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Resumo

VIEIRA, Laura Valaddo. Tanino de Acéacia Negra (Acacia mearnsii de Wild) como
atenuante do estresse térmico em vacas leiteiras. 2021. 96p. Dissertacdo em
Zootecnia - Programa de Pés-Graduacdo em Zootecnia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2021.

A hipoétese deste trabalho € que a utilizacdo de Taninos Condensados provenientes
de Acéacia Negra (Acacia mearnsii de Wild) aumenta o aporte de proteinas ndo
degradaveis no raimen (PNDR), amenizando os efeitos do estresse térmico. Neste
sentido, esta dissertacdo foi constituida por dois experimentos, A e B, cujos
objetivos eram de avaliar a utilizacdo de diferentes doses de taninos condensados
provenientes de Acécia Negra (Acacia mearnsii de Wild) no estresse térmico,
composicdo e producéo do leite, em vacas leiteiras de média e alta producdo. Cada
um dos experimentos, teve a duragao de 39 e 29 dias, respectivamente e ambos
contaram com a selecdo de 20 animais da raca Holandés, que foram distribuidos
em dois grupos tanino (TG) e controle (CG), blocados de acordo com a producéo de
leite, dias em lactacdo (DEL) e numero de lactacdes. No experimento A, 0s animais
TG receberam a dose de 150g de tanino/vacal/dia ofertada junto a 600g de
concentrado, enquanto os animais do grupo identificado como CG, consumiram a
mesma dose de concentrado sem qualquer tratamento. Ja no experimento B, os
animais TG receberam a dose de 40g de tanino e 10g de caulim/vaca/dia e os
animais CG receberam 50g de caulim/vaca/dia. Durante os estudos as variaveis
monitoradas foram producao de leite, qualidade do leite, temperatura interna dos
animais e indice de temperatura e umidade ambiental (ITU). A producao de leite foi
monitorada diariamente e individualmente. Ja para as andlises de composi¢cédo do
leite, foram realizadas coletas de leite semanais e encaminhadas para laboratérios
especializados. Os dados de temperatura interna foram coletados a partir de
termbmetros intravaginais data logger (Thermochron ibutton. KY -USA), enquanto o
ITU foi registrado por meio de estacdo meteorolégica. O ITU médio nos
experimentos A e B foi de 69.8 e 72.44. A producédo de leite ndo diferiu entre os
grupos, mas a concentracdo de proteinas no leite foi maior no TG (experimento A p=
0.02 e experimento B p=0.007). O grupo TG apresentou maior termorregulacao
(experimento A e B p<0.01). A suplementagédo com taninos nas doses de 40 e 150
g/vaca/dia aumenta a termotolerancia e aumenta a concentracdo de proteinas no
leite.

Palavras-chave: aditivo; bovinocultura leiteira; indice de temperatura e umidade;
temperatura interna.



Abstract

VIEIRA, Laura Valaddo. Black Acacia Tannin (Acacia mearnsii de Wild) as a
mitigation of heat stress in dairy cows. 2021. 96p. Dissertation in Animal Science
— Postgraduate Program in Animal Science. Federal University of Pelotas, Pelotas,
2021.

The hypothesis of this work is that the use of Condensed Tannins from Black Acacia
(Acacia mearnsii de Wild) increases the supply of non-degradable proteins in the
rumen (PNDR), mitigating the effects of heat stress. This dissertation is composed of
two experiments, A and B, whose objectives were to evaluate the use of different
doses of condensed tannins from Black Acacia (Acacia mearnsii de Wild) in heat
stress, composition and milk production in medium and high production dairy cows.
Each experiment lasted 39 and 29 days, respectively. Both experiments were carried
out using 20 cows. Selection parameters were milk production and number of days
in lactation (DIL). Cows were distributed into two groups: tannin (TG) and control
(CG). In experiment A, the TG animals received a dose of 150g of tannin / cow / day
offered together with 600g of concentrate, while the animals in the group identified
as CG, consumed the same dose of concentrate without any treatment. In
experiment B TG animals received 40 g of tannin/cow/day and 10 g kaolin/cow/day
and CG animals received 50g kaolin/cow/day. During the experiments we evaluated
milk production and quality, the internal temperature of the cows as well as the
temperature and humidity index (THI). Milk production was monitored daily and
individually. To analyze milk composition weekly samples were taken and sent to
specialized laboratories. Internal temperatures were measured using data logger
intravaginal thermometers (Thermochron ibutton. KY -USA). The THI was monitored
using a weather station. Mean THI in experiments A and B were 69.8 e 72.44,
respectively. Milk production did not differ between groups. Nevertheless, TG In
experiment A, the TG animals received a dose of 150g of tannin / cow / day offered
together with 600g of concentrate, while the animals in the group identified as CG,
consumed the same dose of concentrate without any treatmentanimals had higher
protein concentrations and thermoregulation in both experiments (protein
concentration A p= 0.02 and B p=0.007; thermoregulation A e B p<0.01). Dietary
supplementation with tannins in both doses tested here (40 and 150 g/cow/day)
increases thermotolerance and increases protein concentration in the in milk.

Keywords: supplement, dairy cattle, temperature and humidity index, internal
temperature
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1 Introducgéo

A cadeira produtiva do leite constitui uma das atividades econGmicas mais
expressivas no sistema agroindustrial brasileiro e apresenta notério crescimento no
gue se refere ao volume de leite produzido (IBGE, 2021). Em 2020, por exemplo, a
producdo de leite sofreu o incremento de 514,00 milhdes de litros, comparado ao
ano de 2019 (IGBE, 2021; SERPA et al., 2021). Atualmente o Brasil ocupa o terceiro
lugar no ranking mundial dos dez paises com maior producao de leite, sendo boa
parte do volume produzido proveniente da ordenha de animais da raga Holandés
(RENTERO et al., 2021).

Os bovinos da raca Holandés sdo comumente selecionados devido a sua
caracteristica de alta produtividade, contudo estes sdo oriundos de regides de clima
temperado, onde a temperatura ambiente pode variar de -3°C a 18°C. Ja no Brasil
pais de clima predominantemente tropical e subtropical, a temperatura média anual
ultrapassa os 18°C (REZENDE et al., 2014). Dessa maneira, 0S animais Sao
submetidos a condicbes que fogem da sua zona de termoneutralidade, que fica
entorno de 5 a 15°C (CONTE et al., 2018; TAO et al., 2018).

A mensuracdo da carga de calor em que 0s animais sdo expostos é
comumente avaliada por indices bioclimaticos, sendo o principal deles o indice de
temperatura e umidade (ITU), uma combinacdo entre as variaveis temperatura
ambiente e umidade relativa (PINTO et al., 2020; WIJFFELS et al., 2020). Ao longo
dos anos, diferentes indices de ITU foram propostos como responsaveis pelo
desenvolvimento do estresse térmico em bovinos leiteiros, contudo, a maioria dos
autores atribuem os niveis de 68 a 72 como valores criticos (RAVAGNOLO et al.,
2000; BECKERT e STONE, 2020). Entretanto, a sensibilidade ao calor depende da
categoria animal, visto que vacas de alta producédo tendem a ser mais sensiveis a
alteracdes climaticas e a apresentarem estresse térmico em ITU mais brando
(BAUMGARD e ROHADS, 2013).

Estudos demonstram que fémeas bovinas com altos indices produtivos
diminuem a sintese do leite em ITU a partir de 68, podendo chegar a reducdo de
2,2Kg/dia (BAUMGARDE e ROHADS, 2013; BECKERT e STONE, 2020). Este dado

€ preocupante, visto que devido ao crescente aumento populacional, a oferta de
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produtos de origem animal devera dobrar até 2050, principalmente nas regifes de
clima tropical e subtropical, que também sdo as que mais sofrerdo alteracbes
climaticas e aumento na temperatura da superficie terrestre (CAMPOS et al., 2018;
BECKER et al., 2020; WANKAR et al., 2021).

Todavia, os danos provocados pela hipertermia ndo compreendem apenas o
decréscimo na sintese do leite. As vacas em estresse térmico também apresentam
reducdo na fertilidade e aumento na incidéncia de doencas (DAS et al., 2016). Por
esse motivo o0 estresse calorico representa uma grande limitacdo para a economia
de laticinios no mundo todo, pois mesmo em regides de clima mais ameno, o ITU
pode chegar a 72 em determinadas épocas do ano. Sendo assim 0S prejuizos
financeiros com a problematica aproximam-se de US$1,7 bilhdes anualmente
(BACCARI et al.,, 1997; BEDFORD et al., 2020; BRITO et al.,, 2020; LUO et al.,
2021).

Os ruminantes sdo animais homeotérmicos, por esse motivo a temperatura
corporal destes € determinada por dois importantes fatores: quantidade de calor que
€ dissipada do animal para o ambiente e calor produzido por atividades fisiologicas
do organismo, tais como, sintese do leite, fermentacdo ruminal e manutencéo das
frequéncias cardiaca e respiratoria, denominado “calor endégeno” (WOLFENSON e
ROTH, 2019).

Sendo assim animais de alta producéo, conforme citado anteriormente, sdo
mais suscetiveis a desenvolverem estresse calérico do que animais de baixa
producdo ou em periodo seco, por exemplo, pois estes produzem menor carga de
calor metabdlico (COLLIER et al., 2019). Flamenbaum (2014) demonstra que vacas
em lactacdo com produgcdo média de 50Kg/dia produzem 24Mcal de calor a mais do
gue vacas secas. Contudo, o estresse térmico sO ocorrera, quando a temperatura
e/ou umidade ambiente sobreporem a capacidade do animal em dissipar calor
(BEDFORD et al., 2020; DE ANDRADE et al., 2017).

Os bovinos apresentam quatro formas de perder calor, trés delas néo
evaporativas que compreendem radiacdo conducdo e convecgao, estas sao
ativadas mediante a temperatura ambiental mais branda, por volta de 20°C
(ADRIAN et al., 2012; FLAMENBAUM, 2014). J4 a forma evaporativa ocorre atraves
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da evaporacdo acionada em temperaturas mais elevadas, proximas aos 30°C
(AGGARWAL e UPADHYAY, 2013).

A radiacdo é a forma pela qual os animais perdem calor da superficie
corporal ou absorvem calor do ambiente, por meio de ondas eletromagnéticas, sem
a necessidade de um corpo fisico que permita essas trocas (BRIDI, 2010). Ja na
conducgdo, ocorre a troca de temperaturas por meio do contato da superficie
corporal dos animais com um objeto, como o piso ou chao, sendo que o calor flui da
superficie mais quente para a mais fria (ADRIAN et al., 2012). A conveccéo ocorre
guando a camada de ar proxima a pele é substituida por ar mais frio do que o corpo
do animal (ADRIAN et al.,, 2012; FLAMENBAUM, 2014). A evaporagao ocorre a
partir da vasodilatacao periférica que permite a troca de calor do animal por meio da
transpiracado e respiracdo (AGGARWAL e UPADHYAY, 2013).

