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RESUMO

O aumento da frequéncia de ordenha (AFO) no inicio da lactacdo resulta em estimulo positivo
na producéo de leite, que se mantém parcialmente ao longo de toda a lactagdo. Contudo, 0s
efeitos do AFO sobre a renovacao celular e saude do Ubere ainda ndo foram completamente
entendidos. Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos de biopsias mamaérias sobre as
caracteristicas dos tecidos obtidos, a salde do Ubere pos-biopsia e determinar os efeitos do
aumento da frequéncia de ordenhas (AFO) durante o inicio da lactagdo sobre a producéo,
composicao e contagem de células somaticas (CCS) do leite, histomorfometria, proliferacéo e
apoptose das células epiteliais mamaérias. Dezesseis vacas mesticas F1 Holandés x Zebu
(HxZ) foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos. O grupo controle foi ordenhado
duas vezes ao dia (2X) durante toda lactacdo, e o grupo submetido ao AFO foi ordenhado
quatro vezes (4X) a partir do segundo dia (d) da lactacdo até 21 d, e duas ordenhas do dia 22
até 210 da lactacdo. Biopsias mamaérias foram realizadas em oito vacas por grupo nos dias
dois, sete, 14, 21, 28 ap0s o parto. AvaliacBGes qualitativas e quantitativas dos tecidos foram
realizadas por exame histologico. A saude do Ubere foi avaliada diariamente até 60 dias da
lactacdo pela presenca visual de alteracGes no leite, como sangue, grumo e coagulos, pelo
California Mastitis Test (CMT) e por registro sinais clinicos de mastite. A composicao do leite
e contagem de células somaticas foram avaliadas pré e pds-biopsia. A producdo de leite foi
avaliada antes, no dia e durante cinco dias ap6s a biopsia. A producdo, composi¢cdo e CCS
também foram avaliadas diariamente do 4 d até 30 d e quinzenalmente até 210 d ap0s o parto.
As biopsias resultaram em média na obtencdo de 10 campos, contados com a objetiva de 40x.
N&o houve mudancas na morfologia mamaria entre os grupos 2X e 4X em nenhum dos
tempos avaliados. Hemorragias intramamaéria e alteracbes do CMT foram observadas em 96 e
75% das biopsias, respectivamente. Mastite clinica foi diagnosticada em 12% dos quartos
biopsiados. A producéo de leite reduziu nos dias posteriores a biopsia realizada nos dias dois,
14 e 21 da lactacdo, restabelecendo-se em dois dias. A composicdo e a contagem de células
somaticas do leite sofreram alteragdes transitérias. Durante os primeiros 21 dias da lactagéo, o
grupo 4X produziu 2,6 = 0,2 kg/d a mais de leite do que o grupo controle (P < 0,05) e apds
este dia manteve producdo de leite semelhante a do grupo controle até o final da lactacdo (P >
0,05). N&o houve diferenca na producao de leite ao longo dos 210 dias da lactagédo (P > 0,05).
Nos trés periodos avaliados ndo houve diferenca na percentagem de gordura, proteina e
lactose (P > 0,05). No periodo do AFO a CCS, o rendimento de gordura e a producdo de leite
corrigida para 3,5% de gordura foram maiores em 4X do que 2X (P < 0,05), ndo havendo
diferenca apos este periodo e ao longo da dos 210 dias da lactacdo (P > 0,05). A proliferacédo
e apoptose do epitelio, estroma e total de células mamarias, bem como a propor¢éo de tecido
mamario ocupado por alvéolos, estroma, epitélio e Iimen nao foram afetadas pelo AFO (P >
0,05). Mudancas na frequéncia de ordenha durante o inicio da lactacdo nao altera a dindmica
populacdo de células.

Palavras-chave: apoptose, CCS, histologia, histomorfometria, nimero de ordenhas,
proliferagédo



ABSTRACT

The increased milking frequency (IMF) during early lactation stimulates an increase in milk
yield that partially persists through the remainder of lactation. However, the effects of IMF on
cellular turnover and udder health have not been clearly established. The objectives of the
present study were to evaluate the effects of mammary biopsies on tissue characteristics post-
biopsy, udder health and determine the effect of increased milking frequency (IMF) during
early lactation on milk yield, composition and somatic cell count (SCC), histomorphometry,
proliferation and apoptosis in mammary epithelial cells. Sixteen cows % Holstein x Zebu
(HxZ) were randomly distributed into two groups. The control group was milked twice a day
(2X) throughout the entire lactation, and the group subjected to IMF was milked four times a
day (4X) from two to 21 DIM, and twice a day (2X) from 22 to 210 DIM. Mammary biopsies
were performed in eight cows from each group on days 2, 7, 14, 21, and 28 postpartum.
Qualitative and quantitative analyses of the tissues were conducted by histologic examination.
Udder health was assessed daily from calving to 60 DIM with California Mastitis Test (CMT)
and by noting alterations in the milk such as blood, milk clots, blood clots, clinical signs of
mastitis. Milk composition and SCC were analyzed before and after the biopsies. Milk
production was evaluated before biopsy, on the day of biopsy, and after the biopsy. Milk
production, composition and SCC were measured daily from 4 to 30 DIM and then each 15
days until 210 d postpartum. An average of 10 fields at 40x magnification was obtained from
each sample. There were no evident changes in mammary morphology as result of milking
two or four times/d at any of the evaluated time points. Biopsy wounds healed rapidly without
infection. Intramammary bleeding and CMT alterations were observed in 96% and 75% of the
biopsied mammary quarters, respectively. Clinical mastitis was diagnosed in 12% of the
biopsied quarters. Milk production decreased after biopsies done on days 2, 14, and 21, but it
returned to pre-biopsy values within two days. Milk composition and SCC were affected
transiently. During the first 21 d of lactation, milk yield in the 4X was 2.6 £ 0,2 kg/d higher
than the control group (P < 0.05) and after this day maintained milk yield similar to the
control group until the end of the lactation (P > 0.05). There was no difference in milk yield
up to 210 DIM (P < 0.05). In the three periods, there was no difference in the percentage of
fat, protein and lactose (P > 0.05). During the IMF, milk SCC, yield, fat corrected milk
(3.5%) were higher in 4X than 2X (P < 0.05) and there was no difference after this period
and up to 210 DIM (P > 0.05).The proliferation and apoptosis of epithelium, stroma and total
of mammary cells, as well as the proportion of mammary tissue occupied by alveoli, stroma
and lumen were not affected by IMF (P > 0.05). Changes in milking frequency during early
lactation did not alter mammary cell population dynamics

