RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 08/11/2017.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

PRODUCAO DE LEITE EM CABRAS SAANEN: RELACOES
ESTRESSE, IGF-1 E APOPTOSE

Gabriela Facholi Bomfim

Zootecnista

2016



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

PRODUCAO DE LEITE EM CABRAS SAANEN: RELACOES
ENTRE ESTRESSE, IGF-1 E APOPTOSE

Gabriela Facholi Bomfim

Orientador: Prof. Dr. Jodo Alberto Negréo

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para

a obtencdao do titulo de Doutor em Zootecnia

2016



FICHA CATALOGRAFICA

Bomfim, GabrielaFacholi
B713p Producé@o de leite em cabras Sannen:relacdes entre estresse,
IGF-1 e apoptose / Gabriela Facholi Bomfim. — — Jaboticabal, 2016
Xix, 78 p. :il. ; 29 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, 2016

Orientador: Jodo Alberto Negrdo

Banca examinadora: Luis Felipe Prada e Silva, Lenira El Faro
Zadra, Kénia Cardoso Bicego , Marcia Helena Machado da Rocha
Fernandes

Bibliografia

1. Cabra em Lactacéo. 2. Célula Epitelial Maméria. 3. Cortisol. 4.
IGF-1 |. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinérias.

CDU 637.12:636.39

Ficha catalogréafica elaborada pela Se¢do Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informacdo —
Servico Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



u nesp% UNIVERSI:::i T‘::I:’AUUSTA l

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE; PRODUGAQ DE LEITE EM CABRAS SAANEN: RELAGOES ESTRESSE, IGF-
1 E APOPTOSE

AUTORA: GABRIELA FACHOLI BOMFIM

ORIENTADOR: JOAO ALBERTO NEGRAO

Aprovada como parte das exigénclas para obtengdo do Titule de Doutora em ZOOTECNIA, pela
Comissdo Examinadora:

worw

Depana ho de Wum Bitlcas / FZEA | USP - Pirassununga/SP

E PRADA E SILVA

JO )
Dra. LENIRA EL FARQ ZADRA
iz- &naqmw

Profa. Dra. KENIA CARDOSO BICE
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal [ UNESP - Faculdade de Cléncias Agrérias ¢ Velerinarias de
Jahoticabal / SP

CHADO DA ROCHA FERNANDES
INESP - Jaboficabal

Jaboticabal, 08 de novembro de 2016

Facumare 3¢ Obscias Agratas o Vasrnianas - CHmgax o8 Jabotoasa «
WOWNMMM‘MW e Fouky
PrOCIN. 48 201 BPATN12-8T.




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

GABRIELA FACHOLI BOMFIM — nascida em 05 de Novembro de 1986 em Barra
do Garcas — MT, Brasil, filha de Maria Inés Facholi Bonfim e Hermelino Pereira Bonfim.
Ingressou na Faculdade de Zootecnia e Medicina Veterinaria, Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campus de Campo Grande/MS, no curso de graduacdo em
Zootecnia em Agosto de 2004, concluindo-o em Agosto de 2008. Durante a graduacao
foi bolsista de iniciacdo cientifica da PROAP (Proé-reitoria de assuntos comunitarios e
politicas): de Agosto de 2005 a Marco 2008, sob orientacdo da Profa. Dra. Maria da
Graca Moraes. Iniciou sua atividade profissional como supervisora da garantia da
gualidade no frigorifico JBS/SA, de Outubro de 2008 a Junho de 2009. Foi bolsista de
treinamento técnico do Conselho Nacional de Pesquisa - CNPq pela Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias,Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Jaboticabal, de Julho de 2009 a Fevereiro de 2010, sob orientagéo
da Profa. Dra. Izabelle A. M. A. Teixeira. Iniciou o mestrado no Programa de POs-
graduacdo em Zootecnia na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de Sao Paulo, Campus de Pirassununga/SP em Marco de 2010, sendo
bolsista emCoordenacao de Aperfeicoamentode Pessoal de Nivel Superior: CAPES, sob
orientacao do Prof. Dr. Jodo Alberto Negréo,obtendo o titulo de Mestre em Novembro de
2012. Ingressou no curso de doutorado pela Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal em Marco de 2013 com bolsa no Conselho
Nacional de Pesquisa — CNPq, sob orientacdo do Prof. Dr. Jodo Alberto Negréo,

submetendo-se a defesa da Tese em Setembro de 2016.



