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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.



2.1 Objetivos especificos

Estudar se a indugdo dos animais a um estresse pontual (aumento na
concentracdo de cortisol) in vivo,possui efeito na apoptose das células epiteliais

mamarias.

Estudar se o IGF-1 tem um efeito de proliferacdo e sobrevivéncia nas células
epiteliais mamarias quando h& administracdo de ACTH, prolongando assim a

lactacéo.

Estudar o efeito de diferentes concentragbes de IGF-1 (0 e 100 ng/mL) e
Cortisol (0; 10; 100 e 1000 pg/mL) na apoptose e proliferacdo de células epiteliais

mamarias in vitro.

Estudar a relagcéo entre a expresséo relativa de RNAm do: Bax, Bcl-2, IGFBP-
3; IGFBP-5; IGF-1; GHR e IGF-1R na apoptose e proliferacdo das células epiteliais

mamarias in vivo (tecido) in vitro (células epiteliais).

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Cabra leiteira

Nas ultimas 3 décadas houve um aumento exponencial na producdo de leite
mundial principalmente na Asia que é considerado o continente que mais produz.
Este aumento deve-se ao crescente consumo de leite seja in natura ou de produtos
lacteos. Neste contexto vale ressaltar o crescimento na producédo de leite caprino,

gue corresponde a 2% da producdo mundial de leite (Figura 1), (FAO, 2015)



Produ¢c@o mundial de leite nas Ultimas frés décadas

WORLDWIDE

500 wimtes setonstaten 747 80 mintenderneisdnn 270
1983 2013 1983 2013

Adaptadode: FAO 2015

Produgdo mundial de leite por espécie (2013)

COLLOLL00000000000000000000000000000000
000 00000000000000000000000000000000000
boboe

TR AR

bbb bbb

Figura 1. Producao de leite nas ultimas 3 décadas no mundo e producao de leite
mundial por espécies (FAO, 2015).

A criacdo de cabras leiteiras estd em expanséo, principalmente nos continentes
africano e asiatico (Tabela 1). Isso porque a cabra é um animal de facil manejo,
pequeno porte, possui excelente produtividade leiteira, além disso, sua curva de
lactacdo tende a ser mais persistente em relacdo a espécie bovina(CHADANEet al.,
1992; KNIGHTS e GARCIA, 1997; CONIlet al., 1999).



Tabela 1. Os maiores efetivos rebanhos caprino no mundo e sua participagdo no

rebanho mundial de caprinos, 2014.

Pais Cabecas Participagdo (%)
China 187.869.000 19,00%
india 133.000.000 13,00%

Nigéria 71.000.000 7,00%
Paquistdo 66.660.000 6,60%
Bangladesh 55.900.000 5,60%
Sudao 31.029.000 3,00%
Etiopia 29.112.963 2,90%
Kenya 25.430.058 2,50%
Ira 22.120.000 2,20%
Mongolia 22.008.896 2,20%
Brasil 9.850.000 1,3%
Mundo 1.006.785.725 100,00%

Fonte: FAOQSTAT (2015)

O leite de cabra também tem um importante papel nutricional, tendo alta
digestibilidade, alcalinidade caracteristica de elevada capacidade tamp&o, poder
anti-inflamatoério e atividade imuno moduladora em medicina e nutricdo humana
(CAMPOQSet al., 2003; CEBALLOSet al., 2009; Llet al., 2013; JIRILLO e MAGRONE,
2014).

2.2 Glandula mamaria

A glandula mamaria € constituida por uma rede de canais de ramificacdo e um
epitélio tdbulo-alveolar. Esse epitélio € constituido por diversas células como:
fibroblastos, adipdcitos, células mioepiteliais e células endoteliais, compostas
principalmente por células epiteliais organizadas em alvéolos (BOUTINAUDet al.,
2004; SHACKLETONet al., 2006), Figura 2.



Os alvéolos sédo formados por uma camada Unica de células epiteliais
secretoras, eles se organizam em unidades conhecidas como I6bulos, cada um
deles envolvidos por um septo distinto de tecido conjuntivo recobertos por células
contrateis de natureza mioepiteliais que respondem ao reflexo de ejecdo do leite
(DEBNATHet al., 2002; RILEYet al., 2008), (Figuras 3 e 4).

As propriedades da glandula maméria sdo diferentes de uma espécie para
outra.A da cabra possui as seguintes caracteristicas: 1)a proliferacdo das células
mamarias ndo cessa no parto, ela continua no inicio da lactacdo (KNIGHT e WILDE,
1987; WILDE e KNIGHT, 1989) e 2) a regressado da glandula mamaria e a queda na
producdo de leite das cabras estdo associadas com o decréscimo da capacidade de
sintese das células epiteliais secretoras (KNIGHT e PEAKER, 1984; CAPUCOet al.,
2001).
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Figura 2. Composicdo da glandula mamaria da cabra, adaptado de GENETICS,
2012.
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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, 2015
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Figura 4. Estrutura interna do alvéolo e observagdo microscopica das células
epiteliais, adaptado de LEDIC e ALMEIDA, 2015.



3.3 Ciclo lactacional

O ciclo lactacional é dividido em: mamogénese; lactogénese; galactopoiese e
involucédo da glandula maméaria(PANTSCHENKOet al., 2000).

A mamogénese € considerada a fase de desenvolvimento da glandula
mamaria. Ela tem um papel fundamental para que as outras etapas ocorram de
forma satisfatéria (BRISKENet al., 1999; HOVEYet al., 2002). O desenvolvimento
inicial da glandula acontece no periodo fetal, porém na segunda gestacdo é quando
ela atinge sua completa capacidade funcional, bem como a completa diferenciacao
das células epiteliais mamarias (PANTSCHENKOet al., 2000).

Até o final dessa fase, a glandula mamaria terd se transformado em uma
estrutura cheia de células alveolares que sintetizam e secretam ativamente o leite. O
crescimento acelerado durante a gestacdo esta relacionado ao estradiol,
progesterona, horménio do crescimento (GH), prolactina, horménio da tireocide e
lactogénio placentario (NEVILLEet al., 2002);

A lactogénese tem como principal funcdo a sintese do leite, e, nessa fase
estdo presentes as etapas: 1) alongamento dos ductos mamarios, inicio da
substituicdo do alvéolo pelo estroma (adipdcitos); os horménios envolvidos nessa
etapa sdo o estradiol; hormdnio do crescimento e glicocorticoide (PANTSCHENKOet
al., 2000); 2) desenvolvimento acentuado do l6bulo/alvéolo e desenvolvimento,
diferenciacdo e inicio da secrecdo das células epiteliais (nessa etapa estédo
presentes o0s horménios estradiol; progesterona; prolactina; GH e
glicocorticoide)(ACCORSIlet al., 2002); 3) secrecdo lactea, sendo os horménios
ocitocina, prolactina, GH e IGF-1, os principais horménios presentes nessa etapa
(FLINTet al., 2005; LEIBOWITZet al., 2013).

A galactopoiese representa a capacidade de manter o ciclo lactacional(FLINT
e KNIGHT, 1997). O processo requer reflexos neuroendécrinos e enddcrinos (por
meio principalmente do GH; prolactina; ACTH; cortisol; TSH; T3; T4, estradiol e IGF-
1) para que ocorra a conservacdao do numero de células alveolares, uma intensa
atividade de sintese celular e eficacia do reflexo de ejecdo do leite
(PANTSCHENKOEet al., 2000; NEVILLEEet al., 2002).



A involucdo da glandula mamaria € uma importante fase do ciclo lactacional,
guando ocorre uma regressao e remodelacdo da glandula para subsequente
lactacdo (ACCORSlet al., 2002). Ela é caracterizada por dois fatores: reducao no
namero de células epiteliais e degradacdo proteolitica da matriz extracelular
(ACCORSlet al., 2002; FLINTet al., 2005). Durante essa regressao, a remocao de
células ocorre através da morte celular programada ou apoptose (JAGGlet al., 1996;
YAMAUCHIet al., 2006). Alguns autores tém relatado que essa queda do numero de
células epiteliais pela apoptose deve-se ao decréscimo de prolactina, GH e IGF-
1(SVENNERSTEN-SJAUNJA e OLSSON, 2005).

3.4 Células epiteliais e producao de leite

Por muitos anos acreditava-se que existia uma relacao positiva entre o tamanho
do ubere e a producéo de leite (LINZELL, 1966). No entanto, apos algumas décadas
foi comprovado que ao invés do tamanho do Ubere, a capacidade de producao de
leite da glandula mamaria e o formato da curva de lactacdo sdo determinados pelo
namero de células epiteliais mamarias e por sua atividade de secrecdo (KNIGHT e
PEAKER, 1984; CAPUCOet al., 2003; BOUTINAUDet al., 2004).

O crescimento mamario e a proliferacdo celular nas cabras se inicia quando a
fémea ainda é feto.Na puberdade ha um aumento no desenvolvimento da glandula
mamaria, sendo mais intenso durante a gestacdo, sendo que este continua, menos
intensamente, até no inicio da lactacdo podendo chegar até a 22 semana de
lactacdo.O crescimento da glandula s6 se da por completo quando a fémea esta na
segunda lactacdo (KNIGHT e PEAKER, 1984; CAPUCOet al., 2001).

As células epiteliais mamarias possuem atividade mitética mais intensa
durante a gestacdo.Durante a lactacdo ha proliferacdo celular, porém de forma
menos intensa. O maior volume de producéo de leite no pico da lactacéo se deve ao
aumento na atividade de sintese das células epiteliais e baixa taxa de apoptose.
Porém, ap6s o pico ha um aumento na taxa de apoptose e reducdo da proliferacéo
celular bem como da atividade de sintese das células epiteliais, figura 5 (KNIGHT e
WILDE, 1987).

ApOGs o pico da lactagdo, a manutengdo da lactacdo e posterior declinio na

producéo de leite, podem ser reguladas por dois fatores: pela regulagéo na atividade



de sintese das células epiteliais mamarias e pela regulacdo na apoptose de células
epiteliais secretoras (CAPUCOet al., 2003; BOUTINAUDet al., 2004; BEN
CHEDLYet al., 2009; SIGLet al., 2012).
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Figura 5. Representacdo de 2 populacbes 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 sdo representadas por circulos pretos
(CAPUCOet al., 2001).

2.5 Qualidade do leite

A qualidade do leite é influenciada por diversos fatores como: espécie, raca,
sazonalidade, numero de partos, meio ambiente, manejo e numero de ordenhas
(JENKINS e MCGUIRE, 2006).

O leite de cabra possui algumas caracteristicas sensoriais diferentes de
outras espeécies, como aparéncia mais branca.lsso se deve a auséncia de -
caroteno, pois, essa espécie converte todo esse componente em vitamina A
(PARKet al., 2007). Ja o sabor acentuado do leite de cabra € devido ao alto teor de
acidos graxos de cadeia curta (quando comparado a outras espécies) em especial a
presenca do acido caprico (10,0%), caprilico (2,7%), caproico (2,4%) e laurico (5,0%)
(GOUDJILet al., 2004).

Algumas caracteristicas fisico-quimicas do leite de cabra podem ganhar

destaque como o equilibrio entre a concentracdo de gordura, de proteina e de
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lactose. A gordura é a fonte de energia mais importante no leite de cabra e sua
concentracdo esta em torno de 4,0% em média (Tabela 2) e os glébulos de gordura
possuem tamanho menor (3,5 uM) quando comparado ao das vacas (4,5 pM), o que
facilita a digestibilidade do leite (CHADANet al., 1992; BRUHN, 1996; KNIGHTS e
GARCIA, 1997; CEBALLOSet al., 2009).

Em sua composicdo ha uma maior concentracdo de acidos graxos
monoinsaturados (MUFA), poliinsaturados (PUFA), e triglicerideos de cadeia média
(MCT) (BOYAZOGLU e MORAND-FEHR, 2001). Sendo mais elevado os acidos:
butirico (C4: 0), caproico (C6: 0), caprilico (C8: 0), caprico ( C10: 0), laurico (C12: 0),
miristico (C14: 0), palmitico (C16: 0), linoleico (C18: 2), mas menor em estearico
(C18: 0), e acido oleico (C18: 1) (HAENLEIN, 2004).

Quanto a proteina, o leite caprino tem concentracdes maiores de nitrogénio
nao proteico e menores de nitrogénio ligado a caseina do que o leite de ovelha e de
vaca (GUO, 2003). Em sua composicdo cinco proteinas merecem destaque: [-
lactoglobulina; a-lactoalbumina; k-caseina; B-caseina e a.caseina (JORDANOEet al.,
1995). Elas possuem estruturas menores o que facilita a sua digestdo e absorcéo,
principalmente de B-caseina (ZENG, 1996; KUMARet al., 2012).

Um fator relevante no leite € a presenca da a- caseina que se divide em duas
porcdes: asi- caseina e as>- caseina. No leite de cabra a concentracdo de osi-
caseina é quase nula, o que o torna menos alergénico e melhora sua
digestibilidade(JENNESS, 1980; AMBROSOLIet al., 1988; MARTINet al., 2002;
THUMet al., 2015).