Keywords: apoptosis, histology, histomorphometry, number of milkings, proliferation, SCC
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1. INTRODUCAO GERAL

O leite tem importancia como componente da nutricio humana e para a economia
mundial. Desta forma, otimizar o processo de producdo trard beneficios para o0s
consumidores, produtores e inclusive para os animais, por intermédio de melhorias na
eficiéncia da producdo e saude do animal. Para alcancar tais objetivos é fundamental maior
compreensdo dos mecanismos envolvidos no processo da lactagdo e sua regulagdo. A
producdo de leite, e consequentemente, o tipo de curva da lactagdo é resultante do nimero e
da capacidade secretora das células epiteliais mamarias, sendo o numero de células reflexo do
balanco coordenado entre proliferacdo e apoptose celular (renovacdo celular) (BOUTINAUD
et al., 2004). Em diferentes espécies, 0 aumento da producdo de leite até o pico de producéo é
acompanhado pelo aumento do numero e/ou atividade celular, enquanto que o inverso
caracteriza a queda da producéo apés o pico (CAPUCO et al., 2001).

Sistemas de producdo de leite tem sido tradicionalmente projetados para maximizar a
producdo de leite diaria, na crenca de que isto aumentaria a eficiéncia econémica. A primeira
vista, a maneira mais facil de aumentar a producdo de leite diaria seria aumentar a
proliferacdo celular. No entanto, uma vez que a vaca leiteira, ja estd sujeita a consideravel
pressdo metabdlica no periodo que consiste do parto ao pico de lactacdo, aumentar a producao
destes animais até o pico ndo seria a opcdo mais desejavel. Entdo, devemos nos concentrar
nos eventos que ocorrem apds 0 pico, visando obter maior persisténcia da lactacdo. Desta
forma, o conhecimento sobre o0s processos relacionados a renovacao (proliferacdo e apoptose)
e atividade celular em células mamarias, e como estes sdo regulados, pode proporcionar
ferramentas para manipulacdo da curva de lactagdo, e consequentemente, a sua persisténcia.

Ja sdo conhecidos diversos fatores fisiologicos ou ndo, relacionados a doengas e ao
manejo, como a utilizagdo de hormonios, frequéncia de ordenha e a nutri¢éo, além do status
reprodutivo, que podem ter potencial impacto sobre a proliferacdo e perdas de células durante
a lactacdo. As préaticas de manejo podem estar relacionadas com aumento da proliferacéo
celular e/ou diminuicdo da apoptose, enquanto que doencas, como a mastite desencadeiam o
aumento da apoptose. Portanto, a compreensdo de como a glandula mamaria se comporta, no
plano celular, é essencial para maximizar os efeitos positivos proporcionados pela adogdo

destas praticas de manejo e minimizar os efeitos negativos na ocorréncia de doengas.
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Apesar de estabelecida a importancia do conhecimento da dindmica da populagéo
celular mamaria durante a lactacdo, durante muito tempo, estudos nesta area se restringiram a
amostras obtidas por meio de procedimento de necrdpsia. Pesquisas tem focado no
desenvolvimento de novas técnicas para obtencdo de amostras in vivo, como a técnica
cirrgica (FARR et al., 1996), com utilizacdo de agulhas de biopsia acopladas a sistema
automatico (NGRGAARD et al., 2005), agulha de biopsia utilizando sistema a vacuo
(VANKLOMPENBERG et al., 2012) e o uso de microparticulas obtidas no leite para avaliar
apoptose (POLLOTT et al., 2014). Porém, com excecdo da Ultima técnica, todas as outras,
embora muito utilizadas, ainda apresentam certas limitacfes devido ao seu carater invasivo e
pela restricdo de dados relacionados aos potenciais efeitos adversos da sua utilizacdo sobre a

producdo de leite e satde do Ubere.
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2. REVISAO DE LITERATURA

21  MORFOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA

A glandula maméria é a estrutura responsavel pela sintese e secrecdo do leite. Em
bovinos, a glandula mamaria esta contida no Ubere, 0 qual consiste de tetos, ductos, alvéolos e
0 tecido de suporte. O Ubere possui quatro glandulas mamarias que sao divididas e separadas
em duas metades pelo ligamento suspensor medial, que € responsavel pela fixacdo do Ubere a
parede do corpo (AKERS, 2002). Os quartos dianteiros e traseiros sao separados por uma fina
membrana de tecido conjuntivo. Nao ha ligacdo interna entre o sistema de ductos dos quartos
mamarios (FRANZ et al., 2009).

