analises de correlagdo nao
verificaram associacdo com significancia estatistica. Similar situacdo se apresentou
entre os NEFA e outros indicadores do balance energético como colesterol (r=
0,019), BHB (r= 0,043) e triglicerideos (r= -0,123). Através de correlagdo fraca os
NEFA foram associados com fructosamina (r= -0,207, p<0,05). As andlises de
correlagdo entre os NEFA e os hormoénios analisados mostraram relaciones
moderadas com cortisol (r= 0,435; p<0,01), T3 (r=-0,303; p<0,01) y T4 (r=-0,333;
p<0,01). Estas observagdes poderiam ser uma explicagdo da influéncia do cortisol
nos processos gliconeogénicos, tais como mobilizacdo de tecido adiposo como
resposta ao BEN. Igualmente, a relacdo encontrada explica os altos valores de
NEFA no dias préximos ao parto, quando os niveis de cortisol sdo maiores. As
relacdes dos NEFA com os hormoénios da tiréide estariam em conexdo com 0s
mecanismos de oxidagdo proprios da utilizacdo dos NEFA, uma vez que uma das

acoes da T3 e da T4 ¢ facilitar a lipdlise e aumentar a taxa de oxidacao nos tecidos.
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Efetuada a parametrizagdo fundamental (parametros do metabolismo
energético e do controle enddcrino) na construcdo de modelos (Sauvant, 1994), o
presente trabalho procedeu a efetuar a constru¢do de modelos lineares para estimar a
composi¢do individual dos sélidos do leite. Os modelos sdo representacdes da
realidade (McNamara, 2004). Diferentes autores realizam esfor¢cos para elaborar
modelos que representem as condi¢cdes metabolicas na producdo do leite. Baldwin e
Donovan (2000) e McNamara (2004) apresentam importantes recopilacdes destes
estudos. No Brasil, a maioria de trabalhos efetuados em modelagem da produgdo do
leite tém sido direcionados para variaveis de tipo da nutri¢do, sistema de producao,
ou indicadores socioeconomicos (Assis e France, 1988; Lovatto e Sauvant, 2002).
Uma dificuldade na constru¢do dos parametros ¢ a obtencdo de valores de
comparagdo para o tipo de modelo em animais de alta producdo. A literatura
informa de valores de metabdlitos que podem ser usados como referéncia
(Gonzalez, 1997; Wittwer, 2000; Lago et al., 2004). No entanto, muitos dos valores
informados, foram obtidos em estudos que visaram objetivos diferentes, tais como
avaliagdes de possiveis doengas metabodlicas, ou respostas a desafios nutricionais.
Os valores obtidos para gado leiteiro de alta producdo em condi¢des do sul do
Brasil, foram comparados com valores internacionais de estudos de avaliagdo
metabolica (Kida, 2003; Reist et al., 2003b; Reist et al., 2002) em especial o
trabalho de Kida, que oferece valores altamente confiaveis, por serem obtidos sobre

um grande volume de dados (8500 animais).

No presente trabalho, os processos de constru¢do de modelos parciais, onde
foram testados diferentes grupos de varidveis, por exemplo: indicadores do
metabolismo energético, do metabolismo mineral, do metabolismo protéico, ou do
controle endodcrino, ndo ofereceram informagdo adequada para ser aceita dentro do
modelo, basicamente devido aos niveis de significAncia. De outra parte, manipular
um grande volume de variaveis, exige maiores recursos computacionais e aumenta a
complexidade na compressdao dos parametros selecionados (McNamara, 2004). No
presente trabalho, através do algoritmo “stepwise” do pacote computacional SAS
(SAS, 2001) para o procedimento de regressdo multipla, foram incluidas a
totalidade de variaveis metabolicas e externas dentro de um unico modelo

matematico. As varidveis derivadas do metabolismo endogeno sdao as
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correspondentes aos parametros de variacdo do modelo, cuja resposta fixa foram
cada um dos componentes solidos do leite. O presente estudo conseguiu predizer os
componentes do leite a partir dos indicadores bioquimicos analisados, embora, os
coeficientes de determinagdo encontrados foram baixos. Na literatura sdo escassos
os trabalhos que apresentem modelos de predicdo de gordura, proteina, lactose,
solidos totais e solidos nao gordurosos a partir de indicadores bioquimicos do
metabolismo enddgeno. Uma aproximagao importante foi apresentada por Beever et
al. (1991), autores que revisaram modelos do comportamento da curva de lactagao,
tentado conhecer a compartimentagdo da energia metabolizavel. Posteriormente,
Baldwin e Donovan (2000), recopilaram estudos sobre modelos empiricos e
mecanicistas para modelar a lactagdo em vacas de alta producdo. Os modelos
analisados aprofundaram os enfoques de Baldwin, quem em diferentes trabalhos,
nas duas ultimas décadas, introduziu a dindmica bioquimica dentro dos pardmetros
para a modelagem da lactagdo. Ainda que o trabalho de McNamara (2004), revela o
estado atual da pesquisa e uso dos modelos de lactagao, as informagdes apresentadas
por ele ndo incluem os sistemas de controle endocrino, que no presente trabalho
foram introduzidas para conhecer maiores inter-relacdes de controle homeostasico

da lactacao.