A lactose é o principal carboidrato do leite da maioria dos mamiferos; sua
concentragdo no leite de cabras € cerca de 5% menor que no leite de vaca, o que é
bom para pessoas alérgicas a lactose(CHADANet al., 1992). A lactose é um dos
principais agentes responsaveis pela pressao osmotica, do modo que, o volume de
leite € determinado pela sua sintese (BOUTINAUDet al., 2008). O precursor para
sintese de lactose é a glicose. Na glandula mamaria de cabras leiteiras de alta
producdo é utilizada 60-80% de toda a glicose disponivel no organismo para a
sintese de leite (SWAISGOOD, 1996).
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Tabela 2. Composicao do leite de diferentes espécies

Composicéao Mulher  Vaca Bufala Cabra Ovelha
Energia (kcal) 70,0 62,0 99,0 66,0 100,0
Agua (g) 87,5 87,8 83,2 87,7 82,1
Proteina total (g) 1,0 3,3 4,0 3,4 5,6
Gordura total (g) 4,4 3,3 7,5 3,9 6,4
Lactose (Q) 6,9 4,7 4,4 4,4 51
Minerais 0,2 0,7 0,8 0,8 0,9

Adaptado de: (FAO, 2012; KUMARet al., 2012)

2.6 Microbiologia e Contagem de células soméaticas (CCS)

A glandula mamaria da fémea pode ser um ambiente adequado para
proliferacdo e concentragdo de bactérias (ALLARDet al., 2006), sendo considerado
um Otimo meio para desenvolver microrganismos patdogenos e deteriorantes
(VITTORIet al., 2008). O controle e a prevencéo do crescimento dessas bactérias é
realizado por uma correta higienizacdo do ambiente onde as fémeas sé&o
ordenhadas, bem como a higiene dos tetos. Estes cuidados sdo essenciais para

saude do animal, e qualidade do leite.

A falta de limpeza das instalacfes da ordenha e higiene da glandula mamaria
podem causar infec¢des intramamarias que sao um enorme problema para saude do
animal e significam altas perdas econdémicas para o produtor (STUHR e AULRICH,
2010). A prevaléncia de infec¢éo intramamarias € proporcional a taxa de incidéncia e
duracéo da infeccdo (MCDOUGALLet al., 2014). As bactérias que causam infec¢des
intramamarias séo classificadas por quantidade de aparecimento em maiores e
menores incidéncias, sendo as de menor incidéncia: Staphylococcuscoagulase
negativa  (principalmente:  Staph. caprae, Staph. epidermidis, Staph.
chromogenesandStaph. Simulans);Corynebacteriumsspe as de maior incidéncia:
Escherichia coli; Staphylococcus aureus; Streptococcusdysgalactiae;
Streptococcusuberis(LERONDELLE e POUTREL, 1984; HARMON, 1994;
SILANIKOVEet al.,, 2014). Os principais patdgenos que causam mastite

sao:Staphylococcus aureus e Staphylococcuscoagulase negativa (CONTRERASet
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al., 1999; LEITNERet al., 2004; PAAPEet al., 2001).Essas bactérias, quando em alta
concentracdo, podem causar infecgbes subclinicas e clinicas no Ubere da cabra
(PAAPEet al., 2001).

Em pequenos ruminantes criados em ambiente devidamente salubre a
incidéncia de mastite € menor que 5%, porém em ambientes pouco higienizados 15-
40% dos animais do rebanho tem mastite (CONTRERASet al., 2007; SILANIKOVEet
al., 2010). A mastite causa uma reducdo percentual de gordura, lactose e caseina,
além de propiciar um aumento de cloretos e de soro proteinas. Quando isso ocorre,
a composicao do leite tende a se aproximar da composicao do sangue (WAGNERet
al., 2009).

Um dos métodos utilizados para diagnostico de mastite € a cultura bacteriana,
gue consiste na determinacdo do numero de microrganismos aerobios em
desenvolvimento, a uma temperatura de 30° a 37°C e € expresso como um numero
de unidades formadoras de colénias (UFC) por mL(STUHR E AULRICH, 2010). Este
teste é relativamente barato, pode ser realizado com apenas uma amostra de leite e
possui uma boa eficiéncia (96,2%) e alta especificidade (96,1%) (CONTRERASet al.,
2007).

A Federacédo Internacional do Leite estabeleceu que valores acima de
100.000 UFC mL™ no leite é considerado indicador de mastite no Ubere, o que
resulta em uma reducdo na producéo e nas propriedades do leite (KASTLI, 1967;
HAMANN et al., 2002).

Outra opcao para o diagnostico de mastite € a contagem de células somaticas
(CCS) (PAAPEet al., 2001). Nos Estados Unidos as infec¢des intramamarias sao
estabelecidas pela FoodandDrugAdministration para CCS no leite de vacas é de
750.000 mL* e para cabras e ovelhas é de 1.000.000 mL'(PAAPEet al., 2001).

Essa diferenca de CCS entre as espécies caprina e bovina pode ser
influenciada por alguns fatores, tais como: 1l)em vacas existe uma correlacéo
positiva entre a mastite e a CCS o que ndo é demonstrado nas cabras
(EBERHARTEt al., 1982; MCDOUGALLet al., 2014); 2) altos valores da CCS bem
como sua persisténcia durante a lactacdo se deve a presenca de Staphylococcus

aureus e Staphylococcuscoagulase negativa (BERGONIERet al., 2003;
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MCDOUGALIet al., 2014); 3) o avanc¢o no estagio da lactacdo e consequentemente
a queda na producdo de leite também propicia o0 aumento da CCS (SANCHEZet al.,
1999); 4) outros fatores como estro, vacinagdo, mudancas na dieta, mudanca na
rotina da ordenha, podem causar decréscimo na producdo de leite e aumento da
CCS (PAAPEet al., 2001) e por fim 5) infecgBes por lenti virus Artrite Encefalite
Caprina Virus (CAE) também podem levar a uma maior CCS em cabras (STUHR e
AULRICH, 2010).

2.7 Importancia do IGF-1 (fator de crescimento semelhante insulina tipo 1) e

seu receptor na glandula mamaéria

O GH regula a producédo de IGF no figado, sendo esta glandula a principal
fonte de IGF circulante. Porém, recentes estudos revelaram que o IGF também pode
ser produzido, localmente principalmente no estroma mamario (MARSHMAN e
STREULI, 2002; FLINTet al., 2005; MURNEYet al., 2015).

O IGF possui duas proteinas ligantes 1 e 2, sendo estas, compostas por
polipeptidios de cadeia simples e, 62% da sua sequéncia de aminoacidos sao
equivalentes e eles podem se ligar e ativar o receptor de insulina (BAUMRUCKEr e
ERONDU, 2000; MARSHMAN e STREULI, 2002). Os IGFs desempenham papel
crucial na homeostasia do tecido mamario e regulam a proliferacdo e diferenciacao
celular durante a lactogénese(SAKAMOTOet al., 2007). IGFs também possuem
efeitos imediatos; por exemplo, aumentam a absorcédo celular de aminoacidos e
glicose, bem como, tem impacto de longo prazo aumentando a proliferacéo,
diferenciacao, migracao e sobrevivéncia celular (MARSHMAN e STREULI, 2002).

No estroma da glandula maméaria o GH ativa o seu receptor (GHR) dentro do
fibroblasto ou adipécitos, induzindo assim a expresséo de IGF-1, o qual em seguida
atua sobre o seu receptor (IGF-1R) que fica no epitélio mamario (RUANet al., 1992;
MARSHMAN e STREULI, 2002) figura 6. Expressdo de RNAm de IGF-1 foi
observada em tecidos mamarios tanto na gestacdo quanto na lactacao,
principalmente no periodo de galactopoiese, ou seja, ha evidéncias de que o IGF-1
auxilia na manutencdo da lactacdo (SHARMAet al., 1994, BAUMRUCKER e
ERONDU, 2000; CAPUCOet al., 2003).
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Com base nessas informagfes, alguns estudos tanto in vitro como in vivo
sugerem que o IGF-1 possui um papel na regulagdo da sobrevivéncia da célula
mamaria, (FLINTet al., 2005). Ele tem um efeito estimulador sobre a sintese de DNA
e a proliferacao das células mamarias (fibroblastos e células epiteliais), a expressao
de genes de caseina e o transporte de glicose (MCGRATHet al., 1991). Além disso,
0 IGF-1 pode atuar como um fator de sobrevivéncia, inibir a apoptose induzida em
células de cultura (MURNEYet al., 2015). Estudos foram realizados e constataram
gue o IGF-1 pode promover a sobrevivéncia de células epiteliais mamarias in vitro
em culturas primérias ao final da lactacdo(FARRELLYet al., 1999; MARSHMAN e
STREULI, 2002).
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Figura 6. Esquema que ilustra como o GH sintetiza o IGF-1 no estroma da glandula
mamaria (MARSHMAN e STREULI, 2002).

2.8 Proteinas ligantes ao IGF-1 (IGFBPs)

Na matriz extracelular da glandula mamaria ha pouca concentracao de IGF-1
livre, grande quantidade se une a proteinas de ligacdo de elevada afinidade que
passam a atuar como proteinas de transporte e podem modular a atividade biolégica
de varias formas (JONES e CLEMMONS, 1995). IGFBPs interagem com a matriz
extracelular, elas sdo sintetizadas e secretadas pelo epitélio da célula mamaria
(BAUMRUCKER e ERONDU, 2000). Desta maneira IGFs livres se associam a
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IGFBP para posterior protedlise e assim o IGF provoca a fosforilagéo do receptor do
substrato de insulina (IRS) que ativa a proteina Akt que por consequéncia ira
desemprenhar o papel sobre as células epiteliais maméarias (WERNER e LEROITH,
1996; BAUMRUCKER e ERONDU, 2000).

Existem 6 IGFBPs que apresentam alta afinidade com o IGF-1 (IGFBP 1 a
6).Na cultura primaria de células epiteliais bovinas, foi constatada a secrecdo das
IGFBPs 2; 3; 4 e 5, que por andlise de peso molecular, sdo consideradas idénticas
as presentes no leite bovino (GIBSONet al., 1999; SAKAMOTOet al., 2007,
MURNEYet al., 2015).

Das proteinas citadas acima, entretanto, as mais predominantes nas células
epiteliais primarias sao duas, as IGFBPs 3 e 5. A IGFBP- 3 é considerada a de maior
concentragdo no leite e nas células mamarias e aumenta durante a involugdo da
glandula mamaria (GIBSONet al., 1999; BAUMRUCKER e ERONDU, 2000). A acao
efetiva dessa proteina em conjunto ao IGF-1 até o momento é muito obscura,
porém, postula-se que ela age inibindo a acdo do IGF-1 sobre o seu receptor (IGF-
1R). Dessa forma, o IGF-1 ndo consegue transpor a membrana basal, o que
consequentemente, inibe a proliferacdo celular (IMAlet al., 2000; RICORT e
BINOUX, 2001).Outros autores relataram que independente da IGFBP-3 estar ou
nao ligada ao IGF-1 ela tem capacidade de influenciar no crescimento celular, bem
como induzir a apoptose (OHet al., 1993; VALENTINISet al., 1995; RAJAHet al.,
1997; RICORT e BINOUX, 2001).

A IGFBP-5 esta envolvida nas fases iniciais de apoptose por inibicdo da
sobrevivéncia de células de IGF-1, pois ha indicios que a IGFBP-5 serve como um
regulador negativo da acdo do IGF-1, em virtude da sua capacidade de se ligar ao
IGF-1 e reduzir a sua atividade de promover sobrevivéncia celular (ACCORSlet al.,
2002; CAPUCOet al., 2003; FLINTet al., 2005). Em ratos foi observado um aumento
na concentracdo da proteina IGFBP-5 logo ap6s os filhotes serem desmamados,
propiciando o inicio da apoptose (TONNERet al., 1997). Ha evidéncias de que
alguns hormonios podem alterar a concentracao da IGFBP-5.A prolactina € capaz de

inibir a sintese dessa proteina e o GH reprime a expressdo de RNAmM dessa proteina
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no corpo da matriz extra celular (TONNERet al., 1997; SAKAMOTOet al.,
2007)Figura 7 e 8.
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Figura 7. Esquema que demonstra a relacdo das IGFBPs com o IGF na matriz

extracelular do alvéolo, bem como sua a¢ao no receptor de IGF (JAMES BEATTIE et

al., 2006)
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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 lactacdo (BEATTIEet al., 2006).

2.9 Apoptose e proliferacédo celular

A capacidade de producéao de leite pela glandula mamaria é determinada pela
populacdo de células epiteliais mamarias e sua eficiéncia de sintese, bem como o
balanco entre as taxas de proliferacdo e apoptose na producdo de leite e

persisténcia da lactacao (RILEYet al., 2008).