Em regides de clima tropical, a principal forma de dissipar calor é a
evaporativa, caracterizada pela sudorese e aumento na frequéncia respiratoria,
porém de acordo com o nivel de estresse com que o animal é submetido, estes
mecanismos tornam-se ineficientes, o que provoca taquipneia (frequéncia
respiratéria superior a 36 movimentos/minuto) e aumento na temperatura corporal
para niveis superior ao fisiolégico de 39,2°C (DE ANDRADE et al., 2017; BEDFORD
et al., 2020; PEREIRA et al., 2020). A partir dai outros mecanismos de aclimatacéo
sdo desencadeados, como a reducdo na ingestdo de matéria seca (MS) e
diminuicdo na sintese do leite (COLLIER et al., 2017; COLLIER et al., 2019).

Na tentativa de reduzir o calor metabdlico, gerado pelo processo de
fermentacdo ruminal, vacas em estresse térmico podem reduzir em até 12,7% a
ingestdo de MS (CONTE et al., 2018; HOU et al., 2021). Este recurso apesar de
positivo para a termorregulacdo gera impactos negativos ao animal, visto que,
contribui para a maior incidéncia de enfermidades, menor producao de leite e baixos
indices reprodutivos (DAS et al., 2016; LEES et al., 2019).

Dahl et al. (2020), verificou em seus estudos, que 0 estresse térmico aumenta
em 21,1% a incidéncia de problemas digestorios em novilhas, sendo acidose
ruminal o transtorno mais diagnosticado (SAMMAD et al., 2020). Isso porque 0S
recursos de aclimatacdo gerados pela hipertermia provocam consequéncias

negativas ao metabolismo acido-basico, a vasodilatacdo periférica e a menor
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ingestdo de alimentos volumosos, contribuindo entdo para menor producédo de

saliva e comprometendo o tamponamento do rimen (CONTE et al., 2018).

Somado a esses fatores, durante o estresse calorico 0s animais apresentam
aumento na frequéncia respiratoria, e por esse motivo, maior liberacdo de gas
carbonico (CO2) para a atmosfera, tornando os animais mais suscetiveis a alcalose
respiratéria (JOHNSON et al., 2014; DAS et al., 2016; CONTE et al., 2018). Para
reverter esse quadro e estabilizar o pH, os rins atuam eliminando bicarbonato da
circulacdo (HCO3), por via urinaria, tornando-o indisponivel para a acdo tampao,
dificultando a mantenca do pH ruminal entre os niveis de 6 a 7 (GONZALES- RIVAS
et al., 2020).

O baixo consumo alimentar, pode fazer com que o animal entre em déficit
energético, justamente em um periodo onde o0s processos fisiologicos de
aclimatacdo demandam mais energia (BAUNGARD e RHOADS, 2013). Para evitar
com gque a temperatura corporal se eleve de maneira exacerbada e provoque a
morte do animal, o organismo prioriza a termorregulacdo em detrimento da sintese
do leite (PRATHAP et al., 2017).

Ainda, animais termicamente estressados apresentam maior concentracao do
hormonio insulina na corrente sanguinea e este, por sua vez, capta glicose para 0s
tecidos de modo a para garantir o suprimento energético (BAUNGARD e RHOADS,
2013). Dessa maneira, a particdo de glicose para a glandula mamaria € desviada e
em funcdo disso, a lactogenese é comprometida, pois a glicose ao se juntar com a
galactose, forma o dissacarideo lactose e este € hidroscépico, ou seja, atrai o fluxo
sanguineo para a glandula mamaria, e o volume de sangue que circulante nesse
orgao dita a quantidade de leite produzida (PRATHAP et al., 2017; PRAMOD et al.,
2021). Assim, a circulacdo de sangue que ja era prejudicada devido a vasodilatacao
periférica € ainda mais afetada (TAO et al., 2018).

O estresse térmico acarreta prejuizos na lactacdo, mesmo quando acomete
vacas durante o periodo seco, devido ao retardo na recuperacdo tecidual da
glandula mamaria (DAHL et al., 2019; TAO et al., 2020). Da mesma forma, ja foram
evidenciados indices produtivos baixos nas trés primeiras lactacbes de bezerras
filhas de vacas termicamente estressadas, sendo essa reducdo em: 2,2Kg de

leite/dia, 2,3Kg e 6,5Kg de leite/dia, para cada uma das lactacdes (LABORTA et al.,
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2021). Atualmente, estudos investigam os impactos gerados pelo estresse térmico,
inclusive nas netas de vacas submetidas a hipertermia, onde ja foi demostrada, que
estas produzem 1,3Kg de leite/dia a menos, em relacdo a netas de vacas
termoneutras na primeira lactacdo (LAPORTA et al., 2021). Outros efeitos deletérios

provocados pelo estresse térmico sdo demonstrados na figura 1.

Lactacdo Bezerras

i -
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Figura 1: prejuizos provocados pela incidéncia do estresse térmico baseado
em trabalhos de pesquisa de Flamenbaum (2014), Dahl et al. (2019), Gunn et al.
(2019), Lees et al. (2019), Wolfenson e Roth (2019), Rakib et al. (2020), Tao et al.
(2020) e Recce et al. (2021). llustracdes utilizadas para compor o esquema sao de

dominio publico.

Para minimizar os prejuizos provocados pelo estresse térmico, existe uma
série de alternativas disponiveis no mercado e em desenvolvimento, que vao desde
a ventiladores e sistemas de aspersdo, até estratégias nutricionais e inclusao de
aditivos na dieta (MIRON et al., 2009; CONTE et al., 2018; STANGAFERRO et al.,
2018; LORENCO, 2019)

Como estratégias nutricionais, existem as proprias adequagfes na dieta
ofertada aos animais, tais como, aumentar a densidade energética, por meio da
inclusdo de gréos e menor volume de fibras, visto que a metabolizacdo da fibra &
responsavel pela maior geracdo de calor, no entanto essa estratégia deve ser

adotada com cautela, diante a menor capacidade de tamponamento ruminal
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(MIRON et al., 2009; CONTE et al., 2018). Além disso, recomenda-se aumentar a
densidade energética das dietas, por meio da adicdo de gorduras, pois a
metabolizacdo destas geram menor producéo de calor endégeno, se comparado ao
amido e a fibra (KANG et al., 2019). Aumentar a disponibilidade de agua para os
animais, também é considerado uma ferramenta promissora, diante da utilizacao

dos mecanismos evaporativos de perda de calor (CONTE et al., 2018).

Contudo, uma das principais estratégias adotadas seja na forma de aditivos,
guando nos ajustes da dieta ofertada é a inclusdo de proteinas (SHWARTZ et al.,
2009). Isso porgue apesar dos animais termicamente estressados desenvolverem
balanco energético negativo, a alta concentracdo de insulina na corrente sanguinea
faz com que ao invés de ocorrer uma lipomobilizagdo de &cidos graxos para gerar
energia, o organismo utilize outra fonte de nutrientes, os aminoacidos (BAUMGARD
e RHOAD, 2013; COLLIER et al., 2017).

Um dos aditivos nutricionais amplamente estudados é o aminoacido
metionina, onde trabalhos de pesquisa apontam que a suplementacdo com esse
composto, representa melhora nas respostas imunolégicas, maior producéo de leite,
maior ganho de peso em animais acometidos por estresse e indices reprodutivos
mais altos (HAN et al., 2015; DOMINGUEZ et al., 2020).

Seguindo o mesmo principio de suplementar os animais com aminoacidos,
surgem o0s taninos condensados, produtos fitoterapicos que possuem como
propriedade a capacidade de formarem complexos com proteinas provenientes da
dieta (VIEIRA et al., 2020). Estes complexos sao formados durante a mastigacéo e
culminam com a formacao de proteinas ndo degradaveis no raimen (PNDR), visto
gue, sdo resistentes a degradagdo em pH neutro e sensiveis ao pH &cido do
abomaso, onde sofrem a quebra e tornam-se disponiveis para a absor¢cdo em pH

alcalino como o encontrado no intestino (HERREMANS et al., 2020) (Figura 2).
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ABOMASO
RUMEN PH 3.0
Q

PH 6-7 uebra do complexo Tanino-
Complexos proteina por agcao
resistente a degradagao de enzimas gastricas
ruminal e pancreaticas

INTESTINO DELGADO

MASTIGACAO PH 8
Formacéo de Local de absor¢ao das
Complexos Tanino-proteina ' proteinas

resistentes

Figura 2: mecanismo de acdo dos taninos condensados na formacdo de PNDR.
llustracdes utilizadas para compor o esquema sdo de dominio publico.

Diferente do que ocorre com as proteinas degradaveis no ramen, que dao
origem a proteina microbiana, a amb6nia e em menor propor¢do formam acidos
graxos volateis, as ndo degradaveis no rimen sao prontamente disponibilizadas ao
animal (KOZLOSKI, 2011). Além disso, as PNDR geram menor quantidade de calor
metabdlico ao serem absorvidas (CONTE et al., 2018). Neste sentido, apesar dos
taninos ainda ndo terem sido testados em animais hipertérmicos, estes podem
representar uma boa alternativa no que tange ao maior aporte de proteinas como
fonte de energia para os processos metabdlicos do organismo, dentre eles a

termorregulacgéo.

Assim, 0 objetivo dessa dissertacdo consiste em avaliar a utilizacdo de
diferentes doses de taninos condensados provenientes de Acacia Negra (Acacia
mearnsii de Wild) no estresse térmico, composi¢do e producéo do leite, em vacas

leiteiras de média e alta producéo.
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ABSTRACT: Tannins are phenolic compounds present in plants, classified according to
their chemical structure into hydrolyzable and condensed compounds. Condensates are added
to the ruminant nutrition due to their ability to form complexes with proteins making them
non-degradable in the rumen environment. Thus, it increases the protein supply in the small
intestine where there will be the greatest absorption in the cranial portion of the organ, the

duodenum.
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The advantage of this mechanism is to increase the use of dietary protein by animals, which
will influence productivity and the immune system, among others. The positive effects with
the use of this compound as a nutritional additive still need to be further investigated, so the
purpose of this review is to demonstrate the results, until then known, of the use of condensed

tannins in the diet of ruminants.

KEYWORDS: Animal Performance. Metabolismo. Protein. Rumen

RESUMO: Os taninos sdo compostos fendlicos presentes em plantas, classificados quanto a
estrutura quimica em compostos hidrolisdveis e condensados. Os condensados sao
adicionados a dieta de ruminantes devido a sua capacidade de formar complexos com
proteinas tornando-as ndo degradaveis no ambiente ruminal. Dessa forma, aumenta o aporte
proteico no intestino delgado onde ocorrera a maior absorcdo na por¢do cranial do 6rgdo, o
duodeno. A vantagem desse mecanismo € aumentar o aproveitamento da proteina da dieta
pelos animais o que influenciara na produtividade e sistema imunoldgico, entre outros. Os
efeitos positivos com a utilizacdo desse composto como aditivo nutricional ainda precisam
ser estudados, portanto o objetivo dessa revisdo consiste em demonstrar os resultados, até

entdo conhecidos, da utilizacdo de taninos condensados na dieta de ruminantes.