“Para tudo o que for fazer na vida tenha Paciéncia, Fé que tera sua

Recompensa”.

Livro de J6



DEDICO

Aos meus pais,Maria Inés Facholi Bonfim e Hermelino Pereira Bonfim,

pela confianca, apoio e ensinamentos durante todo meu caminho.

Ao meu companheiro de vida,TarleyAraujo Barros, por sempre estar ao meu
lado nas horas boas e ruins, por sempre estar me mostrando o caminho a seguir e

gue diariamente me doa seu amor, carinho e respeito.

As minhas irmés,GrazielyFacholi Bonfim, Gisele Facholi Bonfim e Thais

Araujo Barros pelo apoio, pelos momentos divertidos e pela torcidade sempre.
Aos meus sobrinhos, Felipe, Luisa e Rafaela que sdo minha razéo de sorrir.

A minha filha de coracdo Duda que me ensina a amar ao proximo sem ver a

quem.

Aminha querida e amada avdéltalina Italia Ferrari Facholi que mesmo longe

sempre orou por mim.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao Grande Arquiteto do Universo pela oportunidade e pelas
conquistas até hoje me foram proporcionadas.

Agradeco a UNESP e a USP pela oportunidade em cursar o doutorado e em
ceder o espaco para realizagdo do meu experimento.

Ao Prof. Dr. Jodo Alberto Negrdo pela oportunidade, pelos anos de

convivéncia agradaveis e pelos ensinamentos.

Aos meus mestres de faculdade Gumercindo Loriano Franco, Charles Kiefer e
Maria da Graga Moraes, pelos ensinamentos, diregdo e por confiarem em meu

potencial.

A Prof. Dra. Izabelle A. M. A. Teixeira pela amizade, pelos ensinamentos,

pelas broncas e pela convivéncia sempre agradavel e divertida.

Aos professores que participaram da minha qualificacdo, Prof. Dra. Kénia
Cardoso Bicego e Izabelle A. M. A. Teixeira, Prof. Dr. Renato Luis Furlane Mauro
Dal Secco de Oliveira, pelos ensinamentos, pelos esclarecimentos e pelo

direcionamento.

A técnica de laboratorio Giovana Krempel Fonseca Merighepela parceria,

pelos ensinamentos, pela paciéncia, pela dedicacéo e pelas risadas.

Aos funcionarios e estagiarios do laboratério de fisiologia animal: Sandra
Aparecida de Oliveira,Antonio Fernandes dos Santos Junior (China), Fernando
Carlos Rohwedder Filho, lago Carraschi e Flavia Mallaco Moreira, obrigada pelo
apoio, pela dedicacao e pelos momentos agradaveis. Aos pos-graduandos Henrique

Hooper e Priscila Silva pelo agradavel convivio.

A minha querida sogra Ivone Maria Araujo que me apoiou durante todo esse

momento conturbado me dando teto e momentos agradaveis.

A querida dona Maria Araujo pelos crochés, pelas conversas animadas e pelo

todo carinho.

Aos meus cunhados queridos e amados Alan, Douglas e Adilson que sempre

foram muito parceiros e divertidos e que aguentam minhas irmas.


http://www.fzea.usp.br/?page_id=3544
http://www.fzea.usp.br/?page_id=3562
http://www.fzea.usp.br/?page_id=3562
http://www.fzea.usp.br/?page_id=3538

As tias e tio de consideracdo mais animados que alguém pode ter: Zélia,
Sonia, Marlene, Nond e Valter muito obrigada por sempre me animarem, apoiarem e

me entenderem mesmo que N0S mMomentos mais conturbados.

A minha familia Facholi e Bomfim que sempre me apoiaram e me

proporcionaram momentos agradaveis.

Aos meus amigos de infancia Lais e Diego por sempre estarem disponiveis

guando eu preciso e sempre me apoiarem.

Aos meus parceiros de faculdade Ibrahim, Marcela e Ricardo por sempre
estarem por perto e pelas parcerias.

A querida Carolina Tobias por sempre me dar forga e apoiar quando precisei.

Aos amigos de Pirassununga, Xibungo, Tais, Cadu, Frodo, Novilha, Nataly,
Caio e a todos 0s outros que serem estiveram presentes e sempre nos divertimos

muito.

As minhas queridas e amadas amigas de Jaboticabal Pomba e Mel que
sempre estdo comigo em todos os momentos e me proporcionam momentos muito

divertidos. Ao Faiado que sempre foi um grande amigo e companheiro.