O aumento na producdo de leite durante a fase crescente da curva de
lactacdo é resultado do aumento no numero de células mamarias, seguido por um
aumento na atividade secretora das mesmas (CAPUCOet al., 2003). Apds o pico da
lactacdo, a secrecdo das células epiteliais mamarias é reduzida, em paralelo com o
decréscimo na producdo destas células e aumento na apoptose(BOUTINAUDet al.,
2004). O local de maior incidéncia da apoptose ndo € muito bem estabelecido no
Ubere, alguns autores citam que ela acontece no epitélio alveolar (CAPUCOet al.,
1997; WILDEet al., 1997), outros tém observado presenca de apoptose no estroma
celular (Llet al., 1999; BALDIet al., 2002).

A diminuicdo no numero de células epiteliais mamarias por apoptose ocorre
em maior propor¢cdo no final da lactagcdo e tem correlagdo com o declinio de

prolactina (PRL), do horménio do crescimento (GH), do horménio de fator de
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crescimento como a insulina 1 (IGF-1) e com o aumento de proteinas ligadas ao
IGF-1 (IGFBPs) (CAPUCOet al., 2001; ACCORSilet al., 2002).

Ha evidéncias que a apoptose pode ocorrer em trés niveis: 1°)alguns fatores
externos (como nutricdo inadequada e manejo lactacional) e internos (como status
reprodutivo e os principais horménios responsaveis pela galactopoiese) podem
interferir na sobrevivéncia celular pela acdo de alguns inibidores de proliferacéo
celular; 2° os inibidores da proliferacao celular agem especificamente através da
interacdo com a superficie apical da célula epitelial mamaria a fim de reduzir a
eficiéncia secretoria pela inibicdo do IGF-1 através das proteinas ligadas a ele
(IGFBPs) e 3°) na regulacdo das proteinas intracelulares, por exemplo, a proteina da
familia Bcl-2 que tem um efeito anti-apoptotico (Figura 9), enquanto a Bax possui um
efeito apoptotico(WILDEet al., 1999; BAUMRUCKER e ERONDU, 2000; TONNERet
al., 2002; ZARZYNSKA e MOTYL, 2008).

Fatores Sistémicos

l
| 1 I

Haormdnlos da
Galactopoiese Mutricdo
(GH, PRL & IGF-1)

Status tanejo Lactacional
Reprodutivo

Ativaminibidores de proliferacdo intramamarios, principalmente:

|GFBPs

(frequéncia e eficiéncia)

Proteinas infracelularesregulatérias, promovem [Bax) ou inibem

(Bel-2) a morte celular

Figura 9. Esquema da regulacdo da apoptose das células epiteliais mamérias,
adaptado Zarzynska e Motyl, 2008.
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As proteinas Bax e Bcl-2 se mantém em equilibrio (Figura 10) em torno da
mitocondria da célula epitelial sendo que, nos acreditamos que o cortisol possa
ativar a proteina Bax e essa por sua vez rompe o canal do citocromo C, liberando o
mesmo no interior da célula,ativando as caspases e desencadeando uma cascata de
clivagens de proteinas até ocorrer a fragmentacao do nucleo celular (VALENTIJN e
GILMORE, 2004, JIN e EL-DEIRY, 2005, KATZ e STREULI, 2007).

CORTISOL IGF-1

d l Bax rl
8l - Y W inativo

Ativacdo

= b
oi.u Jé@
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Banga,

b 25 -

Citocromo C

Figura 10. Esquema ilustrando a acédo do cortisol sobre a Bax na mitocondria da
célula epitelial e a acdo do IGF-1 que mantém o balanco entre as proteinas Bax e
Bcl-2.

2.10 Estresse animal e Cortisol

Condicdes de manejo ideais bem como bem-estar dos animais sdo fatores
gue vém ganhando destaque com o passar dos anos. A Unido Européia, por
exemplo, vem buscando unificar regulacbes nacionais e internacionais para obter
um controle melhor e promover pesquisa vinculada ao bem-estar dos animais
(BONAFOSet al., 2010). O estresse pode ser definido como um evento ou condi¢ao
externa que produz uma “tensdo” no sistema bioldgico do animal (COLLIERet al.,
2006).

O animal sob estresse libera e secreta CRH (horménio corticotrofina) no

hipotdlamo, que modula a secrecdo de ACTH (horménio adrenocorticotréfico) no
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I6bulo anterior da hipofise, estimulando a secrecao de cortisol pela adrenal, que é
um horménio glicocorticoide da familia dos esteroides e age em resposta ao
estresse (HOUGHet al., 2015), Figura 11.

O estresse é um importante fator estimulante de cortisol na corrente
sanguinea (SEVI, 2009). O cortisol, além de essencial & vida pelo papel no
metabolismo glicidico e proteico, tem sido associado a diferentes fatores que
causam estresse, incluindo condi¢cbes climéaticas (OLSSON e DAHLBORN, 1989;
GUDEVet al., 2005); quantidade e tipo de alimento fornecido (MARSICOet al., 2009);
tipo de instalacdo (OLMOSet al., 2009); transporte (CANAESet al., 2009); ordenha
(NEGRAOet al., 2004); desmame (NEGRAO, 2008); fatores relacionados aos
animais, tais como fisiologia da glandula mamaria(FOXet al., 1981; HOCKETTet al.,
2000); lactacéo (TREVISIet al., 2009); raca (NEGRAO, 2008); numero de paricao
(VAN REENENEet al., 2002) e producéao de leite (SEVIet al., 2001).

O estresse pode interferir na involugcdo da glandula mamaria, pela acédo do
cortisol nas células, fazendo com que ocorra um alto grau de apoptose e fim da
secrecdo de leite (MALINOWSKI, 2005). Essa agcédo ocorre em conjunto a proteina
Bax, pois 0 estresse pode induzir sinais intracelulares, pro-apoptoéticosna
mitocondria, que origina um “estresse oxidativo”, ou seja, o estresse promove uma
falha dos mecanismos de defesa antioxidantes de aliviar os efeitos nocivos das

espécies reativas ao oxigénio (GUet al., 2015; TAOet al., 2015).
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Cortisol

Mudangas fisiologicas
40 apolo A rosposta
de luta-ou-fugn

http://www.psiquiatriageral.com br/cerebro/textol3. htm

Figura 101. Esquema de como acontece e em que ligar ocorre a sinalizacdo do
cortisol quando um individuo é submetido ao estresse.
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CAPITULO 2 -Relagdes entre cortisol e IGF-1 sobre a expressdo de genes ligados a
lactagdo e as taxas de proliferacao e apoptose das células epiteliais in vivo e in vitroaos 60

dias de lactacao.

RESUMO

O IGF-1 atua no processo de proliferacdo e sobrevivéncia das células epiteliais
mamarias e pode ser regulado pela presenca de seu receptor (IGF-1R) e por suas proteinas
ligantes (IGFBP-3 e 5). Em contrapartida, o estresse via cortisol altera a homeostase do tecido
mamario durante a lactacdo, podendo alterar a sintese das proteinas Bcl-2 (anti-apoptotica) e
Bax (pré-apoptotica), provocando assim, a apoptose das celulas epiteliais mamarias
antecipadamente. Deste modo, esse trabalho tem como objetivo estudar a relagdo entre o
cortisol e o IGF-1 sobre a expressdo dos genes IGF-1, IGF-1R, GHR, IGFBP-3, IGFBP-5,
Bax e Bcl-2 e as taxas de proliferacdo e apoptose das células mamarias in vivo (Experimento
1) ein vitro (Experimento 2). Neste contexto, trinta cabras Saanen foram submetidas a
administracdo de ACTH (para induzir o aumento da concentracdo de cortisol) ou Placebo aos
60 dias de lactacdo. Durante o experimento foram avaliadas a produc¢édo, composi¢do (gordura,
proteina, lactose, minerais e acidez) e qualidade do leite (Contagem Total de Bactérias,
Enterobacteriaceaes, Staphylococcus e Contagem de Células Somaticas (CCS)). Também
foram colhidas amostras de sangue das cabras experimentais para determinacdo da
concentracdo plasmatica de cortisol e IGF-1. Simultaneamente, quatro cabras do grupo
Placebo e quatro cabras do grupo ACTH foram submetidas a bidpsia da glandula mamaria.
Parte do tecido mamério foi destinada a histologia para determinacdo das taxas de
proliferacdo e apoptose; parte do tecido foi destinada a expressdo genes IGF-1, IGF-1R, GHR,
IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e Bcl-2; e finalmente outra parte foi destinada para cultivo celular e
posterior administracdo de tratamentos in vitro (adicdo de cortisol 0, 10, 100 e 1000 pg/mLe

IGF-1 0 ou 100 ng/mL ao meio de cultivo). Nao houve efeito dos tratamentos in vivo sobre a
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producdo e qualidade do leite, sobre as taxas de apoptose e proliferacdo, nem sobre a
expressdo dos genes estudados. Contudo, no estudo in vitro, houve efeito significativo na
expressdo dos genes IGF-1 e IGF-1R em funcdo da adicdo de cortisol ao meio de cultura.
Alem disso, houve influéncia do experimento in vivo sobre o efeito dos niveis crescentes de
cortisol in vitro, neste caso a expressdo dos genes GHR e Bax foram significativamente
maiores em funcdo dos niveis crescentes de cortisol in vitro, para as cabras submetidas ao
tratamento Placebo in vivo. Os resultados do experimento in vivo demostraram que o0 aumento
pontual do cortisol ndo influenciou significativamente os diferentes parametros estudados. Os
resultados do experimento in vitro demostraram que o cortisol teve efeitos opostos,
promovendo a expressdo dos genes que estimulam a proliferacdo celular (GHR, IGF-1 e IGF-
1R) e apoptose (Bax). Estes efeitos opostos do cortisol explicam por que as taxas de

proliferacdo celular e apoptose ndo foram significativamente alteradas no presente estudo.

PALAVRAS CHAVE: cabras, células epiteliais mamarias, cortisol, IGF-1 e inicio da

lactacdo.
INTRODUCAO

O desenvolvimento da glandula mamaria é influenciado pela acdo do fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), pelo seu receptor IGF-1R e pelas proteinas
ligantes ao IGF (IGFBP). Este sistema estimula o crescimento e diferenciacdo das células
epiteliais principalmente no terco final da gestacdo e inicio da lactacdo (Knight & Peaker,
1984, Capuco et al., 2001, Sakamoto et al., 2007, Murney et al., 2015). Porém, a funcéo do
IGF-1 durante a galactopoiese e sua influéncia na proliferacdo e sobrevivéncia das células

epiteliais mamarias durante a lactacdo ainda ndo estdo totalmente elucidados.
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O IGF-1 pode ser sintetizado tanto no figado, em resposta ao hormdnio do crescimento
(GH), como na glandula mamaéria, sendo sintetizado nos adipocitos e fibroblastos e liberado
na matriz extracelular do alvéolo, estimulando assim a sobrevivéncia das células da glandula
mamaria (Kleinberg et al., 2000, Accorsi et al., 2002, Katz & Streuli, 2007a). De modo geral,
0 IGF-1 atua no tecido mamario regulando o metabolismo e o processo de proliferacédo e
sobrevivéncia das células epiteliais mamarias. Alguns estudos sugerem que o IGF-1, durante a
lactogénese, aumenta a capacidade de sintese das células epiteliais em relacdo a outras fases

da lactacdo (Capuco et al., 2001).

A acdo do IGF-1 durante a lactogénese e galactopoiese também pode ser modulada
pela sua alta afinidade e interacdo com as proteinas ligantes 3 e 5 (IGFBP-3 e 5) (Jones &
Clemmons, 1995, Baxter, 2000). No terco final da gestacdo essas proteinas regulam a
quantidade de IGF-1 disponivel na glandula mamaria estimulando a divisdo celular
(Baumrucker & Blum, 1993, Collier et al., 1995, Collier et al., 2012), aumentando o fluxo
sanguineo (Prosser et al., 1990, Flint & Gardner, 1994, Murney et al., 2015) e o transporte de
glicose na glandula mamaria (Prosser, 1996, Collier et al., 2006). Contudo, no periodo de
involucdo mamaria ha um acumulo de IGFBP-5, que inibe o IGF-1 de se ligar ao seu receptor,
interrompendo a sinalizacdo de sobrevivéncia nas células e desencadeando a apoptose

(Marshman et al., 2003, Green & Streuli, 2004).

Outro fator que pode interferir na galactopoiese, antecipando a morte celular
programada (apoptose) € o estresse (Fukasawa et al., 2008, Diaz et al., 2013), sendo o cortisol
o indicador mais utilizado para monitorar o eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal durante o
estresse. Aparentemente, o cortisol induz a apoptose das células epiteliais, pois, promove uma
falha dos mecanismos de defesa antioxidantes levando ao acumulo das espécies reativas ao

oxigénio (Gu et al., 2015, Tao et al., 2015). Dentre as proteinas responsaveis pela regulacéo
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da apoptose estdo as proteinas Bcl-2 (anti-apoptética), que impedem a liberacdo de
CitocromoC pela mitocondria da célula e a ndo ativacdo das caspases(Vaux & Korsmeyer,
1999, Sharpe et al., 2004) e a proteina Bax (pro-apopt6tico), que ao ser ativada forma canais
na mitocéndria celular e desencadeia o processo de apoptose das células epiteliais mamarias

antecipadamente (Zarzynska& Motyl, 2008).