PALAVRAS-CHAVE: Desempenho Animal. Metabolismo. Proteina. RiUmen

RESUMEN: Los taninos son compuestos fenolicos presentes en las plantas, classificados
segun su estructura quimica in compuestos hidrolisables y condensados. Los condensados se
agregan en la dieta de los rumiantes debido a su capacidad de formar complejos con proteinas
que los hacen no degradables en el ambiente del rumen. De esta manera, aumenta el

suministro proteico en el intestino delgado donde habrd la mayor absorcién en la porcion
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craneal del 6rgano, el duodeno. La ventaja de este mecanismo es aumentar la utilizacion de la
proteina de la dieta por los animales, lo que influird en la produtivid y el sistema
inmunoldgico, entre otros. Los efectos positivos con la utilizacion del compuesto como
aditivo nutricional todavia necesita ser estudiado, por lo tanto, el objetivo de esta revision es
demostrar los resultados, hasta ahora conocidos, del uso de taninos condensados en la dieta

de los rumiantes.

PALABRAS CLAVE: Rendimiento Animal. Metabolismo. Proteina. Rumen.

1. Introducgéo

Os taninos sdo compostos fendlicos que representam o quarto componente de maior
concentragdo nas plantas, portanto configuram-se como um extrato vegetal de ampla
distribuicdo na natureza, principalmente nas angiospermas e gimnospermas (MONTEIRO et
al., 2005). Tais compostos fazem parte do metabolismo secundéario das plantas, ou seja, ndo
estdo ligados aos processos essenciais a manutencdo da vida, tais como respiracdo,
transpiracéo e fotossintese (KAMRA; AGARWAL; CHAUDHARY, 2006). Assim, sua a¢do
esta voltada aos processos de defesa contra fungos, patdgenos, herbivoros e fatores climaticos
indesejaveis como os periodos de seca, baixa luminosidade, entre outros. Logo, na presenca
desses desafios, aumentam as concentracdes de tanino na planta (CORDAO; FILHO;

BAKKE, 2010).

Este extrato vegetal pode ser encontrado em folhas, galhos, cascas e lenha. Quanto a
estrutura quimica é classificado em compostos condensados e hidrolisaveis (CIESLAK et al.,
2012). Os hidrolisaveis sé@o constituidos de grupamentos fendis simples e por hidrolise acida
liberam &cidos fendlicos e um acgucar, estes ndo sdo a principal categoria presente em plantas
(SGARBIERI, 1996). Enquanto os condensados, os mais utilizados na dieta de ruminantes,

constituem-se de grupamentos fenodlicos complexos 0 que os torna resistente a hidrélise
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exceto em solucdes de pH acido ou basico (ANDRADE et al., 2015; FRUTOS et al., 2004).

Os taninos por muito tempo foram conhecidos apenas por seu carater anti nutricional,
ou seja, por fatores que comprometem a digestibilidade do alimento e consequentemente o
desempenho animal (FRUTOS et al., 2002). Entretanto, os efeitos citados estdo associados a
ingestdo de grande concentracdo desses compostos, pois 0S mesmos possuem sabor
adstringente, que reduz a palatabilidade, além de formarem complexos com alimentos, que

prejudicam a digestibilidade ruminal (COSTA et al., 2008).

Todavia a capacidade de formar complexos pode ser positiva, pois por reacdo de
desidratacdo esses compostos associam-se com proteinas. A vantagem desse mecanismo
consiste na menor degradacdo da proteina no ambiente ruminal, devido a resisténcia do
complexo tanino-proteina em pH neutro (PATRA; SAXENA, 2010). A formacdo dessa
fracdo alimentar resistente tem sido associada com o melhor aproveitamento da dieta,
refletindo-se positivamente no ganho de peso, na diminuicdo da emissdo de metano, entre
outros beneficios (MANELLA; CIDRINI, 2018). Diante disso, o objetivo dessa revisao
consiste em demonstrar 0s resultados, até entdo conhecidos, da utilizacdo de taninos

condensados na dieta de ruminantes.

2. Desenvolvimento

2. 1 Por que utilizar Taninos na dieta de Ruminantes?

Estima-se que populacdo mundial cresca de 7 a 9 bilhdes de pessoas nos préximos 40
anos, que aumente a ocupacdo das zonas urbanas e dobre a renda meédia mensal por
habitante, conforme o que ja se observa gradativamente no Brasil, sudeste asiatico, Oriente
Médio e Africa (MARINS, 2018; UN-DESAPT, 2017; FAO, 2018). Existe uma necessidade
global para intensificar a producdo de alimentos principalmente leite, carne e ovos onde

estima-se que a procura aumente em 30%, 60% e 80% até 2050 quando comparado com a
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década de 90 (HENCHION et al., 2017; MALIK et al., 2016). Os levantamentos realizados
pela Fao (2018), indicam que no Brasil a necessidade por alimentos ira aumentar em 35% até
2030 e que nos proximos 40 anos sera necessario que a producdo agropecudria dobre

juntamente com o acréscimo em até 50% dos graos (MARINS, 2018).

Neste contexto, uma maior extensao territorial devera ser destinada para a agricultura
e pecuaria, o Brasil ocupa a quinta posicdo entre os paises com maior volume de area
cultivada, possui 400 milhGes de hectares de terra agriculturaveis, desse volume utiliza 63
milhdes, ou seja, possui mais terra cultivada do que a Franca (31.795.512 hectares) e a
Espanha (31.786.954 hectares) juntos, e existe a possibilidade de expandir (MIRANDA,
2018). Além disso, a idade média dos produtores rurais brasileiros é de 42 anos, jovens
comparados as medias americanas e alemds, o que provavelmente se deve as politicas
governamentais que incentivam a producdo, tornando o setor favoravel, ja que representa
40% do produto interno bruto (PIB) da agricultura mundial (MARINS, 2018; MEKONNEN

etal., 2019; MALIK et al., 2018).

A producdo pecuaria tem se intensificado e para acompanhar esse desenvolvimento
aditivos nutricionais, entre outras tantas tecnologias foram adicionadas a dieta dos animais no
intuito de promover, principalmente o crescimento, tais como, os antibioticos, utilizados por
décadas na composi¢do das dietas de bovinos e frangos, por exemplo (HUANG et al., 2018).
Entretanto, devido aos riscos de resisténcia bacterina que impacta a saude dos animais e dos
seres humanos, a Unido Europeia, em 2006, proibiu o uso de antimicrobianos como aditivos
nutricionais (AROWOLO; HE, 2018). Outros paises seguiram 0 mesmo exemplo e, diante
das preocupagdes mencionadas, houve um desencadeamento da busca por alternativas de
suplementacdo natural que melhorem o desempenho animal e garantam o bem-estar

(AROWOLO; HE, 2018; QIAO et al., 2018). Neste cenario, algumas alternativas passaram a
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ser mais estudadas e utilizadas como leveduras, os probioticos e extratos vegetais (KHAN et
al., 2016). Os aditivos naturais sdo apontados por melhorar a eficiéncia da ingestdo de
matéria seca e da conversdo alimentar (ORNAGHI et al., 2020). Dentre as alternativas de
suplementacdo estdo os taninos condensados, composto que ao ser avaliado in vivo e in vitro
demonstrou ser responsavel por reduzir a emissdo de metano, um importante gas causador do
efeito estufa (HAQUE, 2018), além de apresentar atividades imunomoduladoras,
antiparasitarias (HUANG et al., 2018) e possiveis reflexos positivos na producdo e

composicao do leite (HERREMANS et al., 2020).

Devido a melhora no poder aquisitivo, o perfil dos consumidores mudou com o passar
dos anos e novos habitos alimentares foram adquiridos (ORNAGHI et al., 2020; BOLAND et
al., 2013). A populacdo dos paises em desenvolvimento, por exemplo, que consumiam
anteriormente produtos a base de cereais e graos, atualmente, assim como 0s paises
desenvolvidos, sdo expressivos consumidores de carne, leite, ovos e peixes (BOLAND et al.,
2013). Portanto o futuro para os suplementos naturais é promissor, pois convertem-se em
salude e desempenho dos animais, além de, no caso dos taninos condensados, serem uma
alternativa de suplementacéo proteica nos periodos de vazio forrageiro com grande potencial
sustentavel, visto que afeta significativamente a geracdo de gases prejudiciais (HAQUE,

2018).

2.2 Onde os Taninos podem ser encontrados

Os taninos estdo presentes em diversas plantas forrageiras de folhas largas, onde
atuam no metabolismo secundario das mesmas (ADDISU, 2016). As plantas realizam trés
atividades bésicas que fazem parte do seu metabolismo priméario essenciais para a
manutencdo da vida: respiracdo, transpiracio e fotossintese (GARCIA; CARRIL, 2009). Por

meio da respiracdo as plantas obtém energia através de compostos orgénicos, tais como a



25

glicose, esse processo ocorre em locais onde nao é possivel haver fotossintese e sdo eles:
frutos, flores, raizes e caule (PES; ARENHARDT, 2005). A transpiracdo é o processo pelo
qual ocorre perde agua, essa atividade é realizada pelos estbmatos localizado nas folhas e
com grande importancia para circulacdo de nutrientes em todas as porcoes do vegetal desde a
raiz ao apice, além de ainda participarem da dissipacao do calor produzido em seus processos
metabolicos. Ja a fotossintese ocorre principalmente nas folhas da planta e é responsavel pela

obtencdo de energia atraves da luz solar (PES; ARENHARDT, 2005).

As plantas produzem uma quantidade de carbono e moléculas organicas que ndo sao
destinadas ao metabolismo primario e sim ao secundario. Os componentes dos processos
secundarios da planta estdo principalmente vinculados a sua defesa contra predadores ou
fatores climaticos e por esse motivo podem possuir sabor desagradavel sendo indigestos ou
até venenosos (GARCIA; CARRIL, 2009). Os vegetais defendem-se dos herbivoros por
muitas vias que podem ser convencionais como espinhos e pelos urticantes ou ainda

processos quimicos onde podem ser citados os taninos (MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos sdo compostos fenolicos classificados como hidrolisaveis e condensados
(CIESLAK et al., 2012). Os hidrolisaveis estdo presentes em pequenas concentracdes nas
plantas, estes taninos sdo encontrados em carvalhos, acéacia, eucalipto e em uma variedade de
folhas de arvores. essas culturas a quantidade deste composto fendlico podem variar de 200 a
5009/Kg de matéria seca (MS) (ADDISU, 2016). Os taninos classificados como condensados
recebem esse nome devido a sua estrutura quimica condensada, o que confere maior
resisténcia a degradacgdo, diferente do que ocorre com os hidrolisdveis, que sdo sensiveis a
substancias basicas, acidas e esterases (Naumann et al, 2017; Addisu, 2016). Estes sdo 0s
considerados importantes quando se fala em aditivo nutricional, por serem mais abundantes

na natureza e estarem presentes na maioria dos alimentos ofertados para ruminantes, além de
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possuirem a capacidade de formarem complexos com proteinas provenientes da dieta
tornando-as by-pass, ou seja, resistentes a degradacdo ruminal e disponiveis a absor¢do no

duodeno (HERREMANS et al., 2020; CORDAO; FILHO; BAKKE, 2010).