O leite é drenado do tecido secretor para a cisterna da glandula a partir dos ductos
primarios ou interlobulares. O teto permite a saida do leite da cisterna da glandula para o0 meio
externo, passando pela cisterna e canal do teto. Existem trés tipos de tecido na glandula
mamaria: tecido adiposo, tecido conjuntivo (estroma) e tecido secretor (parénquima). O tecido
adiposo é o tecido sobre o qual os ductos crescem (NEVILLE et al., 1998). O estroma é o
tecido conjuntivo que envolve os alvéolos e fornece suporte estrutural para a glandula
mamaria (AKERS, 2002). O parénquima € o tecido secretor, o qual contém sistema de ductos
e lobos. Os lobos sdo compostos por varios lobulos, que incluem os grupos de alvéolos e seus
ductos vizinhos, também chamados de ductos secundérios ou intralobular (MCMANAMAN e
NEVILLE, 2003). Os alvéolos sdo compostos por dois principais tipos de células epiteliais:
basal e luminal. As células epiteliais basais sdo formadas por células mioepiteliais, que
constituem a camada externa dos alvéolos que tem como fun¢do contrair os alvéolos a partir
da acdo do horménio ocitocina, promovendo a expulsao do leite, e uma pequena populacdo de
células-tronco, a partir das quais sdo formados os diferentes tipos celulares observados na
glandula mamaria. As células epiteliais luminais sdo constituidas por uma Unica camada de
células enquanto que o tecido ndo secretor, duas ou mais camadas (AKERS, 2002;
MCMANAMAN e NEVILLE, 2003). O epitélio luminal e basal forma uma bicamada de
estrutura tubular que permite desenvolver a funcdo de producéo de leite durante a lactacéo.
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2.2  DESENVOLVIMENTO E FUNCAO DA GLANDULA MAMARIA

O desenvolvimento da glandula mamaria é um processo continuo que tem inicio ainda
na vida fetal, se estendendo durante toda a vida adulta (SVENNNERSTEN-SJAUNJA e
OLSSON, 2005). Com excecdo do desenvolvimento que ocorre durante a vida fetal, as quatro
fases de desenvolvimento da glandula mamaria estdo relacionadas com a reproducdo, e
ocorrem durante a pré e pos-puberdade, gestacao, lactacdo e periodo seco. O desenvolvimento
da glandula mamaria é controlado por uma interacdo entre hormonios enddcrinos e fatores
produzidos dentro do tecido mamario que promovem mudangas na morfologia e dinadmica
celular ao longo de todas as fases do desenvolvimento (NEVILLE et al., 2002). As estruturas
béasicas da glandula mamaria e ramificacdo dos ductos sdo formadas durante a fase fetal, pré e
pos-puberal, respectivamente, mas a glandula mamaria ainda sofre extensa transformacéo nas
etapas seguintes de desenvolvimento (MACIAS e HINCK, 2012). Nesta revisdo sera
abordado apenas o desenvolvimento da glandula mamaria durante a gestacdo, lactacdo e

periodo seco.

2.2.1 Gestacao

A glandula mamaria sofre diversas transformacdes para se preparar para lactacdo. Estas
mudangas que ocorrem durante a gestacdo requerem desenvolvimento e lactogénese da
glandula maméria. O crescimento mamario acelera com ao avancar da gestacao, tendo durante
o0 estadio final, maximo crescimento, que coincide com o maior crescimento fetal. Por isso, a
gestacdo é considerada o periodo de maior crescimento e de extrema importancia na
determinacdo do numero de células da glandula em lactacéo, o que influencia diretamente sua
producédo de leite.

Apos a concepgdo, a manutengdo do corpo luteo e a placenta sdo responsaveis por
produzir e manter elevada a concentracdo sanguinea de progesterona ao longo de toda a
gestacdo, apresentando queda proximo ao parto. Enquanto que as concentracfes de estradiol
aumentam gradualmente durante a gestagdo, com maior concentracdo durante as ultimas
semanas antes do parto (BELL, 1995). Consequentemente, estes hormonios estdo
simultaneamente em altas concentragdes, principalmente durante sua porgéo final da gestagéo.

