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Titulo da dissertagao: EXPRESSAO GENICA DE PROTEiNAS DE FASE
AGUDA EM FIGADO DE VACAS LEITEIRAS DURANTE PERIODO SECO

Impacto cientifico esperado

A abordagem gendmica oferece multiplas possibilidades de pesquisa avaliativa,
incluindo a analise da expressdo de inumeros genes em organismos Vivos.
Assim, espera-se que o0s resultados deste estudo contribuam para a
compreensao de lacunas relacionadas ao estabelecimento do processo
inflamatorio sistémico decorrente da secagem abrupta das glandulas mamarias
no terco final da lactacao, por meio da expressao génica das proteinas de fase
aguda: haptoglobina (Hp), amiloide sérica Aisoforma 3 (SAA3) e a1-glicoproteina

acida (AGP) no figado de vacas leiteiras em periodo seco.

Impacto social e econémico

O estudo contribui para os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da
Agenda 2030 da Organizagao das Nac¢des Unidas (ONU), especificamente para
as ODS 2 (Fome Zero e Agricultura Sustentavel), 4 (Educacao de Qualidade) e
9 (Industria, Inovagao e Infraestrutura), ao promover a formagao de recursos
humanos qualificados e o fortalecimento do conhecimento cientifico basico em
genbmica aplicada a saude animal e produgdo sustentavel com inovagéo

tecnologica.

Adicionalmente, esses objetivos dialogam com as ODS 3 (Saude e Bem-Estar)
8 (Trabalho Descente e Crescimento Econémico) e 12 (Consumo e Produgéo
Responsaveis), uma vez que o conhecimento gerado pode contribuir para o
aprimoramento do manejo no periodo seco, tanto na mitigagdo de doencas pés-
parto, por meio da compreensao dos marcadores inflamatorios e de sua relagéo
com a intensidade da inflamacgao, quanto no monitoramento do estado de saude
das vacas durante o periodo nao lactante. Consequentemente, reducido de
custos relacionados a assisténcia veterinaria, ao manejo e ao tratamento de
enfermidades no periparto, além de produtos lacteos com mais qualidade e

inocuidade.
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RESUMO

O periodo seco em vacas leiteiras corresponde a interrupgdo programada da
producao de leite ao final da lactagcédo, sendo essencial para a regeneragao do
tecido mamario e o desempenho produtivo futuro. A secagem abrupta pode
desencadear resposta inflamatdria sistémica devido ao acumulo de leite, levando
a liberagéo de citocinas e a produgao de proteinas de fase aguda (PFA). Niveis
elevados de citocinas estdo associados a maior incidéncia de mastite e reducao
produtiva. Entre as PFA positivas, a haptoglobina (Hp) destaca-se como
marcador de gravidade e progndstico, com alta sensibilidade a infec¢des e
propriedades antioxidantes. A amiloide sérica A (SAA3) apresenta resposta
rapida e intensa, com fun¢des imunomoduladoras e antimicrobianas. Ja a a1-
glicoproteina acida (AGP) é considerada um marcador de inflamagao crénica,
atuando também no transporte de moléculas lipofilicas. Este estudo teve como
objetivo avaliar a expressao génica das proteinas de fase aguda Hp, SAA3 e
AGP em vacas leiteiras durante o periodo seco. Foram utilizadas seis vacas
clinicamente saudaveis, com producao superior a 15 kg/dia. Amostras de tecido
hepatico foram obtidas por bidpsias percutaneas, tendo a area de puncgéao sido
previamente identificada por ultrassonografia nos momentos MO (dia da
secagem), M1(10 dias apos) e M2 (20 dias apds). A expressao génica foi
determinada por qPCR (TagMan), utilizando GAPDH como gene de referéncia.
Na analise estatistica para medidas repetidas no tempo, cada animal atuou como
seu proéprio controle. Para os dados normais, aplicou-se ANOVA ( P < 0,05) e,
para nao paramétricos, o teste de Friedman (P < 0,05). As expressdes relativas
dos genes codificadores de Hp (p = 0,3), SAA3 (p = 0,4) e AGP (p = 0,7) néo
apresentaram diferencas estatisticas significativas entre os momentos avaliados.
No entanto, a Hp apresentou maior sensibilidade relativa de resposta em
comparacgao as demais proteinas (SAA3 e AGP). Esses achados sugerem que
a expressao génica dessas proteinas pode refletir alteragdes inflamatdrias
iniciais da involugdo mamaria. Contudo, os resultados devem ser interpretados
com cautela devido as limitagdes do estudo, como o reduzido tamanho amostral
€ a auséncia de dados zoossanitarios, nutricionais e de avaliacbes
complementares, reforcando a necessidade de abordagens experimentais mais
integradas.