SUMARIO Paginas

PRODUCAO DE LEITE EM CABRAS SAANEN: RELACOES ESTRESSE,
IGF-1 E APOPTOSE

RESUMO ...

MILK PRODUCTION IN GOATS SAANEN: STRESS RELATIONS, IGF-1
AND APOPTOSIS

ABSTRACT

CAPITULO 1 —Consideragdes GEraliS..........ooveeervereereeeeeeereesenenenenns
L.INTRODUGAO. ..ottt
2. OBJIETIVO GERAL ..ottt
2.1 ODbjetivOs SPECITICOS. ....uvveeiiiiiiee e
3.REVISAO DE LITERATURA.......oouiiete et eeee et
N R 02 o] 7= B (=1 (=] = TP PPPPP PO
3.2 Glandula MaMANIA...........couviiiiiiiee e
3.3 Ciclo lactacional............cccveiiiiiiiciiic e
3.4 Células epiteliais e producado de leite..........ccccvvvveiiii e,
3.5 Qualidade dO IBItE ....vuvviiiieeeeiieeeeee e
3.6 Microbiologia e contagem das células somaticas (CCS)................

3.7 Importancia do IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1) e
seu receptor na glandula mamaria..........cccccceviieeeeenieeeneeeneeenn.

3.8 Proteinas ligantes ao IGF (IGFBPS).......ccccovvieiiiiiiiiiiiee

3.9 Apoptose e proliferaG8o Celular............oooovviieieeeeeiiiiiiie e

3.10 Estresse animal € COrtiSOL..........cuuuiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiiiiiiie e

4.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cocveeeeeeeeeeeeee e,
CAPITULO 2 —Relagdes entre cortisol e IGF-1 sobre a expressdo de
genes e as taxas de proliferacdo e apoptose das células epiteliais in vivo
e in vitro aos 60 dias de
= T = o3 T SRR

RESUMO ... .

INTRODUGAO. ......coiuiieeteeiite ettt ee et e st steas s tenssaenn e

Xiii

Xiii

Xiv

Xiv

01

01

01

02

02

02

04

07

08

09

11

13

14

17

19

21

32

32

33



MATERIAL E METODOS ....oooovieieieeeeteee ettt
RESULTADOS. ...ttt n e neenes

DISCUSSAOD ..ottt ettt

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAPITULO 3 - Relacdes entre cortisol e IGF-1 sobre a expresséo de
genes e as taxas de proliferacdo e apoptose das células epiteliais in vivo

ein vitro

= T =03 Lo H PP PP PP PPPRPTPTOP
RESUMO......oiiiuieeeeeieeeeee e ettt eeesea et en e ea et sanstsae s s sean e
INTRODUGAO. ......ooiuiieteeete ettt ee ettt aeas e nean e
MATERIAL E METODOS ....ooootiieieeeeeeeeceete ettt
RESULTADOS. ......cvcieteeeeeeeeieteteeeeeeeteeeeseeeeeaeaeteseaeeseseseasessseesteaenneenenees

DISCUSSAD ..ottt e e et e e e eeis

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

no final

da

35

43

49

52

56

57

59

67

72

75



CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Foculdade de Zoolecnia e Engenharia de Alimentos
Departamento de Ciénclas Basicas

Pirassununga, 29 de agosto de 2008

Assunto: Parecer da Comissido de Etica da FZEA.

A quem possa Inleressar,

Tendo por base os prncipios estabelecidos no Regimento Geral do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da FZEAJUSP, informo gue o projeto de pesquisa “Respostas
Zoolécricas ¢ Fisicldgicas em cabras e cabritas Saanen submetidas a diferentes stuagoes
de manejo consideradas estrassantes” coordenado pelos Docentes do Laboratdrio de
Fisiologia Animal recebeu parecer favoravel de um pesguisador que atua na area de
oxporimontagio animal. Docte modo. a Comisado do Etica em Exporimentagdo Animal da
FZEA considerou-o aprovado

Atenciosamente,

Goon /

Prof JOr. Jodo Albérto Negrie
Presilente da Comissdo de Etica

Ao Laboratorio de Fisiologia Ammal da FZEA
Departamento de Ciéncias Basicas
FZEA/USP

Av. Dugua da Caxias Norfe, 225 « 13835-500 - Prassununga, 5P
Fone: 19-3565.41 1 7/al43 - Faxc 19-3541.8405 « Emalt 20h&uspbr