O crescimento acelerado durante a gestacdo é provavelmente devido ao aumento das
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concentragdes e da secrecdo sincronica entre estrogénio e progesterona. O estrogénio estimula
0 desenvolvimento dos ductos mamarios, principalmente durante os trés a quatro primeiros
meses de gestacdo, e a progesterona e estrogénio juntos estimulam o desenvolvimento do
tecido alveolar que inicia apos o quinto més (AKERS, 2002). Além das concentragdes dos
hormonios esterdides, fatores como a habilidade do tecido maméario em responder a estes
horménios também devem ser levados em consideracdo. Embora muitos pesquisadores
considerem que receptores especificos para estes hormdnios sejam pouco expressos,
SCHAMS et al. (2003) reportaram expressao significativa dos receptores de estrogénio (RE) e
progesterona (RP) ao longo da gestacéo, lactacdo e involugdo em bovinos. Dados obtidos em
camundongos, em que 0S receptores de estrogénio e progesterona foram excluidos,
confirmam que a ligacdo do estrogénio ao seu receptor promove sinalizacdo essencial para a
morfogénese dos ductos, enquanto que a sinalizagdo promovida pela ligagéo da progesterona
ao seu receptor € critica para o desenvolvimento lébulo-alveolar (SVENNNERSTEN-
SJAUNJA e OLSSON, 2005). Contudo, em condicdes fisiologicas normais, o estradiol pode
estimular indiretamente a formacao lébulo-alveolar por induzir a expressdao de RP mamarios
via RE. O contrario também foi observado in vitro, sendo necessarias mais pesquisas para
confirmar esta interacdo (ATWOOD et al., 2000). A resposta mitogénica induzida pelo
estrogénio e progesterona pode ser mediada via secrecdo paracrina de fatores de crescimento
pelas células do epitélio mamario negativas para RE/RP, que entdo estimula o epitélio celular
a proliferar (TUCKER, 2000).

No entanto, os hormonios esterdides na auséncia dos horménios hipofisarios apresentam
pouca ou nenhuma atividade mamogénica. Estudo em ratos e camundongos apds a remogao
da hipofise e dos ovarios, ou da hipéfise, dos ovarios e da adrenal demonstraram que além do
estrogénio, a somatotropina ou hormdénio do crescimento (GH) e corticoide também s&o
necessarios para o desenvolvimento dos ductos (TUCKER, 2000). Se progesterona e
prolactina forem adicionadas a esta combinacéo, o crescimento l6bulo-alveolar é estimulado
(NEVILLE et al., 2002). Apesar da presenca dos hormonios hipofisarios serem importantes,
mas ndo limitantes para o desenvolvimento mamario, ainda ndo foi completamente
estabelecido se a prolactina ou 0 GH predomina sobre a mamogénese em bovinos (AKERS,
2006). Experimentos com avaliacdo génica tem demonstrado que a formagdo das estruturas
I6bulo-alveolares em resposta a ativagdo dos receptores de progesterona e prolactina
estimulam as vias Start5, ciclina D1 e Wnt (MCMANAMAN e NEVILLE, 2003), que sdo
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responsaveis pela ativacdo de fatores de transcricdo especificos que controlam a transicdo

pelas diferentes fases do ciclo celular, ou seja, a proliferacao celular.

2.2.2 Lactagéo

Lactogénese (inducéo da sintese do leite) é o processo de diferenciacdo celular em que o
epitélio mamario adquire a habilidade de sintetizar os componentes do leite e que ocorre em
dois estadios distintos (NEVILLE et al., 2002). O primeiro estadio tem inicio ainda durante a
gestacdo e consiste na parcial diferenciacdo enzimatica e citoldgica das células alveolares que
resulta em limitada secrecéo de leite. Enquanto o segundo estadio da lactogénese consiste na
sintese e secrecdo de todos os componentes do leite que se inicia pouco tempo antes do parto
com a sintese do colostro (AKERS, 2006). Nesta fase observam-se maior absorcdo de
precursores sanguineos, fechamento das tight junctions, aumento da expressdo de genes que
sintetizam proteina e inicio da sintese de lactose. As vesiculas secretoras se localizam na
regido apical das células e também passam a ser secretadas para o lumen (NGUYEN et al.,
2001; NEVILLE et al., 2002). Os principais promotores da diferenciacdo celular durante a
lactogénese sdo a prolactina e os glicocorticoides, que aumentam suas concentragdes durante
o final da gestacdo. Em ruminantes voltados para a producdo de leite, hd aumento na
concentracdo de prolactina, enquanto que aguda secrecdo de glicocorticoides ocorre no dia do
parto (BELL, 1995; AKERS, 2002). A prolactina age aumentando a expressdo génica das
proteinas do leite, principalmente da caseina e a-lactoalbumina, por meio da ativacdo da
molécula Start5 (transdutora e ativadora do sinal da transcricdo 5) que intermedeia os efeitos
da prolactina (TUCKER, 2000). J& os glicocorticoides, principalmente o cortisol, tem por
funcdo potencializar a acdo da prolactina ao participar da regulacdo do fechamento das tight
junction (STELWAGEN et al., 1998), captacdo de glicose pela glandula mamaria
(PATERSON e LINZELL, 1974), além de interagir com a Start5 melhorando a ac¢do da
prolactina sobre a inducéo da expressdo génica da p-caseina (AKERS, 2002). Contudo, outros
horménios podem modular positivamente ou negativamente a acdo destes hormonios. O
estrogénio estimula a producdo de prolactina e seus receptores (TROTT et al., 2009). A
progesterona tem efeito inibidor sobre os hormonios lactogénicos ao competir pelos
receptores de glicocorticoides, impede o sinergismo entre estrogénio e prolactina, além de

inibir a sintese e a acdo da prolactina (AKERS, 1985). Por isso, alta concentracdo de
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progesterona inibe o inicio da lactogénese e esta s6 é permitida proximo ao parto com a queda
de sua concentracdo. Apds estabelecida a lactacdo a progesterona ndo exerce efeito algum
sobre a producdo de leite ou funcdo mamaria devido a auséncia ou baixa expressdo de seus
receptores no epitélio mamario (HASLAM e SHYAMALA, 1980).