Palavras-chave: expressdo génica, figado, bovinos de leite, inflamacao,
proteinas, secagem.
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ABSTRACT

The dry period in dairy cows corresponds to the planned interruption of milk
production at the end of lactation, being essential for mammary tissue
regeneration and future productive performance. Abrupt drying-off may trigger a
systemic inflammatory response due to milk accumulation, leading to the release
of cytokines and the production of acute phase proteins (APPs). Elevated
cytokine levels are associated with a higher incidence of mastitis and reduced
productivity. Among the positive APPs, haptoglobin (Hp) stands out as a marker
of severity and prognosis, with high sensitivity to infections and antioxidant
properties. Serum amyloid A (SAA3) shows a rapid and intense response, with
immunomodulatory and antimicrobial functions. Meanwhile, a1-acid glycoprotein
(AGP) is considered a marker of chronic inflammation and also acts in the
transport of lipophilic molecules.This study aimed to evaluate the gene
expression of the acute phase proteins Hp, SAA3, and AGP in dairy cows during
the dry period. Six clinically healthy cows with production above 15 kg/day were
used. Liver tissue samples were obtained through percutaneous biopsies, with
the puncture area previously identified by ultrasonography at time points MO (day
of drying-off), M1 (10 days after), and M2 (20 days after). Gene expression was
determined by qPCR (TagMan), using GAPDH as the reference gene. In the
statistical analysis for repeated measures over time, each animal served as its
own control. For normally distributed data, ANOVA was applied (P < 0.05), and
for non-parametric data, the Friedman test (P < 0.05) was used. The relative
expression of the genes encoding Hp (p = 0.3), SAA3 (p = 0.4), and AGP (p =
0.7) did not show statistically significant differences among the evaluated time
points. However, Hp showed a greater relative magnitude of response compared
to the other proteins (SAA3 and AGP). These findings suggest that the gene
expression of these proteins may reflect early inflammatory changes during
mammary involution. However, the results should be interpreted with caution due
to study limitations, such as the small sample size and the lack of zootechnical,
sanitary, nutritional, and complementary evaluation data, reinforcing the need for
more integrated experimental approaches.

Keywords: gene expression, liver, dairy cattle, inflammation, proteins, drying-off.
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1. INTRODUCAO

O periodo seco, ou secagem, corresponde a fase final do ciclo de lactagéo,
caracterizada pela interrupgao programada da produgéo e secregéo de leite, com
o objetivo de restaurar a integridade do tecido mamario e otimizar o desempenho
produtivo em lactag¢des futuras (Hurley et al., 2022; Zhao et al., 2019). Esse
periodo de involugdo mamaria geralmente dura entre 45 e 60 dias antes do parto
e envolve estratégias voltadas a reducéo da sintese lactea, como ajustes na
dieta, uso de selantes e antimicrobianos intramamarios, além da administracéo
de inibidores da prolactina, como a cabergolina (Dancy; Ribeiro; DeVries, 2019;
Fujiwara et al., 2018; Boutinaud et al., 2017).

Dois modelos de secagem sao descritos na literatura: o gradual, no qual a
interrupcao da ordenha ocorre de forma escalonada, e o abrupto, caracterizado
pela suspensao imediata da ordenha (Vilar; Rajala-Schultz, 2020). Em sistemas
intensivos, o0 modelo abrupto € amplamente adotado por sua eficiéncia
operacional, sendo utilizado em cerca de 74% das fazendas nos Estados Unidos
e entre 73% e 83% nos paises europeus (Vilar; Rajala-Schultz, 2020; Bertulat;

Fischer-Tenhagen; Heuwieser, 2015; Fujiwara et al., 2018).