Porém, ndo estdo claras as fungdes e relagdes entre cortisol, IGF-1, Bax, Bcl-2 e as
células epiteliais mamarias durante a lactacdo. Neste contexto, esse trabalho tem como
objetivo estudar a relagcdo entre o cortisol e o IGF-1 sobre a proliferacdo, a apoptose e a
expressdo dos genes IGF-1, IGF-1R, GHR, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e Bcl-2 nas células

epiteliais mamaria de cabras Saanenin vivo e in vitro.
MATERIAL E METODOS
Cabras e Delineamento Experimental

Trinta cabras da raca Saanen, com peso vivo de 57,5 £ 1,5 kg, escore corporal de 3,5 £
1,0, ndo gestantes, lactantes e saudaveis foram utilizadas para conduzir o experimento na
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos — FZEA/USP — S&o Paulo/Brasil. As
cabras foram alocadas em baias coletivas cobertas, com cocho de alimentacdo, sal mineral e
agua. A alimentacdo foi composta de 60% de concentrado e 40% de volumoso, fornecendo

100% do requerimento do animal (NRC, 2007).

A ordenha foi realizada uma vez ao dia pelo mesmo ordenhador durante todo o
periodo experimental, as 07:00h da manhd, em ordenhadeira mecanica (Westfalia Surge),
regulada para manter um nivel de vacuo de 48 KPa e taxa de pulsacdo de 120 ciclos/minuto.
A rotina da ordenha foi realizada conforme protocolo padrdo do Laboratério de Fisiologia

Animal da FZEA/USP, ou seja: entrada dos animais, pré-dipping, secagem dos tetos, teste da
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caneca de fundo preto (verificacdo da mastite sub clinica), colocagdo do copo das teteiras,

retirada das teteiras, pds-dipping, registro da producéo e saida dos animais.
Experimento 1 — In vivo

As 30 cabras experimentais foram divididas de maneira homogénea (peso, escore e
nimero de partos) e aleatoriamente sendo que, 15 animais de cada grupo foram submetidos
aos tratamentos: 1- desafio com ACTH (horménio adrenocorticotréfico) foi administrado via
exdgena 0,6 Ul / kg de peso vivo / por animal e 2- controle com Placebo (soro fisiol6gico).

Estes tratamentos (ACTH x Placebo) foram realizados no 60° dia de lactacéo.

Todas as analises foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia Animal da
FZEA/USP. Para determinacdo dos parametros fisico-quimicos foi utilizado o aparelho
Milkoscope Expert Automatico para mensuracéo de: gordura, proteina, lactose e minerais. O
método utilizado para analise da acidez do leite foi o Dornic ou acidez titulavel, o resultado
das amostras foi expresso em percentagem (%). A determinagdo dos microrganismos
presentes no leite foi realizada pela contagem das coldnias crescidas em agar (UFC/mL). Para
tanto, 100uL de leite foram semeados e as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Apos
incubacdo foi contado o numero total de coldnias por placa. Foram utilizados trés meios de
cultura: Contagem Total de Bactérias (Plate Count Agar); Estafilococos (Baird Parker Aga) e

Enterobacterias (MacConkey Agar).

A contagem de células somaticas (CCS) foi realizada em laminas, através do método
direto, utilizando-se microscopio optico comum com objetiva de imersdo. Apos a colheita do
leite as laminas foram confeccionadas através de esfregaco do leite (em duplicata) e
posteriormente submetidas ao fixador de Carnoy’s; hidratadas com alcool etilico e agua

destilada; coradas com Verde de metila e pironina Y (PYMG) e imersas em alcool e agua
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novamente. Foram contados 50 campos por esfregaco de cada animal, totalizando 100 campos

por animal.

Amostras de sangue foram colhidas por pun¢do na veia jugular, nos tempos: -30
minutos (30 minutos antes da aplicacdo de ACTH ou Placebo); 0 minuto (no momento da
aplicacdo) e 60; 120 e 360 minutos (apds a aplicacdo). As amostras de sangue foram
centrifugadas a 3000 rpm, 4°C, durante 17 minutos. O plasma foi separado, transferido para
um microtubo de 1,5 mL e estocado a -20°C para posterior analise dos hormdnios cortisol e
IGF-1. As andlises dos hormonios foram realizadas por meio de ensaios imunoenzimaticos
(EIA), utilizando kits comerciais para cortisol (Monobind, Lake Forest, CA, USA) e para
IGF-1 (Enzo, Farmingdale, NY USA). As leituras dos resultados das rea¢fes foram realizadas

no leitor de microplacas de ELISA.

No dia do desafio (60° dia de lactacdo) também foram realizadas bidpsias da glandula
mamaria de 8 cabras, sendo sorteadas 4 cabras de cada tratamento. A biopsia foi realizada
depois do esgotamento total do Ubere, na parte superior e medial da glandula mamaria 20
minutos apds a aplicacdo de ACTH ou Placebo. Apos a tricotomia, assepsia da pele e
blogueio anestésico foi realizada uma incisdo na pele, com um bisturi. Em seguida, o
equipamento para biopsia foi inserido na incisdo numa profundidade de aproximadamente 2,0
cm, ao ser disparado o equipamento secciona e recolhe uma amostra de aproximadamente 2,0
x 0,5 cm de tecido mamario. Foram colhidas 3 amostras de tecido sendo a 12 destinada a
histologia e armazenada em formol 4% até a confeccdo das laminas; a 2% imediatamente
armazenada em freezer —80°C para posterior analise da expressdo génica em PCR tempo real

e a 32 foi destinada para cultivo celular e posterior administracdo de tratamentos in vitro.

Para histologia e coloracdo HE (hematoxilina eosina) o tecido primeiramente foi

fixado em formol 4% por um periodo de 24 horas. Ap6s essa etapa, o tecido foi imerso em
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alcool 70%; alcool absoluto; xilol e por fim incluso na parafina para formacéo de blocos e
posterior corte no microtomo e coloracdo bésica em HE para observacdo histoldgica

morfofuncional do tecido mamério em microscopio optico (400x).

A taxa de apoptose foi determinada pela metodologia de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyltransferase dUTPnickendlabeling) que identifica in situ a fragmentacdo do
DNA caracteristica das células apoptéticas, baseado na incorporacdo de nucleotideos
marcados nos sitios de fragmentacdo do DNA pela acdo da enzima deoxinucleotidiltransferase
terminal. Posteriormente, a insercdo dos nucleotideos é revelada pela reacdo da peroxidase
com a diominobenzidina conforme as recomendacdes do kit (In situ celldeathdetection,
fluorescein — Roche, Indianapolis, IN, USA). Por fim, a contagem das celulasnas laminas

foram realizadas em microscopia fluorescente (400x), (Figura 1 A e B).

Figura 11 A e B. A: Foto do Iébulo contendo células epiteliais mamarias coradas com HOECHST e
visualizadaspelo microscépio (400x), B: Foto do I6bulo contendo células epiteliais mamarias positivas
para coloracdo de TUNEL, visualizagdo em florescéncia da fragmentacdo do DNA.

A taxa de proliferacdo celular foi determinada pela metodologia de PCNA
(ProliferatingCell Nuclear Antigen), que identifica no ndcleo das células proteinas que
possuem o papel de iniciar a proliferacdo celular por intermédio da DNA polimerase. A

andlise foi realizada seguindo as recomendacdes do kit (PCNA kit — Invitrogen - Burlington,


https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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Ontario - Canada), a leitura foi realizada em microscépio optico com lente objetiva 400x para

posterior contagem das células, Figura 2.
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Figura 2. Foto do l6bulo contendo células epiteliais mamarias coradas com reagente do kit de
PCNA.Células marcadas o nucleo (marrom intenso) sdo consideradas positivas, ou seja, células
proliferativas, visualizada pelo microscépio Zeiss (400x).

Para expressdo génica do tecido primeiramente foi realizado a extragdo do RNA
atraveés do kit PureLink RNA Mini Kit (Life Technologies, California, USA).Posteriormente,
foi realizada a sintese do cDNA por transcrigcdo reversa (RT), onde, 0 RNA total (1,0 pg) foi
reverso-transcrito em um volume final de 20 pL empregando-se o kit Improm Il (Promega,
Madison, USA). Resumidamente, o protocolo se iniciou com a incuba¢do do RNA com 0,5
Mg do oligonucleotidiooligo-dT (Invitrogen, California, USA) por 5 minutos a 70°C. Em
seguida, foi adicionado ao tubo de reacdo tampédo 1 X, 3,0 mM de MgClz, 0,5 mM de dNTP,
40 unidades de inibidor de RNases e 1,0 pL da enzima transcriptase reversa Improm. A
reacdo foi conduzida a 42°C durante 60 minutos, seguindo por 15 minutos a 70°C e
resfriamento a 4°C (Merighe et al., 2010). Na sequéncia as amostras foram submetidas as
reacGes em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-TR) e posterior analise dos fragmentos
génicos amplificados. Os niveis de expressdo dos genes de interesse foram determinados por

PCR-TR usando os genes cujos oligonucleotideos iniciadores estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores dos genes estudados.

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos Cadigo no Fragmento
_ iniciadores (5> 2> 3°) GenBank (pb)

cwon o, SSONOTISCTORSE  awier

R Db COICTCIOTOSTOMAONY o w

Grin D [ TTAMAIOSOCAMOTTONS T o 3
Direto

A Rovemo 5 COACTCCAGCOAAAAGA S NM_173g04 169

Cada gene foi amplificado em uma reacdo separada e cada reacdo foi realizada em
duplicata. Cada 20 pL de reacdo continha 1,0 uL de cDNA das amostras; 0,4uL de primer
direto e 0,4uL de primer reverso dos genes analisados: GAPDH (controle), receptor de GH
(GHR), receptor de IGF-1 (IGF-1R), IGF-1, Bax, Bcl-2, IGFBP-3 e IGFBP-5; 8,2 uL de agua

livre de RNA e 10,0 pL de Mix Sybr Green.

Os resultados foram analisados conforme equacdo proposta porSchmittgen & Livak,
2008, que possibilita a comparacdo das mudancas no perfil de expressdo génica da amostra de
interesse em relacdo a um calibrador (amostra controle) e entre diferentes amostras. Essa
formula foi aplicada pois, a eficiéncia do primer controle e dos demais genes analisados foram
testadas e mostraram amplificacdo normal conforme esperado. O nimero dois na base da
formula aritmética representa que a quantidade de material genético da reacdo é dobrada a
cada novo ciclo e o Cr se refere a ciclo “threshold” que é a quantidade de ciclos necessarios

para que a amostra atinja o limiar de detec¢do na fase exponencial da amplificacao.

Q-aACE _ (Ct gene de interesse — Ct controle)amostra A
~ |- (Ct gene de interesse — Ct controle)amostra B]
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Experimento 2 — In vitro

No 60° dia de lactacdo os animais experimentais foram tratados com ACTH ou
Placebo, neste mesmo dia foi realizada bidpsia para obtencdo do tecido maméario de 4 cabras
de cada tratamento. Posteriormente, parte do tecido obtido da glandula maméria foi destinado
para cultivo em meio basico Dulbecco’sModifiedEagleMedium / NutrientMixture, Gibcoby
Life (DMEM/F-12) até que as mesmas as células preenchessem o fundo da placa. As células
foram coradas com azul de tripan (Trypan Blue Stain — 0,4%) e contadas pelo aparelho
CounttessAutomatedCellCounter (Invitrogen - Waltham,-MA, USA) a fim de garantir que
todo tratamento proposto tivesse uma quantidade minima de 1,0 x 10° de células epiteliais
mamarias vivas. Posteriormente as células foram dispostas em matrigel por 24 horas, para

posterior inclus@o de cortisol e IGF-1 no meio de cultivo, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Tratamentos testados por amostra em funcdo dos niveis de cortisol (0, 10, 100 e
1000 pg/mL) em relacdo as duas contracoes de IGF-1(0ou 100 ng/mL).