O maior inconveniente encontrado na presente modelagem da lactacdo, nao
foram os baixos valores dos fatores de bondade de ajuste. O limitante continua
sendo que os modelos propostos correspondem a modelos empiricos € estaticos com
limitantes tedricas para uma completa explicacdo bioquimica do processo de sintese
e secrecdo do leite. Os pardmetros obtidos no presente trabalho, revelam mudancas
na primeira fase da lactacdo, na qual sdo mais severas as mudangas metabolicas
devidas a0 BEN e ao aumento da producao para atingir o pico da lactacdo. Neste
sentido, no nivel internacional, nos ultimos anos tém se desenvolvido pesquisas que
proporcionam valores de metabolitos ou informagdes que esclarecem os
mecanismos fisiologicos da lactagdo (Aeberhard et al., 2001; Kida, 2003; Reist et al,
2003b). No Brasil, se encontram os trabalhos de Lago et al., (2004) e de Medeiros
(2003) dentro dos estudos que apontam a geragdo de informagdes bésicas para a
introducdo dos modelos como ferramenta de pesquisa em produgdo e bioquimica do

leite.
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Modernas técnicas de analise multipla com complexos niveis de integragao
podem ser atualmente utilizados para analises avangadas ou de nivel multivariado,
as quais ndo sao suscetiveis de ser modeladas em forma precisa através dos modelos
matematicos tradicionais de regressdo linear ou ndo linear. A técnica desenvolvida
no final da década do 1980, conhecida como ‘“redes neurais” ou “redes de
inteligéncia artificial”, identificadas pelas siglas do inglés ANN (Artificial Neural
Networks) comegam a ser usadas em pesquisa agropecudria (Haykin, 1999; Heald et

al., 2000).

O uso da técnica de ANN no presente trabalho permitiu gerar modelos
multiplos de crescente complexidade, uma vez que as camadas (neurd6nios ou
camadas da rede neural) correspondem cada um, a um grau crescente de
complexidade. As fung¢des de propagagdo, sinapse e transferéncia entre os
neurdnios, selecionam os parametros mais confiaveis na predigdo da variavel
resposta. Um passo prévio e importante, que se deve gerar para construgdo dos
modelos ¢ a criagdo de um conjunto de dados que serdo usados pela maquina no seu
processo de aprendizado, conhecido como “learnig” e que constitui a base de
memoria do conjunto de variaveis para a maquina (Heald et al., 2000). Mediante
esta sofisticada técnica e software especializado, foi gerado neste trabalho um
modelo para predizer a composicdo do leite baseada na técnica de redes neurais.
Stefanon et al. (2001) foram os primeiros em usar redes neurais na predicao de
fluxos bioldgicos em vacas leiteiras. O presente trabalho obteve excelentes

coeficientes de predi¢do (valores entre 0,56 e 0,98) com alta significancia estatistica.

A modelagem da composi¢ao do leite através desta técnica € referenciada no
presente trabalho pela primeira vez na literatura, ndo sendo encontradas informagdes
que possam servir de base de comparacdo desta técnica com outras. No entanto, a
técnica de ANN se apresenta como uma ferramenta para integrar varidveis
complexas e variadas, como as variaveis neste trabalho analisadas, as quais
representam diversas rotas metabolicas (metabolismo energético, metabolismo
protéico e nitrogenado, status mineral), estados funcionais e metabdlicos (rimen e
figado), sistemas de controle endocrino e variaveis externas (rebanho, periodo de

lactagdo, clima).
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A modelagem atualmente constitui uma abrangente area de estudo, em areas
como a nutri¢do e o metabolismo de nutrientes (McNamara, 2004). Importantes usos
de modelos empiricos como o apresentado neste trabalho sdo as equacdes de
predi¢cdo de requerimentos e metabolismo, propostas pelo NRC para gado de leite e
corte, os modelos de predi¢do de Cornell (CNCPS) e a variagdo deste modelo para
controle da lactagdo desenvolvida na Universidade da Pennsilvania (CPM) (Boston
et al., 2000). Em 1987, Baldwin e colaboradores, acreditavam que os modelos
apoiariam simulagdes de producdo, melhorariam o conhecimento bésico da
compartimentacdo de nutrientes, ajudariam nas estimativas de contaminagdo do
meio ambiente e serviriam de suporte na pesquisa aplicada e no ensino. No presente,
McNamara (2004), assegura que ndo somente estes usos ja foram desenvolvidos,
mas que os modelos tém permitido maior integragdo quantitativa e dindmica, tém
reduzido as dificuldades de analises entre sistemas complexos e avaliam com maior
certeza hipoteses alternativas identificando fatores criticos, poupando esforcos e
recursos financeiros, diante das cada vez mais restritas condi¢cdes de experimentacao

e financiamento.
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8. CONCLUSOES

e A relagdo matematica estudada entre os indicadores do metabolismo energético e
os valores dos principais hormdnios no pos-parto e os componentes solidos do leite, ndo
permitem inferir que exista um indicador unico que possa relacionar os trés parametros

analisados.

e Foram determinados dos tipos de modelos para predizer a composi¢do do leite a

partir de indicadores enddgenos.

e A predi¢ao da sintese de lactose, proteina, gordura, solidos totais ¢ s6lidos nao
gordurosos do leite, através de modelos lineares utilizando indicadores metabolicos ou

de outro tipo € possivel, ainda que com baixos coeficientes de determinacao.

e A técnica de redes neurais (ANN), como ferramenta na predicdo da composi¢ao

quimica do leite abre uma importante area de pesquisa.

e Uma premissa fundamental para a constru¢do de modelos radica na

confiabilidade e validez dos parametros de entrada (variaveis).

e Os valores dos indicadores metabolicos e hormdnios presentados constituem
valores de referéncia para vacas de alta produgdo sob condi¢des do sul de Brasil.
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