A proporcao de compostos tanicos é variavel, o que depende da sazonalidade, idade e tipo
de planta, bem como dos fatores adversos pelos quais o cultivar foi exposto (LASCANO;
SCHMIDT; BARAHONA, 2001). As concentracdes de taninos condensados em algumas

plantas sdo demonstradas na tabela 1 e 2.

Tabela 1. Concentracdo de taninos condensados em diferentes plantas.

S Tanino g/ Kg Taninos
Planta Nome cientifico Parte da planta de MS* Condensados
Alfafa Medicago sativa L. Planta inteira 7,92 0,3
Angico Anadenanthera macrocarpa Planta inteira 126,39 9
Brenan

Aroeira Myracrodréjrc])gl urundeuva Planta inteira 194,19 43,5
I;eljao Capparis flexuosa L. Planta inteira 25,26 1,4

ravo
Feljao Cajanus canjan L. Planta inteira 20,34 6,2
guandu
Feno de Leucaena Leu_cocephala de Planta inteira 243 10
leucena Vit
J;:Z;za Mimosa tenuiflora Benth Planta inteira 122,5 69,2

*Valores Adaptados de Nozella (2001).
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Tabela 2. Concentracédo de taninos condensados na casca de algumas plantas.

Parte da Taninos
Planta  Nome cientifico Condensados Autor
planta o
(6]
Acacia Casca (MAKINO; OHARA,
A. Mangium 9.1al14.2 HASHIDA, 2009)
Acacia A. Mangium Casca 13.2 (COUTO, 2011)
Eucalipto  E. Astringens Casca 40-50 (SINGH, 1973)
Eucalipto E. Grandis Casca 12,89 (VITAL et al., 2004)
Pinus P.Oocarpa Casca (MARTINEZ, MERCADET;
' P 10-12 VARGAS, 1987)
: : (MARTINEZ; MERCADET;
Pinus P. Caribae Casca 54-8 VARGAS, 1987)

Nos processos de extracdo de taninos podem ser quantificados 0s compostos
hidrolisaveis e condensados, 0 que é vantajoso para definir a dosagem a ser administrada ao
animal, visto que quantidades superiores a 12% da matéria seca, representam reducdo na
digestibilidade dos alimentos e retardo no desempenho dos animais (CORDAO; FILHO;

BAKKE, 2010) (Tabela 3).

Tabela 3. Doses de tanino utilizadas em estudos.

Planta Espécie Dose Resultados encontrados Autor
utilizada
De extracéo
do tanino
Acacia Vacas da raga 80g/dia 1 de Nul, ndo houve (ALVES et
mearnsii holandés diferenca na produgdo de al., 2017)

leite



Acacia Novilhos
mearnsii da raca
holandés
Schinopsis  Bovinos
spp.
Schinopsis  Bovinos
spp.
Acacia Bovinos
mearnsii
Acacia Ovinos
mearnsii
Acacia Ovinos
mearnsii

15¢/Kg da
matéria seca
da dieta

10, 20, 40¢€
60g/Kg da
matéria seca
da deita

4/Kg da
matéria seca
da dieta

14,9 g/kg de
matéria seca
da dieta

1,6 gde
extrato/kg de
peso Vivo

18g de Acécia

negra
contendo 18%
de tanino

condensado /
animal
semana

1 do fluxo duodenal de

aminoacidos

| na propor¢ao de acetato:

propionato ruminal

1 valores de proteina
metabolizavel no duodeno.
ltaxa de digestao da

proteina

N&o houve influéncia sobre
0S parametros ruminais

| no niimero de ovos de T.
colubriformes nas fezes

| no niimero de ovos de

Trichostrongylus

colubriformis, Haemonchus

contortus,
Oesophagostomum

| columbianum, Cooperia sp.,
Strongyloides papillosus,
Trichuris globulosa e
Moniezia expansa nas fezes
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(AVILA et al.,
2015)

(DICKHOEFER,;
AHNERT;
SUSENBETH,
2016)

(MEZZOMO et al.,
2011)

(KRUEGER;
GUTIERREZ-
BANUELOS;:
CARSTENS,
2010)

(MINHO et al.,
2010)

CENCI et al., 2007

2.3 Como atuam os Taninos Condensados

Os taninos formam complexos de proteinas ndo degradaveis no rimen e por isso

podem ser adicionados como aditivo nutricional em concentracfes baixas e moderadas na

matéria seca da dieta (CORDAO; FILHO; BAKKE, 2010). As concentracdes elevadas ndo

sdo indicadas, pois 0 excesso de proteina na dieta provoca o aumento nos niveis de excre¢édo

pelas vias, urinéria, fecal e no leite, ou seja, ofertas alem das exigéncias nutricionais ndo se

convertem em melhor aproveitamento do alimento (GRAINGER et al., 2009; KOZLOSKI,

HENTZ, 2011; PATRA; SEXANA, 2010). Além disso, a maior concentracdo de proteina ja
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foi associada a perdas embrionarias, inviabilidade de ovocitos e espermatozdides, devido ao

aumento plasmatico de aménia que reduz o pH uterino (ATTIA, 2016).

Os taninos podem ser toxicos ou benéficos ao animal. Isso dependera do tipo de tanino,
estrutura quimica, espécie vegetal a qual é extraido, espécie animal, particularidade de cada
individuo e a quantidade ingerida (CORDAOQ; FILHO; BAKKE, 2010). Por esses motivos,
ndo € possivel estabelecer com exatiddo até entdo a dose ideal a ser administrada do
composto tanico, no entanto estima-se valores entre 60 a 120g/Kg de matéria seca por animal

(FRUTOS et al., 2002).

As proteinas advindas da dieta fornecem os aminoacidos essenciais, portanto aqueles que
ndo sdo metabolizados pelo organismo. Estes sdo utilizados, por exemplo, na manutengdo das
atividades reprodutivas, producdo de leite e crescimento animal (WU, 2009). Os ruminantes,
devido a presenca de microrganismos no rdmen, conseguem utilizar compostos ndo
nitrogenados e nitrogenados como fonte de proteina na dieta (RIBEIRO; JUNIOR; DA
SILVA, 2015). Quando essa categoria animal ingere componentes proteicos degradaveis no
rumen sofrem metabolizacdo primeiramente pelas enzimas bacterianas e sdo utilizados pelas

bactérias para a producdo de amdnia e proteina microbiana (KOZLOSKI, 2011).

Na presenca de taninos forma-se o complexo tanino-proteina durante a mastigacéo, o que
resulta em um componente resistente a hidrolise microbiana e desaminagdo no rumen, onde o
pH €é neutro (MUI; BINH; ORSKOV, 2005), pois o composto, além de ser resistente,
promove a inibi¢do do crescimento e da atividade proteolitica da microbiota ruminal (JONES
et al., 1994). No abomaso, em pH inferior a 3,5 (acido), o complexo é rompido onde sofrera a
degradacéo gastrica e pancreatica, posteriormente no intestino delgado, que apresenta pH 8

(alcalino) sofrera a maior parte da absorcio no duodeno (AVILA et al., 2015). Assim,
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diferente da proteina degradavel no rimen, a ndo degradavel é prontamente disponibilizada

ao animal.

2.4 Taninos Condensados e a Reduc&o na Emissao de Metano

A atividade pecuéria é responsavel pela emissdo de trés gases, 0xido nitroso (N20),
gés carbonico (CO2) e metano (CH4) (TAPIO et al., 2017; HAQUE, 2018). O COg2, no
entanto ndo é considerado um contribuinte para o efeito estufa, pois a maioria das plantas
consumidas pelos ruminantes utiliza esse composto durante o processo de fotossintese
(HAQUE, 2018). Em contrapartida o CH4 é 28% mais prejudicial para o aguecimento global,
do que o CO, (IPCC, 2014). Dos gases antropogénicos, ou seja, aqueles produzidos por
atividades humanas, a pecuaria é responsavel por emitir globalmente 18% dos poluentes

causadores do efeito estufa (MALIK et al., 2015).

A producdo de CH4 ocorre no rimen onde existem 3 tipos de popula¢Ges microbianas,
constituidas principalmente de bactérias, seguida de protozoarios e fungos. Essa camera
fermentativa possui outras particularidades, tais como, ser anaerébica, possuir temperatura de
39 a 42°C e pH que varia entre 6,0 a 7,0. (MOMBACH et al., 2016). Para a metanogénese 0s
principais microrganismos envolvidos sdo os protozodrios ciliados e as Archeobacterias. Os
protozoarios estabelecem uma relacdo simbidtica com as bactérias metanogénicas, onde as
mesmas se aderem na sua superficie celular e utilizam o hidrogénio produzido, o que garante
substrato para a producdo de metano e favorece um ambiente ruminal adequado ao
desenvolvimento de microrganismos (PEDREIRA et al., 2005). As Archeobacterias dos
géneros Methanobrevibacter, Metanosphaera, Methanimicrococcuse e Metanobactéria
reduzem o gés hidrogénio (H2) e o CO», produzidos por bactérias, protozoarios e fungos em
CH; (MCALLISTER et al, 2015). Enquanto as dos géneros Methanosarcinales,

Methanosphaera, Methanomassiliicoccaceae, menos abundantes, utilizam metanol,
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monometilamina, dimetilamina, trimetilamina e acetato, no processo de metanogénese
(ELLIS et al., 2008). Assim, embora pouco relatado, os fungos também participam desse

processo, por produzirem Hx (TAPIO et al., 2017).

A concentragdo de CHs depende do tipo de dieta ofertada aos animais, do nivel de
ingestdo, além de caracteristicas individuais como tamanho, idade e espécie (TAPIO et al.,
2017). Assim, os carboidratos ao serem ingeridos sdo fermentados no ridmen onde serdo
convertidos pela microbiota em acidos graxos de cadeia curta, principalmente acido acético,
propiénico e butirico. Esse processo gera os co-fatores NADH, NADPH e FADH que
precisam passar por reacOes de desidrogenacdo para serem re-oxidados e para manterem a
fermentacdo (PEDREIRA et al., 2005). A desidrogenacdo libera moléculas de hidrogénio no
rumen, estas sdo captadas para a metanogénese, evitando o acimulo de gas hidrogénio no
ambiente ruminal o que prejudicaria a digestibilidade da fibra (MOMBACH et al., 2016). O
CHs produzido é eliminado eructagdo e respiracdo e, por ser um gas ndo digestivel, sua
producdo representa perda energética de 2 a 12% da energia bruta consumida, que poderiam

ser utilizadas para o crescimento ou produtividade animal (TAPIO et al., 2017).