Meio SEM IGF-1 + Cortisol Meio COM IGF-1 + Cortisol
0 pg/mL Cortisol + 0 ng/mL IGF-1 0 pug/mL Cortisol + 100 ng/mL IGF-1
10 pg/mL Cortisol + 0 ng/mL IGF-1 10 pg/mL Cortisol + 100 ng/mL IGF-1
100 pg/mL Cortisol + 0 ng/mL IGF-1 100 pg/mL Cortisol + 100 ng/mL IGF-1
1000 pg/mL Cortisol + 0 ng/mL IGF-1 1000 pg/mL Cortisol + 100 ng/mL IGF-1

As células epiteliais permaneceram incubadas nestes meios de cultutra por 5 dias
(Figura 3). Apds esse periodo, as células foram removidas da placa de cultura e centrifugadas
até a formacdo de um pellet que foi estocado a -80°C para posterior extracdo de RNA, sintese
de cDNA e expressdo génica (dos mesmos genes expressos no tecido) por PCR — TR como

descrito anteriormente para o in vivo (Tabela 1).
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Tratamento sem IGF-1 Tratamento com IGF-1

Figura 3. Placa de cultivo celular com os 8 tratamentos propostos por animal.
A expressdo génica de IGF-1, IGF-1R, GHR, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e Bcl-2 das

células tratadas (in vitro) foram realizadas e analisadas conforme descrito no experimento in

Vivo.
Analise Estatistica
Experimento 1 ( in vivo)

Os dados foram analisados em um delineamento inteiramente casualizado, utilizando o
StatisticalAnalysis System (SAS, 2008). Apds a verificacdo da normalidade do residuo para o
Shapiro-WilkPROCunivariate. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo o
procedimento do MIXED do SAS, utilizando o modelo: Yij=p+Ci+Bjteij, em que, p = media
total, C = efeito aleatdrio das cabras (i= 1 para 30 cabras), B = efeito fixo para os tratamentos
ACTH x Placebo, (j=1) e e=erro residual. Foram considerados como efeito fixo 0s

tratamentos (ACTH x Placebo) e como efeito aleatdrio os animais (30 cabras).
Experimento 2 (in vitro)

Os dados foram analisados em um delineamento inteiramente casualizado, utilizando o
StatisticalAnalysis System (SAS, 2008). Apds a verificagdo da normalidade do residuo para o
Shapiro-WilkPROCunivariate. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo o

procedimento GLM do SAS, utilizando o modelo: Yij=p+Ci+Bj+eij, em que, p = media total,
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C =efeito aleatério das cabras (i=1 para 8 cabras), B =efeito fixo para os tratamentos
Cortisol/ IGF-1, (j=1) e e=erro residual. Foram considerados como efeito fixo 0s
tratamentos niveis crescentes de cortisol (0, 10, 100 e 1000 pg/mL) e diferentes concentracdes
de IGF-1 (0 e 100 ng/mL) e como efeito aleatério da bidpsia da glandula maméaria dos

animais (8 cabras).
RESULTADOS
Experimento 1 — In vivo

A producéo de leite, composicéo fisico-quimica (gordura, proteina, lactose, minerais e
acidez (%)), analise microbiologica (Contagem Total de Bactérias, Enterobacterias e
Estafilococos (UFC/mL)) e CCS (células/mL) ndo sofreram efeitos dos tratamentos ACTH x
Placebo (Tabela 3).
Tabela 3. Producdo (L), composicdo fisico-quimica (gordura; proteina; lactose; minerais e

acidez (%), microbiologia (UFC/mL: PCA; MC e BPA) e CCS (cells/mL) do leite até os 60
dias de lactacéo

Tratamentos
Parametros AS:TH Placebo DPM# P-
Média + - valort
DPM: Média £ DPM}

Producdo de Leite (L) 1,83 £ 0,03 1,82 + 0,04 0,03 NS
Gordura (%) 2,98 + 2,56 3,82 +0,11 1,73 NS
Proteina (%) 3,17 £ 0,01 3,19+0,01 0,01 NS
Lactose (%) 4,31 +£0,02 4,34 + 0,02 0,02 NS
Minerais (%) 0,64 +0,01 0,65 +0,01 0,01 NS
Acidez (%) 1,75+ 0,02 1,74 + 0,02 0,02 NS
CCS (cells/mL)* 1‘;%322311 132322 +137,04 189,34 NS
f@?ggmeﬁ)* Total ~ de  Bacterias 507,376  1992+643 534 NS
Enterobacterias (UFC/mL)** - - - -

Estafilococos (UFC/mL)* 7,15+ 4,47 24,37 + 8,85 7,12 NS

* Valores dispostos em 10,

**N&o houve contagem suficiente para realizar anélise estatistica

1 Desvio Padrdo da Média.

+ Valor da probabilidade para efeito de tratamento (ACTH e Placebo), P<0,05.
NS: N&o significativo
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N&o houve efeito de tratamento, de tempo de coleta e interacdo tratamento/tempo de
coleta sobre a concentracdo plasmatica de IGF-1 (Figura 4). Porém, houve interacdo entre
tratamento e tempo para concentracdo plasmatica de cortisol, sendo que, 60 minutos apos a
aplicagdo de ACTH a concentracgdo de cortisol foi significativamente superior (43,34 ng/mL)
ao grupo placebo (8,73 ng/mL).Contudo a concentracdo de cortisol voltou para niveis basais

no tempo 120 minutos, (Figura 4).
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Figura 4. Concentracdo plasmaética de IGF-1 (ng/mL) e cortisol (ng/mL) no 60° dia de
lactacdo em funcgéo dos tratamentos ACTH e Placebo.



46

Ao avaliar a expressdo dos genes GHR, IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e
Bcl-2 também ndo foram observados efeitos dos tratamentos ACTH ou Placebo no tecido da

glandula mamaria (Tabela 4).

Tabela 4. Expresséo relativa de RNAm dos genes GHR, IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e
Bcl-2, do tecido da glandula mamaria no 60° diade lactacdo para os tratamentos ACTH e Placebo.

Tratamentos
Parametros ACTH Placebo DPM i P-valor
Média + DPM3 Média + DPM
GHR 1,46 £ 0,22 1,21+0,11 0,16 NS
IGF-1 1,44 +£0,39 1,40 £ 0,24 0,19 NS
IGF-1R 1,17 £ 0,26 1,48 £ 0,27 0,10 NS
IGFBP-3 0,85+0,18 1,09 + 0,08 0,10 NS
IGFBP-5 2,44 + 1,28 1,69 + 0,49 0,68 NS
Bax 1,2+0,19 1,48 £ 0,39 0,20 NS
Bcl-2 1,7+0,32 2,39£1,03 0,53 NS

1 Desvio padrdo da média.
NS: N&o significativo
+ Valor da probabilidade para efeito de tratamento (ACTH e Placebo), P<0,05.

Também ndo houveram efeitos (P > 0,05) dos tratamentos (ACTH x Placebo) sobre as

taxas de proliferacdo (PCNA) e apoptose (TUNEL) celular, no tecido da glandula mamaria

(Figura 5).
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Figura 5. Percentual de proliferacdo celular (PCNA) e apoptose (TUNEL) celular no tecido
da glandula mamaéria de cabras tratadas com ACTH ou Placebo no 60° dia de lactag&o.



Experimento 2 — In vitro

N&o houve efeito significativo do IGF-1 (100 ng/mL) nem interagdo do IGF-1 com 0s
niveis crescentes de cortisol na expressdo dos genes GHR, IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3, IGFBP-
5, Baxe Bcl-2, nas células epiteliais mamarias in vitro (Tabela 5).

Tabela 5.Expresséo relativa de RNAm dos genes GHR, IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3, IGFBP-5,
Bax e Bcl-2, de células epiteliais mamaria cultivadas em meio com ou sem IGF-1 (0 €100

ng/mL) no meio de cultivo.

IGF-1 (ng/mL)

0 100 DPM i P-valort
Média + DPM Média + DPM
GHR 1,32 £ 0,25 1,14 £ 0,22 0,24 NS
IGF-1 0,20 + 0,02 0,13 +0,10 0,18 NS
IGF-1R 1,53 £ 0,22 1,54 +0,14 0,18 NS
IGFBP-3 1,48 + 0,24 1,13+0,14 0,19 NS
IGFBP-5 1,41 +0,34 1,37 +£0,33 0,33 NS
Bax 1,52 + 0,18 1,38 £ 0,15 0,82 NS
Bcl-2 1,14 + 0,19 1,01 +,017 0,89 NS

1 Desvio padrdo da média.

NS: Nao Significativo

+ Valor da probabilidade para efeito células epiteliais cultivadas com ou sem IGF-1 (0 e 100 ng/mL), P<0,05.
Contudo, ao analisar o efeito da inclusdo dos niveis crescentes de cortisol (ug/mL) no

meio de cultivo houve efeito significativo sobre a expressdo dos genes GHR, IGF-1, IGF-1R e
Bax. Exceto para IGF-1, as maiores expressdes foram observadas quando se adicionou 1000

pg/mL de cortisol ao meio de cultivo, (Tabela 6 e Figura 6).
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Tabela 6. Expressao relativa de RNAm dos genes GHR, IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3, IGFBP-5,
Bax e Bcl-2, de células epiteliais mamarias cultivadas no 60° dia de lactagdo com niveis
crescentes de cortisol (0, 10, 100 e 1000 pg/mL) no meio de cultivo.

Cortisol (pg/mL)

0

10

100

1000

Média + Média + Média Médiaz  DFPMi Pevalory

DPM3 DPM +DPM} DPM}
GHR 0,99+0,25% 059+009¢ 1,06+0,19° 242+046% 0,25 0,01
IGF-1 0,30+0,13% 0,12+0,05® 0,27+0,04% 0,36+0,08% 0,09 0,01
IGF-1R 1,43+0,17° 1,02+0,14° 1,38+0,15° 230+0,36% 0,22 0,01
IGFBP-3  1,43+0,26 1,53+ 0,41 1,23+0,23 1,03+0,19 0,27 NS
IGFBP-5 1,51 +0,60 1,46 + 0,58 1,29 + 0,37 1,30+0,31 0,47 NS
Bax 1,08+0,13° 0,85+0,08° 1,22+0,13° 256+0,21% 0,15 0,01
Bcl-2 1,46 + 0,33 0,64+0,17 094+018 125+ 0,27 0,23 NS

1 Erro padrao da média.
+ Valor da probabilidade para efeito dos niveis crescentes de cotisol no meior de cultivo (0, 10, 100 e 1000 ng/mL), P<0,05.
NS: N&o Significativo
abc Médias na mesma linha, seguidas por letra diferente, diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 6.Expresséo relativa de RNAm dos genes GHR, IGF-1, IGF-1R e Bax que
demonstraram efeito dos niveis crescentes de cortisol (0, 10, 100 e 1000 pg/mL) nas células
epiteliais mamarias aos 60 dias de lactacdo, letras diferentes, diferem pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Houve influéncia dos tratamentos in vivo (ACTH x Placebo) sobre os niveis crescentes
de cortisol (0, 10, 100 e 1000 pg/mL) em relacdo a expressdo génica de GHR e Bax nas
células epiteliais mamaria. Em ambos 0s casos, 0 tratamento Placebo apresentou valores
superiores, ao ACTH, principalmente quando se adicionou 1000 pg/mL de cortisol, (Figura

7).
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Figura 7. Influéncia do tratamento in vivo (ACTH x Placebo) sobre os niveis crescentes de
cortisol (0, 10, 100 e 1000 pg/mL) na expressédo relativa de RNAm de GHR e Bax. Letras
diferentes, diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DISCUSSAO
Os resultados do experimento in vivo (producdo de leite, composicéo fisico-quimica,

microbiologia, CCS, taxa de PCNA, de TUNEL e a expressao dos genes IGF-1, IGF-1R,
GHR, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e Bcl-2 no tecido da glandula mamaria) demonstraram que
ndo houve efeito significativo dos tratamentos ACTH x Placebo o que indica que as cabras
experimentais foram submetidas a um estresse pontual (Fukasawa et al., 2008, Diaz et al.,
2013), similar a outros tipos de estresse como: frequéncia e eficiéncia da ordenha (Wilde et
al., 1997),transporte (Canaes et al., 2011), condic¢des climaticas (Gudev et al., 2005), situacdes
diferentes daquela de animais submetidos ao estresse crénico (Mormede et al., 2007,
Fukasawa et al., 2008, Hough et al., 2015). Vale ressaltar que a composicdo fisico-quimica
apresentou valores dentro dos padrGes normais (USDA, 2016), a CCS e UFC tambem
apresentaram valores dentro dos padrGes normais para o leite de cabras (Bergonier et al.,

2003).

Apesar do IGF-1 agir promovendo efeito mitdgeno nas células epiteliais e ser um fator

de regulacdo da galactopoiese(Sharma et al., 1994, Dallard et al., 2005), no presente estudo
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ndo houve efeito do IGF-1 sobre as células mamarias em ambos experimentos in vivo e in
vitro. Esse resultado pode ser consequéncia do periodo em que foi colhida as amostras (60
dias de lactacdo) quando a taxa de proliferacdo celular é baixa, quando comparada a outros
trabalhos durante o final da gestacdo até primeiras semanas de lactacdo (Capuco et al., 2001;
Sakamoto et al., 2007) também ndo houve interacdo entre os tratamentos cortisol e IGF-1 in

vitro.