Xi

SUMARIO DE FIGURAS

Figura 1. Producgéo de leite nas ultimas 3 décadas no mundo e producéo de leite
mundial por eSPEcies (FAO, 2015). ..o 3

Figura 2. Composi¢cdo da glandula maméaria da cabra, adaptado de GENETICS,

Figura 3. Estrutura interna da glandula mamaria dando énfase ao alvéolo e as
células epiteliais responsaveis pela secrecdo do leite, adaptado de LEDIC e
ALMEIDA, 2005 ... it e e e e et e e e e e e raaaeaaaans 6

Figura 4. Estrutura interna do alvéolo e observacdo microscopica das células
epiteliais, adaptado de LEDIC € ALMEIDA, 2015.........ccccooveiiiieiiiie i siie e 6

Figura 5. Representacdo de 2 populagbes celulares. Os circulos brancos
representam as populacdes iniciais de células, as novas células formadas por
proliferacdo de células sdo representadas por circulos com sombreado ondulado, e
as ceélulas que morrem durante este periodo séo representadas por circulos pretos
(CAPUCO €t al., 2000). ..ueieiieeiiecie ettt ettt s et e ae e s e e sreeeaeeanaaennee s 9

Figura 6. Esquema que ilustra como o GH sintetiza o IGF-1 no estroma da glandula
mamaria (MARSHMAN e STREULI, 2002). ........cccoiiiiiiieiiiiiieiese e 14

Figura 7. Esquema que demonstra a relacdo das IGFBPs com o IGF na matriz
extracelular do alvéolo, bem como sua acao no receptor de IGF (JAMES BEATTIE et
Al., 2008) ...ttt e et Ee bttt et e neenreente e re e 16

Figura 8. Esquema ilustrando que as células do estroma originam IGF-1e células
epiteliais originam IGFBP-5, elas interagem para regular a funcao da célula epitelial
mamaria durante a lactacao (BEATTIE et al., 2006)...........cccceevvveeiieeeiiee e 17

Figura 9. Esquema da regulacdo da apoptose das células epiteliais mamarias,
adaptado Zarzynska € Motyl, 2008. ............cccoiiiieiiiieiiie e 18

Figura 10.Esquema ilustrando a acdo do cortisol sobre a Bax na mitocéndria da
célula epitelial e a acdo do IGF-1 que mantém o baland entre as proteinas Bax e Bcl-
ST PUPPRURRTRPPRN 189

Figura 11. Esquema de como acontece e em que ligar ocorre a sinalizacdo do
cortisol quando um individuo € submetido a0 eStreSSe. .......cccccevveeviieeiiee e, 21



xii

SUMARIO DE TABELAS

Tabela 1. Os maiores efetivos rebanhos caprino no mundo e sua participagdo no
rebanho mundial de caprinOS, 2014, ........cocuiiiiiiiee e 4

Tabela 2. Composicao do leite de diferentes eSPECIeS .......ccovvvveiveeiieiiee i, 11



Xiii

PRODUCAO DE LEITE EM CABRAS SAANEN: RELACOES ESTRESSE, IGF-1 E
APOPTOSE

RESUMO - O aumento da producéo leiteira no inicio de lactacdo depende do
namero e capacidade de sintese das células epiteliais mamarias. Porém, alguns
estudos indicam que a partir do pico da lactagdo, o processo de apoptose das
células mamarias aumentam gradualmente até o final da lactacdo, reduzindo
progressivamente o numero de células epiteliais bem como sua capacidade de
sintese de leite. Alguns estudos sugerem que as alteracbes metabdlicas causadas
pelo estresse durante a lactacdo, podem via acao do cortisol, intensificar o processo
de apoptose na glandula mamaria.lnicialmente presumimos que o cortisol reduz a
liberacdo de IGF-1 (que tem sido visto como hormdnio anti-apoptético, prolongando
assim a lactacdo) e acelera o processo apoptose das células epiteliais. Neste
contexto, o estudo da liberagcdo do cortisol e sua relagdo com o IGF-1 séo
ferramentas importantes para avaliar o efeito do estresse na apoptose das células
mamarias durante a lactacdo. Ao estudar via respostas zootécnicas e fisioldgicas a
associacao entre o cortisol e IGF-1 sera possivel entender as relacdes entre a
apoptose e proliferacdo celular durante a lactagcdo. Utilizando como modelo
experimental cabras Saanen em lactacdo, esse projeto propde estudar se 0 aumento
de cortisol reduz a liberacéo de IGF-1 acelerando a apoptose das células epiteliais
bem como, se o IGF-1 realmente possui efeito anti-apoptético nas células
epiteliais.Os estudos foram realizadosin vivo(Experimento 1) e in vitro (Experimento
II). Para tanto, as cabras experimentais foram desafiadas via administracdo exégena
de ACTH (estresse fisiologico padréo).