Galactopoiese consiste nas alteracdes hormonais, morfoldgicas e na dindmica da
populacdo celular para a manutencdo da lactacdo que requer nimero de células, capacidade
secretora por células e eficiéncia no processo de ejecdo do leite (TROTT et al., 2012).
Embora ocorram variagdes entre diferentes espécies, a manutencdo da lactacéo é regulada por
hormonios chave como a prolactina, GH, ocitocina e hormonios tireoidianos (TRAVERS et
al.,, 1996). Com a lactacdo estabelecida, prolactina é liberada durante a ordenha ou
amamentacdo, indicando a sua funcdo na manutencdo da lactacdo. A administracdo de um
inibidor da liberacdo de prolactina esta associada com a reducdo da atividade, da
sobrevivéncia e da proliferagédo celular, sugerindo que a prolactina liberada durante a ordenha
é importante para a manutencdo do epitélio celular mamario em diferenciacdo (BOUTINAUD
et al.,, 2012; BEN CHEDLEY et al., 2011). O efeito galactopoiético do GH em vacas em
lactacdo é demonstrado pelo uso exdgeno deste horménio que resulta na manutencdo da
lactacdo e aumento da producéo de leite entre 10 e 15% (BAUMAN, 1992). Em ruminantes
especula-se que o efeito do GH sobre a glandula mamaria é mediado via Fator de
Crescimento Semelhante a Insulina - I (IGF-I) que promove a manutencdo do numero de
células pelo aumento da proliferacdo (KNIGHT et al., 1990; CAPUCO et al., 2001) e
sobrevivéncia das células mamarias (BALDI et al., 2002; BOUTINAUD et al., 2004), além de
aumentar a disponibilidade de nutrientes para a glandula mamaria sintetizar os componentes
do leite (BAUMAN, 1992). Se o GH age diretamente na glandula mamaria ou apenas via
producdo local de IGF-I ou via IGF-1 produzido no figado ainda ndo foi totalmente
estabelecido. No entanto, a presenca de receptores de GH no estroma e epitélio mamario de
ratos sugere que este hormoénio possa ter efeito direto sobre a funcdo e/ou diferenciacdo das
células do epitélio mamério (ILKBAHAR et al., 1999). A ocitocina esta envolvida na ejecéo
do leite principalmente pela ativacdo das células mioepiteliais, embora para BALLOU et al.
(1993) a ocitocina também pode afetar diretamente a producdo ou manutencdo de células
epiteliais mamarias. Especula-se que a funcdo da tiroxina é aumentar a atividade secretora das
células melhorando o efeito de outros hormdnios como a prolactina e GH (CAPUCO et al.,
1989).
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O numero de células dentro de um 6rgdo ou tecido depende da taxa de proliferacdo
(surgimento de novas células por diviséo celular — mitose) e morte celular (apoptose - morte
celular programada). De acordo com CAPUCO et al. (2001) a glandula mamaria cresce
quando a taxa de proliferacdo excede a de apoptose, regride quando a taxa de apoptose é
maior que a taxa de proliferacdo celular e o nimero de células se mantém constante ao se
igualarem as taxas de proliferacdo e apoptose. Logo, a taxa de renovacdo celular pode ser
definida como o balanco entre a proliferacdo celular e apoptose. KNIGHT e PEAKER (1984)
estimaram o numero de células mamérias e a sua atividade secretora durante a lactacdo de
cabras. Este estudo demonstrou que o aumento da producdo de leite durante o inicio da
lactacdo foi resultado do aumento do numero de células, seguido do aumento da atividade
secretora por célula. CAPUCO et al. (2001), SORENSEN et al. (2006) e NORGAARD et al.
(2008) avaliaram a dindmica celular maméaria durante a lactagdo de bovinos e observaram que
a taxa de proliferacdo celular se mantém baixa e constante ao longo da lactagdo enquanto que
a taxa de apoptose apresenta pico no dia 14 da lactacdo e depois declina, permanecendo
constante até o final da lactacdo. Embora baixas taxas de apoptose e proliferacdo celular
ocorram durante a lactagdo, extensa renovacdo celular, com aproximadamente 50% de
substituicdo das células ocorre ao longo da lactacdo. Isto sugere que o aumento da
proliferacdo celular mamaria, evidente durante a gestacdo e periodo seco, ndo continua no
inicio da lactacdo. Segundo CAPUCO et al. (2001) o aumento da producéo de leite durante o
inicio da lactacdo se deve a elevacdo da atividade secretora por célula, na auséncia de
crescimento mamario, uma vez que a taxa estimada de proliferacdo celular (0,3% por dia) foi
menor que a de apoptose (0,56% por dia), 0 que caracteriza gradual reducdo do nimero total
de células mamarias com o avancar da lactacdo. No entanto SORENSEN et al. (2006) e
NPRGAARD et al. (2008) ndo encontraram resultados consistente em relagdo ao aumento da
atividade celular durante o inicio da lactacéo.