Ao avaliar o efeito dos niveis crescentes de cortisolin vitro, houve maior expresséo dos
genes GHR, IGF-1, IGF-1R (proliferacdo celular) e Bax (pré-apoptético), resultado que
sugere que o cortisol pode terefeitos celulares opostos sobre as células epiteliais.Pois, a maior
expressdo dos genes GHR, IGF-1 e IGF-1R, estimulam a proliferagdo das células
epiteliais (Sakamoto et al., 2007), ja a proteina Bax estimula a apoptose das células epiteliais
(Valentijn& Gilmore, 2004). O GHR é capaz de modificar o metabolismo das células
epiteliais através do aumento da sintese de IGF-1 na matriz extracelular que por sua vez
aumenta a expressdo de IGF-1R. Para que o IGF-1 consiga efetuar seu papel na celula
epitelial, primeiramente ocorre a fosforilacdo do substrato do receptor de insulina 1 (IRS1)
que se localiza junto ao IGF-1R na membrana basal da célula epitelial. Essa fosforilacdo vai
desencadear a ativacdo da proteina Akt no interior da célula, completando assim, o papel de
proliferacdo e sobrevivéncia do IGF-1 na célula (Hockenbery et al., 1993, Sharpe et al., 2004,

Murney et al., 2015, Bao et al., 2016, Perez et al., 2016).

No presente estudo, quando as celulas epiteliais foram submetidas a altas
concentracdes de cortisol, aumentou a expressao de GHR bem como a de IGF-1R e IGF-1 o
que confirma o relatado anteriormente com estes hormdnios, ou seja, eles agem como
“protetores” das células epiteliais in vitro(Accorsi et al., 2002; Murney et al., 2015).Em

contrapartida, a proteina Bax d& inicio a apoptose celular, através da despolarizacdoe
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rompimento do canal do Citocromo C liberando o mesmo para o citoplasma, ativando as
caspases e por fim, desencadeando uma cascata de clivagens de proteinas que leva a morte
celular (Jin & El-Deiry, 2005, Katz & Streuli, 2007b). Estes efeitos opostos do GHR e Bax,
associados ao nivel crescente de cortisol nas células epiteliais explicam por que as taxas de

proliferacdo e apoptose celular ndo foram significativamente alteradas no presente estudo.

Ao avaliar a expressdo de GHR houve efeito do tratamento ACTH x Placebo
(experimento in vivo) sobre os niveis crescentes de cortisol adicionados na cultura celular
(experimento in vitro). Neste caso, as células epiteliais das cabras submetidas ao tratamento
placebo apresentaram maior expresséo GHR a medida que a concentragdo de cortisol
aumentou na cultura quando comparado ao tratamento ACTH. Este resultado foi inesperado,
pois nossa hipotese inicial postulava efeito oposto do estresse, via administracdo de cortisol.
Porém, também foi observado expressao elevada do gene Bax para cabras do grupo placebo
quando comparadas as do grupo ACTH, assim a maior expressao de Bax em decorréncia da
maior concentracdo de cortisol no meio (1000 pug/mL), estd de acordo com a hipotese inicial,
ou seja, 0 estresse via cortisol desencadeia a apoptose, poisque o cortisol ativa a expressdo da
proteina Bax na mitocondria (Valentijn & Gilmore, 2004, Katz & Streuli, 2007b). Esse
resultado pode ser indicio de que a célula epitelial pode ser influenciada pelo o que ocorre
com as células epiteliais antes de serem submetidas aos tratamentos in vitro, ou seja, 0
estresse pontual (in vivo) reduziu nas cabras do grupo ACTH sua resposta a altas

concentragdes de cortisol in vitro.

Deste modo, os resultados do presente estudo sugerem que acdo do cortisol promove
respostas celulares opostas, pois no experimento in vitro 0 aumento na concentracdo de
cortisol no meio resultou em maior expressdo de IGF-1, IGF-1R, GHR que estimulam a

proliferacdo celular e Bax que estimula a apoptose. Contudo, tanto in vivo como in vitro, as
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taxas de proliferacdo e apoptose ndo foram influenciadas pelos tratamentos testados,
mantendo a glandula mamaria nos 60 dias de lactacdo, em estado estavel em relagcdo ao

niimero de células.
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CAPITULO 3 -Relagdes entre cortisol e IGF-1 sobre a expressdo de genes e as taxas de

proliferacéo e apoptose das células epiteliais in vivo e in vitro no final da lactag&o.

RESUMO

Vérios fatores hormonais podem interferir no inicio da involugdo da glandula
mamaria, dentre eles esta o cortisol e 0 IGF-1 que podem afetar o nimero de células epiteliais
secretorias, a estrutura do alvéolo, bem como, a sobrevivéncia das células epiteliais e sua
proliferacdo. Deste modo, esse trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do IGF-1 e cortisol
no final da lactacdo sobre a proliferacdo, sobrevivéncia e apoptose na expressao dos genes
IGF-1, IGF-1R, GHR, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax, Bcl-2, nas celulas epiteliais mamarias de
cabras Sannenin vivo e in vitro. Trinta cabras Saanen foram submetidas a administracdo de
ACTH (para induzir o aumento da concentragcdo de cortisol) ou Placebo aos 180 dias de
lactacdo. Durante o experimento foram avaliadas a producdo, composicdo (gordura, proteina,
lactose, minerais e acidez) e qualidade do leite (Contagem Total de Bactérias,
Enterobacteriaceaes, Staphylococcuse CCS. Além disso, foram colhidas amostras de sangue
das cabras experimentais para determinacdo da concentracdo plasmatica de Cortisol e IGF-1.
Simultaneamente, quatro cabras do grupo Placebo e quatro cabras do grupo ACTH foram
submetidas a biopsia da glandula mamaria. Parte do tecido mamario foi destinada a histologia
para determinacdo taxas de proliferacdo e apoptose; parte do tecido foi destinada a expresséo
genes IGF-1, IGF-1R, GHR, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e Bcl-2; e finalmente outra parte foi
destinada para cultivo celular e posterior administracdo de tratamentos in vitro (adicdo de
cortisol 0, 10, 100 e 1000 pg/mLe IGF-1 0 ou 100 ng/mL ao meio de cultivo). Houve efeito
significativo da administracdo de ACTH e placebo in vivo e o grupo ACTH apresentou maior
producdo de leite e maior expressdo do gene GHR no tecido da glandula mamaria. No

experimento in vitro também houve efeito significativo do cortisol com maior expressdo dos
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genes GHR e Bax ao adicionar 1000 pg/mL de cortisol no meio cultivo. Porém, a adi¢do de
niveis crescentes de cortisol in vitro reduziu significativamente a expressdo de IGF-1R. Os
resultados do experimento in vivo demonstraram que o aumento pontual de cortisol no final
da lactacdo tem efeito positivo sobre o metabolismo das células epiteliais e a producdo de
leite. In vitro, a adigdo de cortisol aumentou significativamente a expressdao de GHR e Bax,
mas também reduziu significativamente a expressao de IGF-1R o que evidéncia o inicio da

involucdo da glandula maméria.
PALAVRAS CHAVE: Cabras, células epiteliais, cortisol, IGF-1 e involu¢cdo maméria.
INTRODUCAO

Ap0s o pico da lactacdo da-se inicio a involugéo natural da glandula mamaria que tem
por consequéncia o declinio na producéo e na composicdo de leite. Esses acontecimentos se
dao principalmente atraves de dois fatores: 1) reducdo da capacidade de sintese das células
epiteliais mamarias; e 2) desorganizacdo da matriz extracelular e da estrutura do alvéolo,
resultando em diminuicdo drastica no nimero de células epiteliais (Hurley, 1989, Capuco et

al., 2003, Green and Streuli, 2004, Singh et al., 2015).

Vaérios sinalizadores intramamarios podem interferir no inicio da involucdo, na
regulacdo da sintese do leite e na sobrevivéncia das células epiteliais (Flint and Knight, 1997,
Accorsi et al., 2002). Dentre todos, o principal € o IGF-1 (fator de crescimento semelhante a
insulina tipo-1) que também é sintetizado na glandula mamaria e liberado na matriz
extracelular do alvéolo através da acdo do hormdnio de crescimento (GH) (Baumrucker and
Erondu, 2000). Sua acdo € regulada por um receptor de alta afinidade (IGF-1R) e pelas

proteinas ligantes ao IGF- 3 e 5 (IGFBP) (Jones and Clemmons, 1995).
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Existem 61GFBPs, porém na cultura primaria de células bovinas foi constatado maior
secrecdo das IGFBPs 3 e 5 (Murney et al., 2015). Essas proteinas sdo responsaveis pelo
transporte e regulacdodos niveis de IGF na matriz extracelular do alvéolo, podendo inibir ou
aumentar a acdo do IGF-1, dependendo da fase da lactagdo (Sakamoto et al., 2007). A IGFBP-
3 é encontrada em maior abundancia nas células do leite no terco final da gestacéo e no final
da lactacdo(Gibson et al., 1999, Baumrucker and Erondu, 2000, Imai et al., 2000, Ricort and
Binoux, 2001). A IGFBP-5 age principalmente no inicio da involugdo mamaria, quando sua
concentracdo na matriz extracelular do alvéolo é superior a concentracdo de IGF-1 fazendo
com o que o IGF-1 ndo consiga exercer seu papel na célula epitelial mamaria. Pois, ndo
ocorre a fosforilagdo do substrato de insulina (IRS), presente no IGF-1R, e ndo ha ativacdo
das proteinas responsaveis pela sobrevivéncia e persisténcias das células epiteliais (Flint et al.,

2000, Zarzynska and Motyl, 2008).

A IGFBP-5 também pode atuar no decréscimo da proteina Bcl-2 e aumento da Bax,
que sdo potentes reguladores da apoptose na mitocondria das células (Vaux &Korsmeyer,
1999, , Tonner et al., 2002, Sharpe et al., 2004). Estas proteinas estdo localizadas dentro da
célula epitelial, na membrana da mitocondria, durante toda a lactacdo elas se mantém em
equilibrio, porém, se algo atipico ocorrer (como aumento drastico na concentragédo de cortisol)
ou involucdo da glandula mamaria, ha um desequilibrio entre as proteinas Bax e Bcl-2, onde a
concentracdo de Bax é muito maior (Kaufmann&Hengartner, 2001). A Bax provoca o
rompimento do canal do Citocromo C na mitocondria gerando clivagens e ativacdo de
caspases promovendo a desfragmentacdo do nucleo celular e por fim, apoptose((Wareski et

al., 2001; Valentijn & Gilmore, 2004).
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Esse trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos do cortisol na fase final da lactagéo
sobre 0 IGF-1, a proliferacdo, apoptose e expressao dos genes IGF-1, IGF-1R, GHR, IGFBP-

3, IGFBP-5, Bax e Bcl-2, nas células epiteliais mamarias de cabras Sannenin vivo e in vitro.

MATERIAL E METODOS

Cabras e Design Experimental

Trinta cabras da raca Saanen, com peso vivo de 57,5 £+ 1,5 kg, escore corporal de 3,5 £
1,0, ndo gestantes, lactantes e saudaveis foram utilizadas para conduzir o experimento na
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos — FZEA/USP — S&o Paulo/Brasil. As
cabras foram alocadas em baias coletivas cobertas, com cocho de alimentacdo, sal mineral e
agua. A alimentacdo foi composta de 60% de concentrado e 40% de volumoso, fornecendo

100% do requerimento do animal (NRC, 2007).

A ordenha foi realizada uma vez ao dia pelo mesmo ordenhador durante todo o
periodo experimental as 07:00h da manhd em ordenhadeira mecéanica (Westfalia Surge)
regulada para manter um nivel de vacuo de 48 KPa e taxa de pulsacdo de 120 ciclos/minuto.
A rotina da ordenha foi realizada conforme protocolo padrdo do Laboratorio de Fisiologia
Animal da FZEA/USP, ou seja: entrada dos animais, pré-dipping (com solucédo de cloro +
glicerina), secagem dos tetos, teste da caneca de fundo preto (verificacdo da mastite sub
clinica), colocacdo do copo das teteiras, retirada das teteiras, pos-dipping (com solugdo de

iodo), registro da producéo e saida dos animais.
Experimento 1 — In vivo

Os 30 animais foram divididos de maneira homogénea (peso, escore e numero de
partos) e aleatoriamente sendo que, 15 animais de cada grupo foram submetidos aos

tratamentos: 1- desafio com ACTH (hormdnio adrenocorticotréfico) foi administrado via
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exdgena 0,6 Ul / kg de peso vivo / por animal e 2- desafio com Placebo (soro fisiologico).

Estes tratamentos (ACTH x Placebo) foram realizados no 180° dia de lactacdo.

Todas as andlises foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Animal da
FZEAJUSP. Para determinacdo dos parametros fisico-quimicos foi utilizado o aparelho
Milkoscope Expert Automatico para mensuracao de: gordura, proteina, lactose e minerais. O
meétodo utilizado para anélise da acidez do leite foi o Dornic ou acidez titulavel, o resultado
das amostras foi expresso em percentagem (%). A determinagdo dos microrganismos
presentes no leite foi realizada pela contagem das colénias crescidas em agar (UFC/mL). Para
tanto, 100uL de leite foram semeados e as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Apos
incubacgédo foi contado o numero total de coldnias por placa. Foram utilizados trés meios de
cultura: Contagem Total de Bactérias (Plate Count Agar); Estafilococos (Baird Parker Aga) e

Enterobacterias (MacConkey Agar).