Estratégias para a mitigacéo da liberagdo de CH4 sdo cada vez mais estudadas devido
aos impactos ambientais, pois espera-se que a demanda global por produtos de origem animal
aumente em 70% até 2050 (GERBER et al., 2013). Diante disso, os taninos condensados
podem ser uma alternativa, ja que em estudados in vivo e in vitro demonstrou-se que estes
possuem acdo bactericida e bacteriostitica sobre 0s microrganismos metanogénicos
(HAQUE, 2018). A reducdo na metanogénese ja foi descrita por muitos autores, Adejoro,
Hassen e Akanmu (2019), por exemplo, ao avaliar ovinos da raga Merino suplementados com
taninos provenientes da Acacia mearnsii observou reducdo nas emissdes de metano e atribuiu

0 seu resultado ao fato de que esse extrato vegetal é toxico as Archeobacteria metanogénicas.
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Além disso os taninos sdo capazes de influenciar negativamente a proliferacdo de
protozoarios, afetando diretamente o suprimento de H para a metanogénese (BHATTA et al.,
2009). Em estudos de Jayanegara et al. (2015) foi evidenciado que a atividade anti
metanogénica pode ser obtida tanto com a adicdo de taninos hidrolisaveis quanto com
condensados a dieta. Estes Ultimos também séo capazes de formar complexos com fibras, o
que impede a acdo das bactérias celuloliticas e consequentemente reduz a formacéo de acido
acético, NHz e Hz, o que pode ser justificado pela reducdo na digestibilidade alimentar em até
5% ja encontrada por outros autores (TIEMANN et al., 2008; GRAINGER et al., 2009;

BROUCEK, 2018).

Aparentemente a formacdo de complexos com fibras ocorre com menor intensidade,
diferente da complexacdo com as proteinas, assim o comprometimento na digestibilidade é

pouco afetado e ndo interfere na nutricdo dos animais (PERNA et al., 2020).

A maioria das pesquisas avalia os taninos condensados devido ao maior risco de
toxicidade atribuido aos taninos hidrolisaveis (BEAUCHEMIN et al., 2008). A correlacdo de
taninos com a menor emisséo de CH4 vem sendo estudada ha varios anos. Hayler, Steingass e
Drochner (1998) avaliou o liquido ruminal de ovinos in vitro e evidenciaram que 0s taninos
consensados eram capazes de reduzir a emissdo de CH4. O que também ja foi confirmado em
bovinos, em trabalho conduzido por Woodward et al. (2001), onde foi ofertado 2,59% de

taninos condensados, provenientes de Lotus corniculatus, na matéria seca da dieta.

Além disso, ja foi constatado que ovinos alimentados com leguminosas emitem menor
concentracdo de CHas, quando comparados a ovinos alimentados com gramineas, que possuem
menor concentragdo de taninos condensados em sua composicdo (WAGHORN;
TAVENDALE; WOODFIELD, 2002; MARTIN; MORGAVI; DOREAU, 2010). Porém,

Van Dorland et al. (2007) salienta que esse mesmo resultado ndo € obtido em todos os tipos
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de leguminosas, 0 que segundo Chaves et al. (2006) se deve ao estagio de desenvolvimento
em que a planta € consumida, pois bovinos alimentados com leguminosas com maturidade
mais avancada emitiram maior concentracdo de CHs em seu estudo, 0 que se deve

provavelmente ao maior teor de fibras e consequentemente fermentacdo ruminal mais longa.

Outra explicacdo que justifica a reducdo na emissdo de metano foi proposta por Priolo
et al. (2000), que sugere que os taninos condensados reduzem a ingestdo de alimentos
fibrosos. Ramirez e Berry (2005) demonstraram reducdo em até 55% da emissdo de CH4 em
bovinos que consumiam forragens ricas em taninos como, Lucerna, Sulla, Trevo vermelho,
Chicéria e Lotus. Enquanto Fagundes et al. (2020) encontrou diminuicdo em até 33% na
emissdo diaria de metano em bovinos zebuinos suplementados com taninos condensados,
comparados aos animais da dieta controle (FAGUNDES et al., 2020). Vale lembrar que nem
todas as fontes de tanino sao eficientes em reduzir a metanogénese, Beauchemin et al. (2007),
por exemplo, ndo obteve resultados positivos nesse parametro com a utilizacdo de taninos
provenientes de Schinopis quebracho. Apesar disso, 0s taninos condensados parecem ser
uma boa estratégia para reduzir as emissdes de metano e contribuir com a maior

sustentabilidade dos sistemas de producdo.

2.5 Taninos Condensados e a Imunidade frente a parasitas nematodeos

Os taninos condensados sdo associados a melhora imunoldgica frente a infestagédo
parasitaria. Os principais parasitas que acometem os bovinos sdo: no abomaso Haemonchus
contortus, Ostertagia ostertargi, Trichostrongylus axei, no intestino delgado Strongyloides
papillosus, Toxocara vitolurum, Bunostomun phebotomum, Trichostrongylus colubriformis,
Trichostrongylus longispicularis, Cooperia punctata, Nematodirus helvetianus, Nematudirus
spathiger, ja no intestino grosso, Oesophagostomum radiatum, Trichuris ovis, Trichuris

discolor e pulmdes Dictyocaulus viviparus (TAYLOR, 2010). Os parasitas citados fazem
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parte do filo dos nematoOides que caracterizam-se por ndo se multiplicarem dentro do
hospedeiro, ou seja, 0 grau de parasitemia depende da quantidade do parasita que o animal foi
exposto. Por esse motivo, normalmente as infestagdes costumam ser brandas, exceto quando

0 animal entra em contato com alta carga parasitaria (TIZARD, 2014).

Os nematddeos desencadeiam uma resposta imunoldgica humoral mediada por
linfocitos T helper 2 (Thy) e assim atraem as imunoglobulinas E (IgE) e os eosindfilos (ABO-
AZIZA et al., 2017, HENDAWY, 2018). O papel dos eosintfilos frente ao combate a esses
patdgenos € controverso, pois estima-se que essas substancias imunes por provocarem lesao
tecidual, facilitam a colonizacio dos tecidos por nematddeos (CARA; NEGRAO-CORREA;
TEIXEIRA, 2000). Em contrapartida, ja foi observado que substancias toxicas liberadas por
eosinofilos sdo capazes de eliminar esses parasitas (MEEUSEN; BALIC; BOWLES, 2005;
SOUZA et al. 2015). Os nematodeos se aderem a mucosa do intestino e do trato respiratorio
através da boca, os linfocitos T do epitélio intestinal sdo estimulados pela presenca do
parasita a produzirem as citocinas interleucina-4 (IL-4) e interleucina-25 (IL-25) (TIZARD,
2014; HENDAWY, 2018). Essas citocinas ativam o Thz a produzirem IL-4 e interleucina-13
(IL-13) (TIZARD, 2014). Essas citocinas estimulam a producdo de muco pelas células
caliciformes e a producdo de igE, que possui um papel fundamental em controlar a carga
parasitaria na superficie das mucosas (HENDAWY, 2018; TIZARD, 2014). A IgE também se
liga a receptores dos mastdcitos, onde estimula a desgranulacdo, assim sdo liberadas
substancias vasoativas, 1L-13 e interleucina-33 (IL-33), que estimulam a contracdo da
musculatura lisa e 0 aumento da permeabilidade vascular (BERTACCINI et al., 2000). Por
fim a IL-13 promove a expulsdo do parasita pela estimulacdo da recuperagdo de células

epiteliais. (CLIFFE et al., 2005; KNIGHT; BROWN; PEMBERTON, 2018; TIZARD, 2014).
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No ponto de vista produtivo, os nematddeos representam grandes perdas econémicas,
pois reduzem a produtividade animal, geram custos com profilaxia e podem provocar a morte
dos hospedeiros (PRATHAK; TIWARI, 2013). Esses parasitas normalmente sdo controlados
por quimioprofilaxia, porém a preocupacdo com a presenca de residuos de anti-helminticos
nos produtos de origem animal e resisténcia de parasitas, fez com que outras alternativas
fossem estudadas (HOSTE et al., 2006). Os taninos ao serem testados in vivo e in vitro
demonstram-se um eficiente antiparasitario quanto a menor fecundidade do parasita e menor

motilidade de larvas adultas (ATHANASIADOU, 2001).

Como pode ser observado a maioria das respostas imunolégicas do organismo
ocorrem por acdo de proteinas, sejam elas citocinas, quimiocinas ou anticorpos.
Possivelmente seja esse 0 motivo pelo qual os taninos condensados sejam estudados frente ao
combate de verminoses, ja que esse extrato vegetal aumenta a absorcdo de proteina no
intestino delgado e assim repdem a hiproteinemia provocada pela acdo parasitaria
(AROWOLO; HE, 2018). A acdo dos taninos condensados frente a parasitos
gastrointestinais depende da fonte do tanino, do tipo de parasita, estagio de desenvolvimento
e volume do extrato vegetal consumido (HOSTE et al.,, 2006). Para se obter a acdo
terapéutica, recomenda-se doses de 30 a 40g de tanino condensado/ Kg de matéria seca da

dieta (HOSTE et al., 2006; MIN; HART; 2003).

A biodisponibilidade de proteinas, obtidas por meio do complexo tanino-proteina,
apresenta o potencial de estimular o sistema imunolégico, e melhorar as respostas na mucosa
intestinal, assim aumenta a resisténcia contra parasitas gastrointestinais, pois aminoacidos
como arginina, glutamina e cisteina ao serem absorvidos estimulam a atividade dos linfocitos

B e T, macrofagos, além de contribuirem na producdo de citocinas e outras substancias
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citotoxicas (LI et al., 2007; MIN et al., 2004). O que ja encontrado por Tzamaloukas et al.
(2006), onde houve maior disponibilidade de mastécitos e leucdcitos globulares em cordeiros

parasitados que consumiam pastagens ricas em taninos.

Evidéncias indicam que a acdo dos taninos sobre parasitas gastrointestinais pode ser
explicada pela complexacdo com proteinas, pois a cuticula do nematoide apresenta em sua
composicao prolina e hidroxiprolina, que cobre o corpo, a cavidade bucal, o esdfago, cloaca e
vulva desses vermes, pois quando observados por microscopia esses parasitas apresentavam
lesBes cuticulares apos entrarem em contato com tanino (THOMPSON; GEARYTHE, 1995;
HOSTE; GAILLARD; FRILEUX, 2005). O que também foi sugerido por Costa et al., (2008)
que justificou a acdo anti parasitaria dos taninos devido ao fato do extrato vegetal prover
autolise do parasita. O que é confirmado com a reducao da motilidade larval e a diminuicao
na taxa de eclosdo de ovos em animais parasitados (PAOLINI; FOURASTE; HOSTE, 2004).
Molan et al. (2003), avaliou ovos de T.colubriformis submetidos ao flavan-3-ols que sdo
unidades basicas de mondmeros de taninos condensados, e estes reduziram as taxas de

eclosao.