Ap0s o pico da lactacdo, tanto para caprinos (KNIGHT e PEAKER, 1984) quanto para
bovinos (CAPUCO et al., 2001; SORENSEN et al., 2006) a diminui¢do da producédo de leite
com o avancar da lactacdo, ou seja, o formato da curva da lactacdo esta relacionado
primeiramente com o processo de renovagdo celular que leva ao declinio do numero de
células. Contudo, durante o final da lactagcdo, quando as vacas estdo concomitantemente
lactantes e gestantes é provavel que a atividade secretora das células também decline,

acompanhando o avancar da gestagdo, consistente com a coordenada adaptacdo metabolica
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requerida pela gestacdo e lactacdo. Este efeito é facilmente perceptivel durante o final da
gestacdo, quando se observa aumento no numero de células epiteliais mamarias

simultaneamente com o rapido declinio na producéo de leite (CAPUCO et al., 1997).

2.2.3 Periodo seco

A interrupcdo das ordenhas ou desmama do bezerro resulta em mudancas rapidas no
tecido maméario (HURLEY, 1989). Em vacas, a adocdo de um intervalo ndo lactante é
fundamental para maximizar a produgdo de leite da lactagdo subsequente. A auséncia ou
reduzida duracdo do periodo seco resulta em diminuicdo em até 20% da producéo de leite da
lactacdo seguinte, tendo como intervalo recomendado de duracdo do periodo seco entre 40 a
60 dias (REMOND et al., 1997; SORENSEN e ENVOLDSEN, 1991). Varias hipéteses foram
propostas para explicar a necessidade do periodo seco, entre elas pode-se destacar o
restabelecimento de reservas corporais, regeneracdo do tecido mamario e otimizacdo dos
beneficios dos eventos enddcrinos proximo ao parto (SMITH et al., 1967). Contudo,
atualmente este manejo se justifica por razdes que se concentram mais na glandula mamaria
do que sobre o status nutricional e/ou enddcrino do animal (ANNEN et al., 2004).

Alteracbes na composicdo da secrecdo mamaria durante a fase inicial do periodo seco,
como a reducdo da concentracdo de lactose, gordura e potéssio, e aumento das concentracdes
de proteina, imunoglobulinas, células somaticas e sodio, indicam rapida mudanga nos
mecanismos envolvidos na sintese e secrecao do leite (HURLEY, 1989). Para compreender o
que ocorre durante este periodo € necessario avaliar as mudancas morfologicas e citologicas
do tecido em associacdo com a dindmica da populacdo celular mamaria. Analises
morfomeétricas demonstram que a area ocupada pelo epitélio mamario ndo reduz e as
estruturas alveolares permanecem intactas durante o periodo seco (CAPUCO et al., 1997;
WILDE et al., 1997; HOLST et al., 1987). Diferente do observado no periodo de involugdo
mamaria de roedores ndo gestantes, onde com dois dias de estase do leite ocorre o
desprendimento das células epiteliais da membrana basal para o limen (RICHARDS e
BERSON, 1971) e perda de mais de 70% da populagdo celular durante este periodo
(KNIGHT e PEARK, 1982). Por estas diferencas o roedor passou a ndo ser o melhor modelo

animal para se estudar o periodo seco em bovino.
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De acordo com HURLEY (1989), o periodo seco em vacas leiteiras pode ser dividido
em duas fases: a involugdo ativa ap0s a interrupcdo da retirada do leite, seguido de um
periodo de remodelacdo antes da proxima lactagdo. Durante a fase de involucédo, a area do
limen alveolar diminui em associagdo ao aumento da area de estroma interalveolar
(CAPUCO e AKERS, 1999). Também foi observada a presenca de alteracdes citoldgicas
como acumulo de produtos secretados e formacdo de grandes vesiculas, devido a diminuicédo
de vesiculas secretoras que se fundem com a membrana apical das células epiteliais
mamarias, reducdo do tamanho e quantidade de organelas citoplasméaticas e enzimas
envolvidas na sintese do leite e aumento da permeabilidade das tight junctions (HOLST et al.,
1987). Apds trés a quatro semanas de involucdo tem inicio a préxima fase do periodo seco.
Esta fase mamogénica é caracterizada por remodelacéo da glandula, em que ocorre 0 inverso
do observado na fase de involugdo, apresentando células preparadas para a sintese e producao
de leite e maior proporcédo de area luminal em comparacéo a area de estroma (CAPUCO et al.,
1997; HURLEY, 1989; SORDILLO e NICKERSON, 1988).

Além das mudancas morfologicas, o periodo seco também € caracterizado pela perda de
células mamaria por morte celular programada (apoptose). Segundo WILDE et al. (1997), sete
dias depois de cessadas as ordenhas, pode-se observar elevada taxa de apoptose de 4,8% em
tecido mamario bovino, duas vezes maior do que o observado no final da lactacdo. Durante o
periodo seco de vacas gestantes 0 comportamento da populacdo de células mamarias consiste
em elevadas taxas de apoptose no inicio do periodo seco com reducdo destas com o avancar
do periodo seco e proximidade do parto, enquanto ocorre aumento significativo na
proliferacdo de células do inicio para o final do periodo seco (CAPUCO et al., 1997,
SORENSEN et al.,, 2006; NORGAARD et al., 2008). Durante o final da gestagdo,
particularmente oito dias antes do parto, o crescimento mamario € maximizado devido a
reduzida apoptose e maxima proliferacao celular (FITZGERALD, 2004). Estes resultados em
conjunto demonstram que durante o periodo seco de vacas gestantes ndo ocorre perda do
epitélio celular, mas sim renovacdo do mesmo pela substituicdo de células senescente, devido
a sobreposicdo dos efeitos mamogénicos da gestacdo sobre os efeitos apoptoticos induzidos
pela estase do leite, por isso, o periodo seco foi mais recentemente caracterizado com periodo
regenerativo e ndo de involugdo propriamente dito (CAPUCO e ELLIS, 2013).