A contagem de células somaticas (CCS) foi realizada em laminas, através do método
direto utilizando-se microscopio optico comum com objetiva de imersdo. Apos a colheita do
leite as laminas foram confeccionadas através de esfregaco do leite (em duplicata) e
posteriormente submetidas ao fixador de Carnoy’s; hidratadas com alcool etilico e agua
destilada; coradas com Verde de metila e pironina Y (PYMG) e imersas em alcool e agua
novamente. Foram contados 50 campos por esfregaco de cada animal, totalizando 100 campos

por animal.

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo na veia jugular, nos tempos -30
minutos (30 minutos antes da aplicacdo de ACTH ou Placebo); tempo 0 minuto (no momento
da aplicacdo) e nos tempos 60; 120 e 360 minutos (apds a aplicacdo). As amostras de sangue
foram centrifugadas a 3000 rpm, 4°C, durante 17 minutos. O plasma foi separado, transferido

para um microtubo de 1,5 mL e estocado a -20°C para posterior analise dos hormdnios



62

cortisol e IGF-1. As analises dos horménios foram realizadas pela metodologia
imunoenzimaticas (EIA) utilizando kits comerciais para cortisol (Monobind, Lake Forest, CA,
USA) e para IGF-1 (Enzo, Farmingdale, NY USA). As leituras dos resultados das reacoes

foram realizadas no leitor de microplacas de ELISA.

No dia do desafio (180° dia de lactacdo) também foram realizadas bidpsias da glandula
mamaria de 8 cabras, sendo sorteadas 4 cabras de cada tratamento. A bidpsia foi realizada
apo6s 20 minutos da aplicacdo de ACTH ou Placebo e depois do esgotamento total do Gbere,
na parte superior e medial da glandula mamaria. Apo6s a tricotomia, assepsia da pele e
blogueio anestésico, foi realizada uma incisdo na pele, com um bisturi. Em seguida, o
equipamento para biopsia foi inserido na incisdo numa profundidade de aproximadamente 2,0
cm, ao ser disparado o equipamento secciona e recolhe uma amostra de aproximadamente 2,0
x 0,5 cm de tecido mamario. Foram coletadas 3 amostras de tecido sendo a 12 destinada a
histologia e armazenada em formol 4% até a confeccdo das laminas; a 2% imediatamente
armazenada em freezer —80°C para posterior analise da expressao génica em PCR tempo real
e a 3% foi destinada para cultivo celular e posterior administracdo de tratamentos in

vitro(Experimento 2).

Para histologia e coloracdo HE o tecido primeiramente foi fixado em formol 4% por
um periodo de no minimo 24 horas. Apos essa etapa, o tecido foi imerso em alcool 70%;
alcool absoluto; xilol e por fim incluso na parafina para formacdo de blocos e posterior corte
no micrétomo e coloracdo basica em HE para observagdo histolégica morfofuncional do

tecido mamario em microscopio éptico (400x).

A taxa de apoptose foi determinada pela metodologia de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyltransferase dUTPnickendlabeling) que identifica in situ a fragmentacdo do

DNA caracteristica das celulas apoptéticas, baseado na incorporacdo de nucleotideos


https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
https://en.wikipedia.org/wiki/Terminal_deoxynucleotidyl_transferase
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marcados nos sitios de fragmentacdo do DNA pela ac¢do da enzima deoxinucleotidiltransferase
terminal. Posteriormente, a insercdo dos nucleotideos é revelada pela reacdo da peroxidase
com a diominobenzidina conforme as recomendagdes do kit (In situ celldeathdetection,
fluorescein — Roche, Indianapolis, IN, USA). Por fim, a leitura das laminas foi realizada em

microscopia fluorescente (400x), (Figura 1 A e B).

Figura 12 A e B. A: Foto do Iébulo contendo células epiteliais mamarias coradas com HOECHST e
visualizada pelo microscopio (400x), B: Foto do Iébulo contendo células epiteliais mamarias positivas
para coloracdo de TUNEL, visualizacdo em florescéncia da fragmentacdo do DNA.

A taxa de proliferacdo celular foi determinada pela metodologia de PCNA
(ProliferatingCell Nuclear Antigen), que identifica no nucleo das células proteinas que
possuem o papel de iniciar a proliferacdo celular por intermédio da DNA polimerase. A
analise foi realizada seguindo as recomendacgdes do kit PCNA — Invitrogen - Burlington,
Ontario - Canada), a leitura foi realizada em microscdpio Optico com lente objetiva 400x para

posterior contagem das células, Figura 2.
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Figura 2. Foto do I6bulo contendo células epiteliais mamarias coradas com reagente do kit de PCNA,
células marcadas o nucleo (marrom intenso) sdo consideradas positivas, ou seja, células proliferativas,
visualizada pelo microscopio Zeiss (400x).

Para expressdo génica do tecido, primeiramente foi realizada a extragdo do RNA
atraves do kit PureLink RNA Mini Kit (Life Technologies, California, USA). Posteriormente,
foi realizada a sintese do cDNA por transcrigcdo reversa (RT), onde, o0 RNA total (1,0 pg) foi
reverso-transcrito em um volume final de 20 pL empregando-se o kit Improm Il (Promega,
Madison, USA). Resumidamente, o protocolo se iniciou com a incuba¢do do RNA com 0,5
pg do oligonucleotidiooligo-dT (Invitrogen, California, USA) por 5 minutos a 70°C. Em
seguida, foi adicionado ao tubo de reacao tampédo 1 X, 3,0 mM de MgClz, 0,5 mM de dNTP,
40 unidades de inibidor de RNases e 1,0 uL da enzima transcriptase reversa Improm. A
reacdo foi conduzida a 42°C durante 60 minutos, seguindo por 15 minutos a 70°C e
resfriamento a 4°C (Merighe et al., 2010). Na sequéncia as amostras foram submetidas a
reacOes em cadeia da polimerase em tempo real (PCR-TR) e posterior analise dos fragmentos
génicos amplificados. Os niveis de expressdo dos genes de interesse foram determinados por

PCR-TR usando os genes cujos oligonucleotideos iniciadores estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores dos genes estudados.

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos Cadigo no Fgggom
iniciadores (5° 2 3°) GenBank (pb)

R S e I S N Te T
o D OCTOICTOTOSTORARA Y oz 10
IGF1  Roverto  5-CATCTCCAGOCTCOTCAGS Feios 142
BCL2  povero  3GACAGOCAGGAGAAATCAAACA:y NMLO0LIENSS 120
BAX Direto 5’>-TCGGTCTCAACGGCTACA -3’ NM_173894 189

Reverso 5’-CCACTCCAGCCACAAAGA -3

Cada gene foi amplificado em uma reacdo separada e cada reacdo foi realizada em
duplicata. Cada 20 pL de reacdo continha 1,0 uL de cDNA das amostras; 0,4uL de primer
direto e 0,4uL de primer reverso dos genes analisados: GAPDH (controle), receptor de GH
(GHR), receptor de IGF-1 (IGF-1R), IGF-1, Bax, Bcl-2, IGFBP-3 e IGFBP-5; 8,2 uL de agua

livre de RNA e 10,0 pL de Mix Sybr Green.

Os resultados foram analisados conforme equacdo deSchmittgen & Livak, 2008, que
possibilita a comparagdo das mudancas no perfil de expressdo génica da amostra de interesse
em relacdo a um calibrador (amostra controle) e entre diferentes amostras. O nimero dois na
base da férmula aritmética representa que a quantidade de material genético da reacdo é
dobrada a cada novo ciclo e o Cr se refere a ciclo threshold que é a quantidade de ciclos
necessarios para que a amostra atinja o limiar de deteccdo na fase exponencial da

amplificacao.

Q-aCt _ (Ct gene de interesse — Ct controle) amostra A
~ |- (Ct gene de interesse — Ct controle) amostra B]
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Experimento 2 — In vitro

No 180° de lactagdo os animais experimentais foram tratados com ACTH ou Placebo,
e neste mesmo dia foi realizada bidpsia para obtengdo do tecido mamario de 4 cabras de cada
tratamento. Posteriormente, parte do tecido obtido da glandula mamaéria foi destinado para
cultivo em meio basico Dulbecco’sModifiedEagleMedium / NutrientMixture, Gibcoby Life
(DMEM/F-12) até que as mesmas as celulas preenchessem o fundo da placa. As células foram
coradas com azul de tripan (Trypan Blue Stain — 0,4%) e contadas pelo aparelho
CounttessAutomatedCellCounter (Invitrogen - Waltham,-MA, USA) a fim de garantir que
todo tratamento proposto tivesse uma quantidade minima de 1,0 x 10° de células epiteliais
mamaria vivas. Posteriormente, as células foram dispostas em matrigel por 24 horas, para

posterior inclus@o de cortisol e IGF-1 no meio de cultivo, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Tratamentos estipulados por amostra onde variaram os niveis de cortisol em relacéo
as duas contragoes de IGF-1: 0 ng/mL ou 100 ng/mL.

Meio SEM IGF-1 + Cortisol Meio COM IGF-1 + Cortisol
0 pg/mL Cortisol + 0 ng/mL IGF-1 0 pug/mL Cortisol + 100 ng/mL IGF-1
10 pg/mL Cortisol + 0 ng/mL IGF-1 10 pg/mL Cortisol + 100 ng/mL IGF-1
100 pg/mL Cortisol + 0 ng/mL IGF-1 100 pg/mL Cortisol + 100 ng/mL IGF-1
1000 pg/mL Cortisol + 0 ng/mL IGF-1 1000 pg/mL Cortisol + 100 ng/mL IGF-1

As células epiteliais permaneceram incubadas nestes meios de cultutra por 5 dias
(Figura 3), depois as células foram removidas da placa de cultura e centrifugadas até a
formacdo de um pellet que foi estocado a -80°C para posterior extracdo de RNA, sintese de
cDNA e expressao génica (dos mesmos genes expressos no tecido) por PCR tempo real como

descrito anteriormente para o in vivo (Tabela 1).
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Tratamento sem |GF-1 Tratamento com |IGF-1

Figura 3. Placa de cultivo celular com os 8 tratamentos propostos por animal.

A expressdo génica de IGF-1, IGF-1R, GHR, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e Bcl-2 das

células tratadas (in vitro) foram realizadas e analisadas conforme descrito no experimento 1.
Anédlise Estatistica
Experimento 1 ( in vivo)

Os dados foram analisados em um delineamento inteiramente casualizado, utilizando o
StatisticalAnalysis System (SAS, 2008). Apds a verificacdo da normalidade do residuo para o
Shapiro-WilkPROCunivariate. Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo o
procedimento do MIXED do SAS, utilizando o modelo: Yij=p+Ci+Bjteij, em que, p = media
total, C = efeito aleatdrio das cabras (i= 1 para 30 cabras), B = efeito fixo para os tratamentos
ACTH x Placebo, (j=1) e e=erro residual. Foram considerados como efeito fixo 0s
tratamentos (ACTH x Placebo) e como efeito aleatério os animais.Quando significativa, as
médias foram comparadas pelo teste de menor diferenca significativa, Tukey, a significancia

foi testada em P < 0,05.
Experimento 2 (in vitro)

Os dados foram analisados em um delineamento inteiramente casualizado, utilizando o
StatisticalAnalysis System (SAS, 2008). Apds a verificagdo da normalidade do residuo para o

Shapiro-WilkPROCunivariate. Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo o
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procedimento GLM do SAS, utilizando o modelo: Yij=u+Ci+Bj+eij, em que, p = media total,
C =efeito aleatério das cabras (i=1 para 8 cabras), B =efeito fixo para os tratamentos
Cortisol ou IGF-1, (j=1) e e=erro residual. Foram considerados como efeito fixo os
tratamentos cortisol (0, 10, 100 e 1000 pg/mL)e IGF-1 (0 e 100 ng/mL) e como efeito
aleatorio os animais (biopsia da glandula maméaria).Quando significativa, as médias foram
comparadas pelo teste de menor diferenca significativa, Tukey, a significancia foi testada em

P <0,05.