Em um estudo onde foram avaliados 12 ovinos, divididas em dois grupos homogéneos
em relacdo a sexo, peso e idade, infectadas com larvas do nematédeo H. contortus, onde 6
dos ovinos foram suplementados com a adicdo de taninos condensados e outros 6 néo foram,
0s animais ndo suplementados apresentaram maior contagem de ovos do parasita nas fezes
(p< 0,001). (PATHAK et al., 2016). O que se deve ao fato de que esse extrato vegetal
interfere no ciclo de vida de H. contortus, assim como na maioria dos parasitas nematodeos,
impedindo que os ovos eclodam e desenvolvam larvas até o estdgio adulto (PATHAK;
TIWARI, 2013). Estudos demonstram que os taninos condensados se ligam ao intestino do H.

contortus, onde provoca lesbes, além de causar danos nas células musculares e necrose nas
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células germinativas do trato reprodutivo do parasita, por tanto, compromete a nutricao, a
reproducdo. A alimentacdo do H. contortus depende da contortina, um anticoagulante que
impede o bloqueio do Iumen intestinal durante a refeicdo, algumas das classes dessa
substancia possui prolina, por tanto, supdem-se que os taninos possam se ligar a contortina,
causando um bloqueio intestinal impedindo a alimentacdo do verme (GELDHOF; KNOX,

2008).

Os parasitos de bovinos sdo menos estudados em relacdo aos de ovinos, porém ja foi
demonstrado que os taninos condensados também atuam nos nematddeos dessa espécie, no
trabalho realizado por Novobilsky, Mueller-Harvey e Thamsborg (2011) os parasitas C.
oncophora e O. ostertargi apresentaram alteracdes em suas atividades de alimentacdo, bem

como, foi comprometido o desenvolvimento de larvas L3.

Em certos casos, os taninos podem ndo promover a eliminacdo de 100% da carga
parasitaria, porém ndo deixam de comprometer o ciclo de vida do parasita, nos ovos, nas
larvas infectantes e nos vermes adultos (HOSTE et al., 2015). O fato de ndo haver a
eliminacdo da parasitemia, pode ser benéfico no sentido de melhorar as respostas imunes do
hospedeiro, o que ja foi observado em infestacbes pelos parasitas Haemonchuss
pp., Trichostrongylus spp. em pequenos ruminantes e em suinos parasitados pelo nematddeo
Ascaris suum (WILLIAMS et al., 2014; HOSTE et al., 2015). Além disso, o0s taninos ao
promoverem reducdo producdo e ecloséo de ovos auxiliam na redugdo nas contaminagdes das

pastagens, o que consiste em uma forma de controle parasitario (CENCI et al., 2007).
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2.6 Taninos Condensados e a Producéo de leite e Composi¢do de Proteinas

Os taninos condensados podem ser uma alternativa na dieta de ruminantes em
momentos em que estes passam por restricdo alimentar, tais como o periodo de transicdo e
estresse termico (BAUMGARD; ROBERT, 2013). No periodo de transi¢do, que compreende
21 dias pre parto e 21 dias pds parto, 0s animais passam por uma acentuada reducdo no
consumo alimentar ao mesmo tempo em que ocorre uma elevada demanda metabdlica
destinada principalmente a lactogénese (FIANCO et al., 2018). A deficiéncia energética faz
com que reservas corporais sejam mobilizadas motivado, entre outros, pela reducdo nos
niveis insulina, que é um hormonio anti lipolitico. Assim, a lipolise é desencadeada, o que é
demarcado pelas concentracdes de acidos graxos de cadeia longa na circulacdo sanguinea e
reducdo no peso corporal dos animais (BAUMGARD; RHOADS, 2013). A partir desses
mecanismos, a glicose é preservada para a sintese do leite e producdo de lactose, que
contribui para o volume de leite produzido (DE KOSTER; OPSOMER, 2013). No entanto, a
reducdo na ingestdo de matéria seca, que pode chegar a 30%, compromete a sintese de acidos
graxos de cadeia curta, propionato, acetato e butirato, que sdo precursores de glicose e
gordura, respectivamente, logo o volume de leite produzido e a composicao é afetada pelo
decréscimo do consumo alimentar (PANASEVICH et al., 2017). Outra caracteristica desse
periodo é o comprometimento imunoldgico, que pode estar relacionado com a deficiéncia

energética (NONNECKE et al., 2003)

Quanto ao estresse térmico, esse periodo também é demarcado pela reducéo na ingesta
de alimentos, que da mesma forma provocam o balango energético negativo, porém a
demanda do organismo para suprir as suas necessidades se da por uma outra via, pela

mobilizacdo de proteinas e ndo de lipidios, o0 que é demarcado pelo aumento do catabolismo
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muscular e elevacdo nas concentragdes de uréia sanguinea (KADZERE et al., 2002; CONTE
et al., 2018). Durante o estresse térmico as proteinas assumem uma importancia vital, pois
sdo utilizadas nas vias da gliconeogénese, ou seja, na producdo de glicose por compostos ndo
carboidratos, além de aumentarem seus niveis para a sintese de proteinas de choque térmico
(JOHNSON, 2014; ARCHANA et al., 2017). Logo o fluxo de proteinas para a glandula
mamaria encontra-se reduzido, aliado a um comprometimento do tecido mamario provocado
pela hipertermia (PRATHAP et al., 2017). Assim, ambos 0s momentos sdo criticos para a

mantenca da producao leiteira.

Os ruminantes sdo capazes de converter alimentos ndo comestiveis aos seres
humanos, como pastagens, em producdo de leite e carne (HERREMANS et al., 2020). No
entanto a conversdo normalmente é baixa, no caso das proteinas, apenas 23% do consumido é
utilizado na sintese do leite (CALSAMIGLIA et al.,, 2010). Por esse motivo, taninos
condensados sdo adicionados a dieta, visto que, a producdo de proteinas ndo degradaveis no
rumen aumenta a disponibilidade de proteinas no intestino delgado, contribuindo com uma
maior absorcdo que poderia auxiliar na sintese do leite (PILUZZA; SULAS; BULLITTA,
2014; BRODERICK, 2018). Porém essa suposi¢do nao vem sendo confirmada pelos estudos
e permanecem desconhecidos os efeitos dos taninos sobre a producédo de leite (PILUZZA,;
SULAS; BULLITTA, 2014). Em um estudo realizado com vacas holandesas suplementadas,
de meia lactacdo, com producdo de leite média de 21Kg/dia, suplementadas com 120g de
tanino provenientes de Acacia mearnsii, ndo foi observado incremento na producdo de leite

(ALVES et al., 2017), resultados semelhantes foram obtidos por (GRIFFITHS et al., 2013).

Em alguns casos, dependendo da dose, os taninos condensados reduzem a
digestibilidade da matéria organica, no estudo de Alves et al. (2017), por exemplo, as

concentragOes plasmaticas de &cidos graxos néo esterificados encontravam-se aumentadas, o
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que justifica a auséncia de impacto sobre a producdo de leite. Faverdin, Hamed e Vérité
(2013), acrescenta que s6 poderia ocorrer efeitos na producao de leite quando os bovinos

estdo consumindo quantidades de proteina inferiores as suas necessidades energéticas.

O aumento na ingestdo de proteinas, além das necessidades fisioldgicas, resulta em
uma maior excrecao na urina, na forma de ureia (VERITE; DELABY, 2000). O complexo
tanino proteina, gerado pela acdo dos taninos condensados pode aumentar a perda de
proteinas endogenas devido a interacdo desses compostos com proteinas da mucosa intestinal,
assim pode haver uma utilizacdo compensatoria de proteinas metabolizaveis para a protecao

do epitélio intestinal (MCSWEENEY et al., 2001; AHNERT et al., 2015).

Herremans et al. (2020), discutem que a suplementacdo com compostos tanicos talvez
ndo possa ser convertida em sintese de proteinas para o leite ou em volume de leite
produzido, pois estes reduzem a digestibilidade do nitrogénio, havendo uma maior excrecao
fecal, visto que em sua meta-analise reunindo 40 estudos com a utilizacdo de taninos
provenientes de fontes variadas e em diferentes doses, a proteina e o volume do leite ndo
foram beneficiados com a suplementacdo. Estes resultados concordam com os de Henke
(2017), onde a utilizacao de taninos condensados, nas doses de 15 e 30g/Kg de MS em vacas
da raca Holandés, ndo influenciaram no volume de leite produzido e na composicdo de
proteinas do leite. Ainda, Avila et al. (2020), encontraram em seus resultados, diminuico dos
niveis de proteinas no leite, em vacas suplementadas com taninos condensados, provenientes

da Acacia mearnsii, nas doses de 5, 10, 15 e 20g/Kg de MS da dieta.

No que tange a sintese e a composi¢do de proteinas no leite, ainda ndo foram
encontrados impactos positivos com a adigdo de taninos condensados na dieta, possivelmente

novas doses terdo que ser testadas até que se chegue em resultados significativos.
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3. Considerac0es Finais
Diante do exposto, a utilizagdo dos taninos pode resultar em efeitos positivos e
negativos ao ser adicionado a dieta de ruminantes, o que dependera principalmente da dose
administrada. As principais vantagens com a suplementacdo envolvem melhora na resposta
imunoldgica e reducdo na emissdo de metano. Outros estudos devem ser efetuados para que
novos resultados possam ser obtidos em animais, principalmente no que se refere a sintese e

composicao do leite.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizagéo de diferentes doses de taninos condensados provenientes
de Acacia Negra (Acacia mearnsii de Wild) no estresse térmico, composicdo e

producéo de leite, em vacas de média e alta producéao.

3.2 Objetivos especificos

a) Monitorar a producdo de leite de vacas da raca Holandés termicamente

estressadas, suplementadas com taninos condensados.

b) Avaliar a composicao do leite de vacas da raca Holandés termicamente

estressadas, suplementadas com taninos condensados.

c) Monitorar a temperatura intravaginal de vacas da raca Holandés

submetidas a condi¢cfes termicamente estressantes.

d) Monitorar se indice de temperatura e umidade ambiental (ITU) excede a

zona de conforto térmico animal.
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4 Artigo

4.1 Tanino de Acacia Negra como atenuante do estresse térmico em vacas
leiteiras

(Artigo submetido na revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira-PAB-Embrapa)
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Black Acacia Tannin as a mitigant of thermal stress in dairy cows

Abstract- This study evaluated the supplementation of two doses of condensed tannins from
Acacia Negra (Acacia mearnsii de Wild) in heat stress, composition and milk production, in
medium and high producing cows. Two experiments were carried out, both with 20 Holstein
cows, divided into tannin (TG n = 10) and control (CG n = 10) groups. In experiment A, the
TG received a dose of 150g of tannin and 600g of concentrate / cow / day and CG 600g of
concentrate / cow / day. In experiment B, the TG received 40g of tannin and 10g of kaolin /
cow / day and the CG 50g of kaolin / cow / day. The temperature and humidity index (THI),
internal temperature of the animals, milk production and composition were monitored. The
average THI in experiments A and B was 69.8 and 72.44. Milk production did not differ
between groups, but the protein concentration in milk was higher in the TG (experiment A p
= 0.02 and experiment B p = 0.007). The TG group showed greater thermoregulation
(experiments A and B p <0.01). Supplementation with tannin at dosage of 40 and 150 g / cow

/ day reduces body temperature and increases the concentration of proteins in milk.