Assim como as outras fases da lactacdo o periodo seco tambeém esta sobre o controle

enddcrino. Experimentos in vitro demonstraram que a morte celular do epitélio mamario por
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apoptose esta relacionada com reducdo das concentragdes de PRL, GH e IGF-I1. ACCORSI et
al. (2002) conduziram experimento para avaliar os efeitos da PRL, GH e IGF-I sobre a
involucdo na glandula mamaria de vacas. Estes autores demonstraram que a falta de PRL, GH
ou IGF-I aumentou a apoptose celular. O GH estimula a sintese de IGF-I enquanto que a
prolactina otimiza a sua acdo através da supressdo de IGFBP-5 (proteinas de ligagdo ao IGF-1)
que tem funcdo pré-apoptotica e de inibicdo sobre o IGF-I. Desta forma, assim como para 0s
roedores, a reducdo das concentracBes de prolactina pode ser considerada um dos principais
sinais controladores da morte celular durante o periodo seco (ACCORSI et al., 2002). Além
do controle hormonal, outro fator como uma glicoproteina produzida pelas células epiteliais
mamarias denominada FIL (Feedback inibidor da lactacdo) tem sido envolvido na reducdo da

sintese do leite durante o periodo seco, ap0s a cessacdo da ordenha (KNIGHT et al., 1998).

2.3 PROLIFERACAO CELULAR

Proliferacdo celular consiste na producdo de duas células geneticamente iguais a partir
de uma Unica célula, sendo que, para realizacdo deste processo, geralmente, € necessario que
ocorra crescimento seguido de diviséo celular. Este processo ocorre em etapas bem definidas,
intérfase e mitose (Fase M), que juntas formam o ciclo celular. A intérfase consiste no
periodo em que a célula sintetiza novas proteinas e replica o seu DNA, engquanto que a mitose
é a fase que ocorre a divisdo celular propriamente dita. A proliferacdo celular pode ser
estimulada em condigdes fisiologicas ou patoldgicas, tendo como exemplo, respectivamente,
a proliferacdo das células endometriais sobre estimulo do estrogénio no ciclo menstrual e a
morte celular ap6s injdria dos tecidos. No entanto, a desregulacdo em qualquer fase do ciclo
celular, como erros durante a transcricéo e sintese do DNA, pode gerar producdo demasiada e
descontrolada de células, dando origem a tumores (OGINO et al., 2005).

Apesar de células em proliferacdo serem observadas na maioria dos tecidos, ndo se sabe
se todas as células dos diferentes tecidos possuem a capacidade de se multiplicarem. A
proliferacéo celular é, basicamente, controlada pelo ambiente e o estadio de diferenciacdo das
células. Desta forma, em tecidos normais, a proliferacdo celular, geralmente, é restrita a
células que tem capacidade de reconstituir o tecido, ou seja, a maioria dos tecidos possuli

células especificas com esta capacidade, que sdo denominadas células-tronco.
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2.3.1 Célula-tronco

As células-tronco sdo células indiferenciadas e ndo especializadas, caracterizadas pelo
seu potencial de auto-renovacdo e que podem se dividir de forma simétrica ou assimétrica.
Quando a célula-tronco se divide simetricamente, ela da origem a duas células-tronco filhas e
expande a populacdo de células-tronco, enquanto que a divisdo assimétrica resulta em uma
célula-tronco (auto-renovacdo) e outra celula progenitora, sendo esta Ultima apresentando
capacidade restrita de diferenciagdo (CAPUCO e ELLIS, 2013). As células progenitoras
podem ou ndo serem submetidas a mais divisGes. Caso isso ocorra, levaria as células a
completa diferenciacdo, o que significa que estas agora apresentam funcao especifica e ja ndo
podem mais sofrer divisdo (SLACK, 2000). A maioria dos tecidos é composta por este tipo
celular, assim a proliferacdo ¢ normalmente, controlada de tal forma que apenas algumas

células em particular no corpo estejam se dividindo.

2.3.2 Ciclo celular

A sequéncia de eventos que ocorre na presenca de estimulos adequados resulta na
multiplicacdo das células por meio de repetidos ciclos de divisdo celular denominado ciclo
celular (BERRIDGE, 2012). As células que sdo capazes de receber este estimulo e dar inicio
ao ciclo celular sdo as células-tronco que na maioria das vezes, apresentam-se em repouso, ou
seja, taxa zero de crescimento (G0). Ap6s estimulo, dar-se inicio a intérfase, fase que interpde
a duas mitoses, a qual é responsavel pela maior parte do tempo em cada ciclo celular,
podendo levar horas ou até mesmo dias para se processar (EKHOLM et al., 2001). No
entanto, a sua velocidade depende do tipo celular. A derme e mucosa intestinal, por exemplo,
necessitam renovar-se constantemente e, por isso, sua intérfase tem duracdo menor se
comparada a de outras células. Esta fase é subdividida em trés outras, G1, S e G2 (OSHIMA e
CAMPISI, 1991).