O acumulo de leite decorrente da interrupcdo da ordenha promove
ingurgitamento alveolar e aumento da pressédo intramamaria, ativando vias
inflamatadrias locais com efeitos sistémicos (Holst; Hurley; Nelson, 1987; Putman
et al., 2018). Estudos recentes indicam que vacas submetidas a secagem
abrupta apresentam resposta inflamatéria sistémica mais intensa, especialmente
na presengca de enfermidades clinicas pré-existentes (Mezzetti et al., 2019;
Cattaneo et al., 2021).

Nesse contexto, vacas de alta produgdo submetidas a secagem abrupta
podem apresentar maior desafio fisioldgico, tanto na contencdo da inflamacéao
quanto nas transformacgdes gestacionais do periparto, com elevagao de citocinas
pré-inflamatérias, o que esta associado ao aumento da incidéncia de mastite e a
reducdo do desempenho produtivo (Rajala-Schultz et al., 2018; Trevisi et al.,
2015). Durante o estado inflamatdrio, citocinas pré-inflamatérias como TNF-a,

IL-1B e IL-6, produzidas principalmente por células do sistema imune, estimulam
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a sintese de proteinas de fase aguda (PFA) pelo figado, incluindo haptoglobina,

amiloide sérica A e a1-glicoproteina acida (Murata; Shimada; Yoshioka, 2004).

Embora alguns estudos tenham avaliado a concentragdo sérica de PFA
em estagios especificos do periodo seco (Téthova et al., 2008; Menzetti et al.,
2019), permanecem escassas as investigacbes que abordem o perfil de
expressao génica desses marcadores inflamatérios no contexto da secagem.
Sua relevancia decorre tanto da sensibilidade quanto da rapidez de resposta

frente a ativagdo imunoldégica em quadros de mastite (Vels et al., 2009).

As PFA sao biomoléculas cuja concentragao seérica se altera durante a
resposta inflamatéria. Sao classificadas em positivas ou negativas conforme o
aumento ou redugao de seus niveis plasmaticos (Gabay; Kushner, 1999). Essas
proteinas tém sido amplamente utilizadas como marcadores inflamatorios,
permitindo a detec¢cdo e o monitoramento de diferentes condigbes patoldgicas
em bovinos, incluindo doencas infecciosas, disturbios metabdlicos e processos

inflamatorios localizados (Petersen; Nielsen; Heegaard, 2004).

A haptoglobina (Hp), por exemplo, € uma proteina de fase aguda positiva
e um marcador inflamatério bastante sensivel a gravidade da doenca, atuando
na ligacao a hemoglobina livre e na modulagao do estresse oxidativo (Eckersall;
Bell, 2010; Quaye, 2008; Thomsen et al., 2013). A amiloide sérica A (SAA)
destaca-se pela rapida elevacédo durante infecgées agudas, podendo exercer
fungdes imunomoduladoras e antimicrobianas, com expressado génica variavel
entre tecidos (Meek; Benditt, 1986; Murata et al., 2020; Pares et al., 2020; Saco;
Bassols, 2023).

Ja a al-glicoproteina acida (AGP) apresenta resposta mais moderada,
com papel relevante na modulagado da inflamacgao, transporte de metabdlitos
lipofilicos e perfil antioxidante (Ceciliani et al., 2012; Fournier; Medjoubi-N;
Porquet, 2000). Em conjunto, essas proteinas refletem diferentes aspectos,

intensidades e dindmicas da resposta inflamatéria sistémica e local.

Considerando que a resposta inflamatdoria do periodo seco pode
influenciar na saude do ubere e no desempenho produtivo subsequente (De
Prado-Taranilla et al., 2020; Gao et al., 2025), o objetivo desse estudo é
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investigar a expressao génica das proteinas de fase aguda Hp, SAA3 e AGP, em

vacas leiteiras durante o periodo seco.
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