RESULTADOS

Experimento 1 — In vivo

Ao observar a producéo de leite houve efeito significativo dos tratamentos propostos
(P < 0,05), o grupo ACTH produziu mais leite aos 180 dias de lactacdo do que o grupo
placebo, (Tabela 3). Quanto a composicao fisico-quimica (gordura, proteina, lactose, minerais
e acidez (%)), analise microbioldgica (Contagem Total de Bactérias, Enterobacterias e
Estafilococos (UFC/mL)) e CCS (células/mL) ndo houve efeito dos tratamentos ACTH X

Placebo (P > 0,05).
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Tabela 3. Producdo (L), composicao fisico-quimica (gordura; proteina; lactose; minerais e
acidez (%)), microbiologia (PCA; MC e BPA (UFC/mL)) e CCS (cells/mL) do leite aos 180
dias de lactacéo

Tratamentos
Parametros ACTH E/:Z;?;’i DZM Va';;r ;
Média £ DPM DPM
Producdo de Leite (L) 2,05 + 0,042 1,81 +£0,02° 0,03 0,01
Gordura (%) 3,41+ 0,05 3,37+£0,09 0,07 NS
Proteina (%) 3,04 £ 0,13 3,01+0,10 0,01 NS
Lactose (%) 4,12 + 0,02 4,09 £ 0,02 0,02 NS
Minerais (%) 0,62 +0,01 0,61+0,01 0,01 NS
Acidez (%) 1,65+ 0,01 163+0,01 0,01 NS
« 1339,17+ 1130,6 +

CCS (cells/mL) 14277 34 54 106,74 NS
Contagem

(UFC/mL)* 17,60 + 10,02 19,92 +48,62 3544 NS

Enterobacterias (UFC/mL)** - - - -
Estafilococos (UFC/mL)* 7,23+3,20 5245%+32,71 2349 NS

* Valores dispostos em 103,
**N&o houve contagem suficiente para realizar analise estatistica
1 Desvio padrdo da média.
+ Valor da probabilidade para efeito de tratamento (ACTH e Placebo), P<0,05.
A-B Médias na mesma linha, seguidas por diferente letra diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
NS: N&o Significativo

Quanto a concentracdo plasmatica de IGF-1 (ng/mL) ndo houve efeito de tratamentos,
de tempo de coleta e interacdo tratamento/tempo de coleta. Contudo, houve interacéo
significativa entre tratamento e tempo para concentracao plasmatica de cortisol, sendo que, 60
minutos apos a aplicacdo de ACTH a concentracdo de cortisol foi significativamente superior
(38,12 ng/mL) ao grupo placebo (7,62 ng/mL), porém, a concentracéo de cortisol voltou para
niveis basais no tempo 120 minutos, perfil caracteristico de animais submetidos a um estresse

pontual (Fukasawa et al., 2008, Diaz et al., 2013), (Figura 4).
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Figura 4. Concentracdo plasmatica de IGF-1 (ng/mL) e cortisol (ng/mL) ao 180° dia de
lactacdo em funcdo dos tratamentos ACTH e Placebo.

Também houve efeito significativo de tratamento ao avaliar a expressdo génica de
GHR no tecido da glandula mamaria, sendo que houve maior expressdo de GHR observada no
tecido mamario das cabras do grupo ACTH, quando comparadas ao grupo placebo. Para os
demais genes analisados IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e Bcl-2 ndo houve efeito

dos tratamentos (ACTH x Placebo), Tabela 4.
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Tabela 4. Expresséo relativa de RNAm dos genes GHR, IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3, IGFBP-5, Bax e
Bcl-2, do tecido da glandula mamaria no 180° diade lactacdo para os tratamentos ACTH e Placebo.

Tratamentos
Parametros ACTH Placebo DPMi P-valorf
Média + DPM: Média + DPM3
GHR 2,46 + 0,24? 1,06 + 0,24° 0,17 0,02
IGF-1 1,57 + 0,38 0,99 + 0,28 0,24 NS
IGF-1R 3,45 + 0,24 2,40 + 0,24 0,24 NS
IGFBP-3 0,82 +0,11 1,51 + 0,61 0,80 NS
IGFBP-5 2,74 + 0,41 1,43 + 0,55 0,34 NS
Bax 1,79 + 0,24 1,40 + 0,25 0,17 NS
Bcl-2 1,7+0,23 2,39 + 1,03 0,63 NS

1 Desvio padrdo da média.

+ Valor da probabilidade para efeito de tratamento (ACTH e Placebo), P<0,05.

A-B Médias na mesma linha, seguidas por letra diferente, diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
NS: N&o Significativo

O percentual de proliferacdo (PCNA) e apoptose (TUNEL) das células epiteliais do
tecido da glandula mamaria néo foi influenciado pelos tratamentos propostos, (Figura 5).
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Figura 5. Percentual de proliferacdo (PCNA) e apoptose (TUNEL) celular da glandula
mamaria de cabras tratadas com ACTH ou Placebo no 180° dia de lactacao.

Experimento 2 — In vitro

N&o houve in vitro efeito significativo da inclusdo do IGF-1 e da interacdo

cortisol/IGF-1 sobre a expressdo dos genes estudados, Tabela 5.
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Tabela 5.Expresséo relativa de RNAm dos genes GHR, IGF-1, IGF-1R, IGFBP-3, IGFBP-5,
Bax e Bcl-2, de células epiteliais mamaria, no 180° dia de lactacéo, cultivadas em meio Com
ou Sem IGF-1 (0 €100 ng/mL) no meio de cultivo.

IGF-1
Parametros 0 100 DPMi P-valorf
Média + DPMi Média + DPMI
GHR 0,45 + 0,07 0,39 +£0,11 0,09 NS
IGF-1 45,90 £ 17,31 11,57 £ 6,20 11,20 NS
IGF-1R 11,14 £ 4,94 19,2 + 10,6 7,70 NS
IGFBP-3 0,48 + 0,05 0,56 + 0,08 0,06 NS
IGFBP-5 34,6 £ 14,7 27,7+ 11,3 13,00 NS
Bax 1,31+£0,23 1,04 £ 0,17 0,20 NS
Bcl-2 2,99 £ 0,44 2,26 £ 0,39 0,42 NS

1 Desvio padrdo da média.
+ Valor da probabilidade para efeito células epiteliais cultivadas COM ou SEM IGF-1 (0 e 100 ng/mL), P<0,05.
NS: N&o Significativo

Contudo,houve efeito significativo de niveis crescentes (0, 10, 100 e 1000 pg/mL) de
cortisol sobre a expressdo do gene Bax nas células epiteliais, sendo a maior expressdo
observada quando foi adicionado 1000 pg/mL de cortisol no meio de cultura. Efeito oposto
foi observado para a expressdao de IGF-1R, pois 0 aumento de concentracdo de cortisol
diminuiu significativamente a expressdo de IGF-1R, (Figura 6). As maiores expressdes dos
genes de Bcl-2 foram observadas nos tratamentos com 0 e 1000 pug/mL de cortisol. In vitro, a
expressdo dos genes IGF-1, IGFBP-3 e IGFBP-5 ndo se alterou com os tratamentos

propostos, (Tabela 6).

Tabela 6. Expresséo relativa de RNAm dos genes GHR; IGF-1; IGF-1R; IGFBP-3; IGFBP-5;
Bax e Bcl-2, de células epiteliais mamarias, em meio de cultivo,ao 180° diade lactacdo para
niveis crescentes de cortisol (0, 10, 100 e 1000 pg/mL).
Cortisol (ug/mL)
0 10 100 1000

DPMi P-valor f

Média = DPM} Média + DPMi  Média + DPM3 '\’I'D‘ifﬁ IJ—'
GHR 041019®  029+007°  029+005° 0,78+017° 013 0,03
IGF-1 263+187  18,6+12,1 984+706  593+28 1017 NS
IGF-IR  2633+1867° 1858+1209° 984+7,06® 503+28% 1175 0,05
IGFBP-3  0,33+005  0,65+0,11 0,63+012  047+001 009 NS
IGFBP-5  275+166  234+135 238+130  500+276 1769 NS
Bax 099+013°  059+014®  068+013° 242+039° 022 0,01
Bcl-2 358+057°  128+039°  149+027° 418+073° 052 0,01

1 Desvio padréo da média.

+ Valor da probabilidade para efeito de tratamento (ACTH e Placebo), P<0,05.

A-B Médias na mesma linha, seguidas por letra diferente, diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
NS: Né&o Significativo.
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Figura 6.Expressdo relativa de RNAm dos genes (GHR, IGF-1R, Bax e Bcl-2) em funcdo dos
niveis crescentes de cortisol (0, 10, 100 e 1000 pg/mL) nas células epiteliais mamarias no

180° dia de lactacdo. Diferentes letras, diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DISCUSSAO

No experimento in vivo houve efeito da administracdo de ACTH x Placebo sobre a

producdo de leite, neste caso as cabras submetidas ao tratamento ACTH produziram mais leite

que aquelas submetidas ao tratamento placebo. Este aumento pode ser explicado pela maior
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expressao do gene GHR, pois 0 GH modula o metabolismo das células epiteliais mamarias
(Plath-Gabler et al., 2001) e induz o aumento producédo de leite in vivo através doaumento da
disponibilidade de nutrientes para sintese de leite (Etherton & Bauman, 1998, Rose et al.,
1998, Sakamoto et al., 2007). Porém, ndo houve efeito in vivo dos tratamentos ACTH e
Placebo sobre as taxas de proliferacdo celular e apoptose, o que demonstra que,—aumentos
pontuais de cortisol ndo afetam negativamente as células epiteliais (Sevi, 2009, Hamzaoui et
al., 2013).Possivelmente diferentes resultados poderiam ser encontrados caso 0s animais

fossem submetidos a um estresse crénico (Mormede et al., 2007).

Ao avaliar os dados do experimento in vitro(quando as concentracdes de cortisol
foram mantidas durante os 5 dias de cultura) observasse que ndo houve efeito da adicdo de
IGF-1 (100 ng/mL) no meio de cultivo das células epiteliais sobre a expressdo dos genes
estudados. Porém, in vitro houve efeito significativo dos niveis crescentes de cortisol nas
células epiteliais, sendo que houve maior expresséo de GHR ao adicionar 1000
pg/mL.Também in vitro foi observado efeito inverso para a expressdo de IGF-1R, ou seja,
guanto maior a concentracdo de cortisol menor a expressdo de IGF-1R. O aumento de GHR
nos altos niveis de cortisol pode se associar com a sobrevivéncia das células, inibicdo da
apoptose e persisténcia da lactacdo, acOes essas mediadas pelo GH (Capuco et al., 2001,

Sakamoto et al., 2007).

Este resultado foi contrario a nossa hipdtese inicial que postulava que o estresse
causaria, via cortisol, apoptose das células epiteliais mamarias. Em contrapartida, o declinio
da expressdo de IGF-1R em funcdo do aumento de cortisol também observada no estudo in
vitro, indica que o cortisol pode acarretar em aumento da apoptose, queda na funcédo
secretdria do alvéolo e aumento na atividade oxidativa(Baumrucker & Erondu, 2000, Green &

Streuli, 2004, Collier et al., 2012). Estes efeitos opostos do cortisol sobre a expressdo de GHR
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e IGF-1, explicam por que neste estudo ndo houve efeito dos tratamentos propostos sobre as

taxas de proliferagdo e apoptose.

Também houve efeito dos niveis crescentes de cortisol sobre a expressdo de Bax.
Assim a melhor relacdo Bax/Bcl-2 ocorreu no tratamento O pg/mL de cortisol, porém houve
aumento significativo de Bax com a adicdo de 1000 pg/mL de cortisol. Esta mudanca de
relagdo entre Bax e Bcl2 é um indicativo do inicio da involugdo da glandula mamaria
(Kaufmann & Hengartner, 2001, Green & Streuli, 2004, Singh et al., 2015). Este resultado
isoladamente sugere que o cortisol, pode em final de lactacdo, pode estimular a apoptose das

ceélulas epiteliais mamarias.

A maior concentracdo de cortisol in vivo provocou aumento na expressao dos genes
GHR nas células epiteliais 0 que sugere um aumento no metabolismo das células epiteliais e
justifica a maior producdo de leite dos animais submetidos ao tratamento ACTH
(Neuenschwander et al., 1996, Murney et al., 2015).Do mesmo modo, 0s niveis crescentes de
cortisol in vitro aumentaram significativamente a expressao de GHR e Bax e diminuiram
significativamente a expressdo de IGF-1R.Alteracdes semelhantes, também foram observadas
em estudos que caracterizaram a apoptose das células epiteliais e involucdo da glandula

mamaria (Heermeier et al., 1996, Tonner et al., 2002, Zarzynska & Motyl, 2008).

As variacdes de expressao dos genes GHR, IGF-IR e Bax mensuradas no presente
estudo sugerem que o cortisol promove respostas celulares opostas, pois a inclusdao de 1000
pg/mL de cortisol no meio de cultivo houve aumentou a expressdo génica de GHR e Bax, que
sdo indicadores das alteracdes celulares que desencadeiam proliferacdo e apoptose nas células
epiteliais mamarias. Simultaneamente, a maior concentracdo de cortisol causou uma reducgéo

na expressao de IGF-1R nas mesmas condi¢fes, como no presente estudo o IGF-1 ndo esta
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sendo expresso, este hormonio ndo desempenhou o seu papel de “protetor” da célula epitelial

como postulado inicialmente no presente estudo.

Deste modo, os resultados do presente estudo sugerem que no final da lactagéo a
administracdo de ACTH in vivo aumentou significativamente a expressao de GHR e a
producdo de leite, provavelmente devido ao aumento do metabolismo das células epiteliais.
Contudo, o aumento da concentragdo de cortisol in vitro aumentou a expressdo de GHR e
Bax, mas reduziu a expressdo de IGF-1R nas celulas mamarias causando respostas celulares
opostas que ndo modificaram as taxas de proliferacdo e apoptose das células epiteliais

mamarias.
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