Index terms: Acacia mearnsii, dairy cow, internal temperature, supplementing, temperature

and humidity index.

Tanino de Acacia Negra como atenuante do estresse térmico em vacas leiteiras
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Resumo- Este estudo avaliou a suplementacdo de duas doses de taninos condensados,
provenientes da Acacia Negra (Acacia mearnsii de Wild) no estresse térmico, composicéo e
producdo do leite em vacas de média e alta producdo. Foram realizados dois experimentos,
ambos com 20 vacas da raca Holandés, divididas em grupos tanino (TG n=10) e controle (CG
n=10). No experimento A, o TG recebia a dose de 150g de tanino e 600g de
concentrado/vaca/dia e CG 600g de concentrado/vaca/dia. No experimento B, o TG recebeu
409 de tanino e 10g de caulim/vaca/dia e 0 CG 50g de caulim/vaca/dia. Monitorou-se o
indice de temperatura e umidade (ITU), temperatura interna dos animais, producdo e
composicao do leite. O ITU médio nos experimentos A e B foi de 69.8 e 72.44. A producao
de leite ndo diferiu entre 0s grupos, mas a concentracao de proteinas no leite foi maior no TG
(experimento A p= 0.02 e experimento B p=0.007). O grupo TG apresentou maior
termorregulacdo (experimento A e B p<0.01). A suplementacdo com taninos nas doses de 40

e 150 g/vaca/dia reduz a temperatura corporal e aumenta a concentracdo de proteinas no leite.

Termos de indexagdo: Acacia mearnsii, vaca leiteira, temperatura interna, suplementacéo,

indice de temperatura e umidade.

Introduction

Heat stress in cattle is one of the most important challenges for dairy farmers since it
can reduce milk production in up to 40%. Furthermore, heat stress also increases metritis

cases by 10.5% and reduces the conception rate by 14.9% (Flamenbaum, 2014).

Heat stress alters the feed consumption, hormonal production, and nutrient
metabolism (Baumgard & Rhoads, 2013). Muscle catabolism is then activated to reach
thermoregulation (Piluzza et al., 2014). This leads to an increase in protein requirement due
to its degradation to produce energy by gluconeogenesis (Wheelock et al., 2010). Therefore,

different nutritional additives are being investigated to mitigate these issues. In this context,
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plant extracts such as tannins are a suitable option. Besides being a natural product, their

main effect is to increase the bioavailability of dietary protein.

Tannins are polyphenolic compounds found in angiosperm and dicotyledons such as
Acacia sp e and Eucalyptus sp. These compounds can be classified by their chemical
structure as hydrolysable or condensed (Kamra et. al, 2006; Manella & Cidrini, 2018).
Condensed tannins have become popular in animal science as nutritional additives for
ruminant due to their ability to bind proteins and other macromolecules in the rumen (Cieslak
et al., 2012). Thus, tannins that were already known by the pharmaceutical and leather
industry started to gain prominence in animal nutrition, initially as anthelmintics and
methanogenesis reducers, ultimately, they began to be studied as mitigators for the

deleterious effects of heat stress (Vieira et al. al., 2020).

Research suggests that the use of tannins increases post ruminal protein absorption
(Herremans et al., 2020). Considering this, we hypothesize that dietary supplementation with
Black wattle (Acacia mearnsii de Wild) derived tannins increases the bioavailability of rumen
undegradable proteins (RUP), mitigating the effects of heat stress. The aim of the study was
to evaluate the use of different doses of condensed tannins from Black Acacia (Acacia
mearnsii de Wild) in heat stress, composition and milk production in medium and high

production dairy cows.

Materials and Methods

Two experiments were carried out on different dairy farms. Experiment A was carried
out between February and March. Experiment B took place between January and December.
In the second experiment, due to the low palatability of the condensed tannins, which
probably impairs the consumption of the additive, it was decided to use a smaller dose, in

order to verify the product's efficacy, even in cows with a higher production average. The
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studies were approved by the Research Ethics Committee Animal from UFPel (project

number 23110.013916 / 2020-30).

Experiment A

Location

The first experiment was carried out in a dairy farm located in the south of Rio
Grande do Sul, Brazil (31 ° 46 '3' 'Sul and 52 ° 26" 55 " West) and lasted 39 days. This
location is characterized by hot, humid summers, classified as a humid subtropical climate
zone (Cfa) according to the Koppen-Geiger climate classification system (Moreno, 1961).
Precipitation in this region varies from 138 mm to 106 mm, the average humidity is 80% and

the average temperature of the environment is 22.3°C from February to March.

Animals and Diet

The animals were milked twice a day and maintained on a semi-intensive system. Twenty
healthy multiparous Holstein cows were selected from a herd of 200 animals. Selected
animals had a mean body condition score (BCS) of 2.5, 6310 days in milk (DIM), and mean
milk production of 25Kg/day+3. These cows were randomly categorized into the

experimental units (EU) and their health monitored weekly via clinical examination.

The cows' diet was in the ratio of 80:20 (bulk to concentrate). Cows were fed after
milking at 7am and 7pm daily (Table 1). The concentrate was formulated in accordance with
the National Research Council (NRC, 2001). The supply of forage depended on the
availability of forage, and the property had 200ha of pasture, divided between two crops of

the same size, named section A and B. Section A contained millet (Pennisetum glaucum) and
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section B consisted of native vegetation, characteristic of the Pampa biome, with a

predominance of signalgrass (Brachiaria plantaginea).

Experimental Design

The cows were divided into two groups of 10 animals, following a completely
randomized experimental design (DIC). The tannin group (TG) received 150g/cow/day of
condensed tannin (Tanac®, Rio Grande do Sul, Brasil), combined with 600g/cow/day of
concentrate. The control group (CG) received 600g/cow/day of concentrate. Feed was offered
twice a day at 7am and 7pm. A 10-day adaptation period was used in which the condensed
tannin was gradually included, increasing the dose from 50 to 100 until the full 150g/cow/day

dose was reached, same dosage used by Benchaar and Chouinard (2009).

Milk Sampling

The milk was sampled 4 times during the experiment using collector cups attached to
the milking machine. Sampling was carried out twice a day. The milk was homogenized in
bronopol containing tubes and refrigerated until the analysis of total solid matter (%), fat (%),
lactose (%) and protein (%) content. These analyses were carried out at the Embrapa

laboratory for milk analysis in Pelotas, Rio Grande do Sul.

In addition, the daily milk production of each animal was recorded after milking
throughout the experiment. Data were obtained from the electronic meter of the milking

equipment (DeLaval®).

Temperature Measurements

During the first and second weeks after the adaptation period, the cows received a
data logger thermometer (Thermochron ibutton. KY -USA) every 3 days to assess the internal

temperature (IT). Tl was recorded every 30 minutes, and the methodology used in this study
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is similar to that performed by Carvalho et al. (2018). Data were compiled using the
Thermodata Viewer software (Thermodata Pty Ltd®, BigCommerce, Australia) immediately
after each measurement. Environmental temperature and humidity data were obtained from
information gathered by Embrapa for Temperate Climate (located 25km from the property)
and used to calculate the temperature and humidity index (THI) with the formula from

Grassmann et al. (2014):

THI = mean temperature + 0.36 X (humidity) + 41.2

Experiment B

Location

The second experiment was carried out for 29 days in another dairy farm located in
the northwest of the state of Rio Grande do Sul (41 ' 20 " South, 51 © 46 " 6 " West). The aim
of this experiment was to evaluate a lower tannin dosage in highly productive Holstein
Frasier cows kept in an intensive system. This location is characterized by hot summers,
classified as a humid subtropical climate zone (Cfa) according to the Képpen-Geiger climate
classification system (Moreno, 1961). The precipitation in this region is 151 mm, the average
humidity is 70%, the average temperature is 24.2°C in December and in January the
precipitation is 162 mm, the average humidity is 71% and the average ambient temperature is

24.5°C

Animals and Diet

The animals were maintained in an intensive system and lodged in a free stall barn.
As with experiment A, 20 healthy Holstein cows were selected from a herd of 100 animals.
Selected cows had 147+83 DIM, mean milk production of 50Kg/day + 6 and 2+0.8 lactations.

These cows were randomly categorized into the experimental units (EU) and their health
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monitored weekly via clinical examination. In this experiment the diet at a ratio of 64%
voluminous and 36% concentrate was offered at 7:30am. Volume, total diet bromatology
(TMR) and concentrate composition were formulated according to the NRC (2001) and are

shown in Table 2.

Experimental Design

The cows were divided into two groups of 10 animals, CG and TG, following a
completely randomized experimental design (DIC). After milking in the morning, cows were
offered 200g soyhulls and 100g soybean meal. Of these 200g, 50g were kaolin. Kaolinite clay
is not used by ruminal microorganisms, it is administered to mimic the effect of stress in the
CG. In the TG cows received 40g of tannin (Tanac®, Rio Grande do Sul, Brazil) and 10g
kaolin. Animals were subjected to 14 days of adaptation (0 to 13) and 15 experimental days
(14 to 28). During adaptation the tannin dosage was progressively adjusted (20g, 30g, 369 e
409) until reaching the complete dosage. The 40g dose was reached on day 10 and provided

until the end of the experiment, which is the same dosage used by Noro (2013).

Milk Sampling

Milk was sampled individually before the adaptation phase and weekly after this
period, totaling 3 samplings. Samples were homogenized in bronopol containing tubes, and
refrigerated until the analysis of total solid matter (%), lipids (%), lactose (%), protein (%)
content, somatic cell count (CFU/mL) and milk urea nitrogen (mg/dL) in the Holstein cow

breeders’ association of Parana (Curitiba, Parana, Brasil) was performed.

Furthermore, daily milk production for each animal was registered manually after
milking 3 times a day throughout the entire experiment. The Data were obtained from the

electronic meter of the milking equipment (GEA®).
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Temperature Measurements

The method used to measure the temperature of the animals was very similar to the
one used in experiment A. Nevertheless, in this experiment the measurements happened at
two moments for six cows per group. In the first week of the adaptation period the
thermometers were inserted on day 2 and removed on day 6; and then inserted on day 16 and
removed on day 20 of the experimental period (Marques et al., 2019). The data were logged

using the Thermodata Viewer software immediately following their retrieval.

The environmental humidity and temperature data were obtained from a weather
station (Intrutemp®, Séo Paulo, Brasil) installed in the confinement barn. The information
was transmitted directly to the Easy Weather software and the same formula described above

was used to calculate THI.

Statistical Analysis for experiments A and B

Nonparametric data, such as internal temperature, were evaluated using the Wilcoxon-
Mann-Whitney test, rejecting the null hypothesis p<0.05. Data on THI, production and milk
components were analyzed in the Pro Mixed statistical package, in the SAS software (SAS
Institute Inc., Cary, USA, 2016), considering the animal as a random effect, and the group,
and the collection time as fixed effects as well as their interactions. Differences were
considered significant when p<0.05. In addition, a Receiver Operating Characteristic Curve
(ROCC) analysis was used to assess the THI required to elevate the Tl above physiological
levels. Animals were considered to be under heat stress when IT was above 39.2 °C (Andrade

etal., 2017; Baumgard; Rhoads, 2013).