Palavras-chave:Cabra em Lactacéo, célula epitelial mamaria, cortisol, IGF-1
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MILK PRODUCTION IN GOATS SAANEN: STRESS RELATIONS, IGF-1 AND
APOPTOSIS

ABSTRACT - The increase in milk production in early lactation depends on
the number and capacity of synthesis of mammary epithelial cells. However, some
studies indicate that from the peak of lactation the process of apoptosis of
mammalian cells gradually increases until the end of the same progressively
reducing the number of epithelial cells as well as their milk synthesis capability. Some
studies suggest that the metabolic alterations caused by stress during lactation can
via cortisol action to intensify the process of apoptosis in mammary gland. At first, we
assume that cortisol reduces the release of IGF-1 (which has beenseen as anti-
apoptotic hormone, thus prolonging lactation) and accelerates the apoptosis of
epithelial cells. In this context, the study of the release of cortisol and its relationship
with the IGF-1 are important tools to evaluate the effect of stress on apoptosis of
mammalian cells during lactation. By studying via zootechnical and physiological
responses to the association between cortisol and IGF-1, it will be possible to
understand the relationship between apoptosis and cell proliferation during lactation.
Using an experimental Saanen goats lactating model, this project proposes to study
the increase of cortisol reduces the release of IGF-1 accelerating the apoptosis of
epithelial cells as well as IGF-1 actually has anti-apoptotic effect on epithelial cells,
studies will be conducted in vivo (Experiment 1) and in vitro (Experiment II).
Therefore, the experimental goats will bechalleng via exogenous administration of
ACTH (standard physiological stress).

Keywords:Dairy goat, mammary epithelial cell, cortisol and IGF-1



CAPITULO 1 - Consideragdes Gerais

1. INTRODUCAO

Embora boas préticas de criacdo tenham por objetivo propiciar o bem-estar dos
animais (MORMEDE et al., 2007), algumas atividades de manejo (por
exemplo:secagem, desmame,vacinacdo, vermifugacdo, pesagem, mudanca de
instalacdes, entre outros), podem ser consideradas estressantes, sendo inclusive
associadas a reducdo da produtividade e a qualidade do leite (MAYER e
LEFCOURT, 1987; MOBERG, 1987; MACUHOVAet al., 2002).

De fato, o aumento do metabolismo animal causado pelo estresse, aumenta a
formacdo de células reativas de oxigénio e acelera o processo de oxidacdo de
diferentes células (STEFANONet al., 2002; SUet al., 2002). Aparentemente, estas
alteracoes resultantes do estresse sdo mediadas pela acdo do cortisol, horménio
gue acelera o metabolismo celular e aumenta a taxa de apoptose (HOUGHet al.,
2015).

Atualmente postula-se que o IGF-1 protege as células epiteliais evitando sua
apoptose (STEFANON et al., 2002; MURNEYet al.,, 2015). Alguns trabalhos
demonstraram que o IGF-1 acelera a diferenciacdo e proliferacdo das células
epiteliais mamarias (MCGRATHet al., 1991; ACCORSIet al., 2002; TE PASet al.,
2004). Além disso, o aumento dos niveis de IGF-1 durante o periodo seco aumentou

significativamente a producédo na lactacao seguinte (FLINTet al., 2005).

Em seu conjunto, as informacfes anteriores permitem atestar que o IGF-1 pode
reduzir o efeito do estresse sobre a apoptose das células epiteliais mamarias. Neste
contexto, o estudo da liberacdo do cortisol e sua relacdo com o IGF-1 sé&o
ferramentas importantes para avaliar o efeito do estresse sobre a apoptose das
células epiteliais mamarias e do IGF-1 sobre a proliferacdo das mesmas durante a

lactacéo.
2. OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito do cortisol sobre: o IGF-1, a proliferacdo e taxa de apoptose

das células epiteliais mamarias de cabras.