Results and Discussion
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In the experiment A the cows were exposed to 17 days with THI above 68, the
average of the entire experimental period was 69.8, with a minimum and maximum
(min/max) THI of 63.04 and 78.38, respectively. In experiment B the THI was above 68 for

23 days with a min/max and average of 64.29, 72.44 and 82.65, respectively (Figure 1).

In experiment A, the IT of the CG and the TG differed between the groups, with mean
means of 39.6 °C + 0.73 and 39.4 °C + 0.72, respectively (P<0.05). No difference in IT was
observed in experiment B either, with the mean IT for CG at 39.03+0.14 and TG at 9.17+0.14
(P>0.05). All the average body temperatures for both groups remained above the
physiologically acceptable limit for bovines (39.2°C) throughout the experiments (figures 2

and 3) (Andrade et al., 2017).

However, although in experiment B there was no statistical difference between the IT
of the two groups, we observed that TG (in experiments A and B). In experiment A, the TG
cows showed body temperatures above 39.2 °C when the THI reached 64.06 (S 69%; E
54.56%), while the overheating in the CG occurred when the THI reached 63.66 (S 72.85%);
E 45.10%) (Figure 4). The same evaluation was carried out in experiment B, the animals in
the TG group went under heat stress, when the THI reached 70.16 (S69.21% and 54.56%),
whereas for the CG group, the critical THI was 69.38 (S 72.85%; E 45.10%) (Figure 5). This
suggests an increase in the thermoregulatory capacity of tannin supplemented animals
considering these experienced heat stress when exposed to higher THI than the CG animals

(p <0.001).

Heat stress is generally marked by a reduction in feed consumption, compromising the
animal'’s energy reserves (Conte et al., 2018). To offset the energy demand, cows use muscle
catabolism proteins as an energy source. It increases the demand for this nutrient in animals

under heat stress (Baumgard & Rhoads, 2013; Conte et al., 2018). For that reason, Condensed
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Tannins can be a promising alternative for animals in hyperthermia, since, they can bind to
dietary proteins making them resistant to ruminal degradation and available for intestinal
absorption (Piluzza et al., 2014; Herremans et al., 2020). Additionally, tannins can enhance
the availability of essential amino acids, such as lysine and methionine, in the duodenum.
These nutrients are known to contribute to thermoregulation (Grazziotin et al., 2020;

Dominguez et al., 2020).

Taking this data on consideration, condensed tannins appear to be a promising tool to
mitigate the effects of heat stress. Nevertheless, this is the only study that has tested the
effects of tannins on heat stress and therefore it may be premature to assume that an increase

in protein bioavailability is the mechanism underlying this effect.

The THI of 68 is considered sufficient to trigger adaptation mechanisms to heat stress,
increase body temperature and reduce productivity, especially in high-yielding cows
(Baungard & Rhoads 2013). In this study, in experiment A, the THI of 64.06 was already
sufficient to trigger hyperthermia, in this sense, although tannin supplementation delayed the
symptoms of heat stress, milk production remained similar between the groups in both tests.
This emphasizes the fact that heat stressed cows are less productive. The average milk
production in experiment A was 26.33 + 5.45 Kg /L in the TG and 27.05 + 5.54 Kg / L in the
CG (p = 0.21). For experiment B, the averages were 49.94Kg / L + 0.84 in the TG and

51.82Kg /L £0.84 inthe CG (p =0.31) (Figures 6 and 7).

These results agree with published research showing that milk production is not
affected by treatment with plant extracts regardless of their source or dosage (Herremans et
al., 2020). This is consistent with previous data showing that nitrogen digestibility is reduced
with tannin supplementation (Griffiths et al., 2013). Furthermore, peripheral vasodilation in

response to heat stress can lead to intestinal hypoxia compromising nutrient absorption and

11
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availability for milk production (Horsts et al. 2018). Although the argument by Horsts et al.
(2018) characterizes one of the events commonly observed in thermally stressed animals, the
results obtained with the protein in milk, suggests a greater intestinal absorption of this
nutrient (Experiment AP = 0.02; experiment BP = 0.007) (Tables 3 and 4). These results were
previously obtained and can be attributed to the greater bioavailability of proteins and better

intestinal absorption (Davidovi¢ et al, 2019).

The increase in protein concentration is an important factor, considering that the
concentration of this nutrient is usually reduced during heat stress, even when amino acids
are increased in the bloodstream (Pragna et al., 2017). That occurs because the bloodstream
proteins are sequestered for the gluconeogenesis and for the synthesis of heat shock proteins
(HSP) (Pragna et al., 2017). Other factors that can alter protein levels are peripheral
vasodilation and the presence of heat-damaged breast cells. This is because the influx of
nutrients to the mammary gland is compromised, and proteins are being used not only for

lactogenesis, but also for cell regeneration (Baumgard & Rhoads, 2013; Conte et al., 2018).

In addition, it was also possible to observe in experiment B, that despite the increase
in protein intake, it did not exceed the animal's metabolic requirements, since there was no
statistical difference in the MUN values. MUN is an indicator of protein balance. When
dietary protein drinks exceed demand, the excretion of this metabolite in urine, faeces and
milk increase (Fernandez & Zanela, 2007). This data is beneficial, since the increase in
protein excretion represents greater energy expenditure for the animal, reproductive losses,
due to a drop in uterine pH and it is also incorporated into the environment (Doska et al.,

2012).

In the current study, lactose and fat content did not differ between groups, but

remained within physiologically acceptable concentrations (Melo et al., 2016) (Tables 3 and

12
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4). However, these milk components are usually reduced during heat stress (Horst et al.,
2018). Lactose, for example, is sequestered to other tissues due to the increase in glucose
demand, which reduces its availability in the mammary gland (Rhoads et al., 2013).
Meanwhile, the fat content falls mainly due to the hyperthermia. Heat stressed cows increase
the forage intake to minimize the metabolic heat generated by digestion. This leads to an
imbalance in the acetate/propionate ratio (Melo et al., 2016). These results are similar to

previous data by Herremans et al. (2020) and Aprianita et al. (2014).

In this study we obtained similar data with both doses of tannins 40g/d and 150g/d,
even though the smaller dose was used in more productive cows. This indicates that even low
levels of tannins are effective. Moreover, tannin supplementation can be a promising way to
mitigate the effects of heat stress since it improves thermoregulation and increases protein

concentrations in milk.

Conclusions

1. Tannin supplementation at 40 and 150g/cow/day increased thermotolerance in
Holstein cows.

2. Tannin supplementation effectively minimized the impacts of heat stress even at
low dosage and in highly productive dairy cattle.

3. Supplementation with both doses increased the milk protein content.
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420

421  Table 1. Bromatological composition of the diet.

83

Ingredients Percentage (%)
MSP! MM? PB3 EE* FDN’ FDA8
Millet 12.80 10.80 21.79 3.06 51.39 26.25
Signalgrass 23.11 12.53 13.58 3.38 68.34 34.49

422  'Parcial dry matter; 2Mineral matter; 3Total protein; “Ether Extract; >Rumen degradable

423  protein; ° Starch content, Neutral detergent fiber; “acid detergent fiber.
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424  Table 2. Bromatological analysis of the TMR in experiment B.

84

Ingredients Amount Percentage (%0)
offered
MSP! MM? PB? EE* FDN°® FDA®
Avena sativa 2Kg 23.36 9.11 10.42 3.19 69.76 47.92
Haylage
Cottonseed 2Kg 90.64 4.36 23.14 19.24 46.04 33.81
Corn silage 44Kg 31,17 5.01 7.18 2.86 53.98 29.49

425  'Parcial dry matter; 2Mineral matter; 3Total protein; *Ether Extract; °Neutral detergent fiber;

426  Sacid

detergent

fiber
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85

Table 3. Milk composition during experiment A, CG (C n=10) e TG receiving 150g

tannin/cow/day (T n=10).

Group P value
Item (%) TG CG Group Period!  G*period
Fat 4.1+1.7 3.9+1.38 0.69 0.02 0.76
Total sol. 12.20+15 11.08+2.04 0.25 0.02 0.96
Protein 2.9+0.37 2.7£0.43 0.02" 0.33 0.14
Lactoses 4.40%0.37 4.30+0.67 0.63 0.58 0.13

“statistical significance p<0.05
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434

Table 4. Milk composition during experiment B, CG (C n=10) e TG receiving 40g

tannin/cow/day (T n=10).

86

Group p-value
Item
TG CG Group Period  Group*Period

Fat (%) 3.81+0.30 3.70+0.44 0.79 0.32 0.96
Total Solids(%)  12.46+0.26 12.51+0.33 0;99 0.27 0.82
Protein(%) 3.20+0.01 3.04+0;01 0.007" 0.0006 0.02
Lactose (%) 4.75+0.002 4.69+0.003 0.28 0.74 0.37
NUL?(mg/dl) 20.46+1.12  18.01+1.32 0.23 0.16 0.64
CCS (UFC/mL)  520+0.712 605+1.11% 0.54 0.36 0.66

8MUN= milk urea nitrogen, °'SCC= somatic cell coun CFU/mL, “statistical significance

p<0.05.
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Figure 2. Distribution of internal temperature data for cows in experiment A, in relation

to THI

Gray bars represent THI variations throughout the study
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90

6 Figure 6. Mean milk production (Kg/day), of tannin group receiving 150g tannin/cow/day

7  (n=10) and the control group (n=10). P*T= interaction between group and period, p= 0.21.
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10 10) and CG (n=10). p group*day= interaction between group and day, p=0.3
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5 Consideracdes Finais

O estresse térmico constitui um grande desafio para os produtores de
leite no mundo todo, seus impactos refletem negativamente sobre a saude,
producdo, reproducdo e bem-estar animal ndo s6 de vacas termicamente
estressadas, como também de suas progénies e netas. Minimizar os efeitos da
hipertermia, significa tornar o sistema mais produtivo e mais rentavel, o que se
torna essencial, principalmente diante das estimativas que indicam aumento da
populacdo mundial e com ela maior demanda por alimentos de origem animal.

Sao necessarias a utilizacdo de ferramentas que auxiliem na
termorregulacédo de bovinos leiteiros, pois a temperatura da atmosfera terrestre
tende a ser cada vez maior, por tanto os impactos negativos gerados pela
problemética podem se tornar ainda mais severos com o passar dos anos.

Os taninos condensados parecem ser uma alternativa promissora, no
gue tange a mantenca da temperatura corporal, pois 0s animais suplementados
neste estudo, mesmo submetidos a condicGes climaticas desfavoraveis,
apresentaram maior capacidade de termorregulacdo e termotolerancia,
independente da dosagem administrada. Além do fato, de que a concentragcéo
de proteinas no leite dos animais suplementados, sofreu aumento, embora,
este seja um componente que geralmente € reduzido em condicbes de

estresse calorico.
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