G1 é a fase preparatoria para o periodo de sintese de DNA (S), que tem como funcao
promover o inicio do crescimento celular, resultante da maior sintese protéica e RNA. Ao
final desta fase, ocorre o primeiro ponto de restricdo (R) ou checagem do ciclo celular, que
verifica se a célula tem capacidade de passar para fase S (replicacdo do DNA) da intérfase, ou

seja, checa se 0 DNA ndo precisa de reparos, se 0 volume celular é suficiente e se 0 ambiente
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é adequado para a divisdo celular. Além disso, é a partir da passagem deste ponto que a
divisdo celular se torna irreversivel (BERRIDGE, 2012).

Finalizado o ponto de restricdo da fase G1 com sucesso, tem inicio o periodo de sintese
do DNA (S), que resumidamente consiste na maior producdo da enzima DNA polimerase e
RNA, que resulta na duplicagcdo do DNA. Nesta fase ocorre a separa¢do das duas cadeias que
constituem a dupla hélice, em que cada nucleotideo serve de molde para a sintese de uma
nova molécula de DNA devido a polimerizacdo de desoxinucleotideos sobre 0 molde da
cadeia inicial, gracas a atividade da DNA polimerase. Esta duplicacdo obedece ao pareamento
de bases, em que a adenina (A) pareia com a timina (T) e a citosina (C) com a guanina (G), e
como resultado observa-se a formacdo de uma molécula filha que é a replica da molécula
original. A célula agora possui o dobro da quantidade de DNA (OSHIMA e CAMPISI, 1991).

O ultimo periodo da intérfase € o G2, que apresenta funcdo semelhante a da fase G1,
porém em menor intensidade, além de ser nesta fase que ocorre o segundo ponto de restricao.
Neste momento, a célula volta a certificar se 0 DNA foi corretamente duplicado e se ha
necessidade de maior tempo para o crescimento celular. Ao fim do periodo G2, a célula esta
em condigdes de iniciar a mitose (KUMAR et al., 1992).

O periodo mitético caracteriza-se pela baixa atividade bioquimica, no qual a maior parte
da atividade metabdlica, e em especial a sintese de macromoléculas, esta deprimida. A fase
M (mitose) é relativamente curta (aproximadamente 1 hora em um ciclo celular de 24 horas) e
se encontra dividida em varios passos, que tem inicio com a profase, seguido pela
prometafase, metafase, anafase e finalmente a teléfase, culminando no processo de citocinese
que consiste na divisdo da célula em duas metades iguais (BERRIDGE, 2012). As fases da

mitose apresentam-se resumidas na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Principais eventos que ocorrem durante as fases que representam a mitose celular
Fases da Mitose Principais eventos
Condensacao cromossdmica para formar cromatides-irmés e formacéo

Préfase o L,
do fuso mitdtico e do cinetécoro
. Desestruturacdo do envoltorio nuclear e ligagdo dos cromossomos ao
Prometafase .
fuso mitotico
Metafase Formacao da placa equatorial ou metafasica (cromossomos dispostos

pelo fuso no centro da célula)
Anafase Separacdo das cromatides-irméas em pélos opostos

Descondesacdo cromossdmica, formacao: nucléolo e envoltoério

Telofase SR - . o
nuclear e inicio e fim da divisdo do citoplasma (citocinese)
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2.3.2.1 Mecanismos de controle

Proliferacdo celular € um processo extremamente coordenado, em que a progressao
pelas fases do ciclo celular é regulada, de forma precisa, por uma rede bioquimica complexa,
que sinaliza 0 andamento e as passagens por G1, S, G2 e M. O ciclo celular é regulado por
mecanismos de controle que sdo divididos em duas partes. A primeira parte engloba a
sinalizacdo extracelular que pode ativar ou inibir o inicio do ciclo celular, enquanto que a
segunda parte é caracterizada pela sinalizacdo intracelular que regula a transicdo entre as
diferentes fases do ciclo de forma coordenada.

2.3.2.2 Sinalizacao intracelular ou intrinseca

A via de sinalizacdo intracelular tem inicio apds a ocorréncia do estimulo mitético
extracelular, que sinaliza a saida da célula da fase G1 e sua preparacdo para entrar na fase S.
Ao final da fase G1, terminado o ponto definido como ponto de restricdo, o sistema que
regula a progressao do ciclo se torna independente da sinalizacdo extracelular, passando a ser
controlado positivamente por mecanismos intracelulares que envolvem a ativacdo sequencial
de uma familia de proteinas chamadas de quinases dependentes de ciclinas (CDKSs)
(PARDEE, 1974). A ativacdo desta enzima é dependente da sua associa¢do a uma subunidade
reguladora positiva pertencente a familia das ciclinas, formando complexo catalitico ativo
ciclina-CDK (SHERR e ROBERTS, 1999). As subunidades das CDKs estdo presentes ao
longo de todo o ciclo celular, enquanto que as das ciclinas sdo produzidas e degradadas em
periodos especificos do ciclo, proporcionando regulacdo temporal do complexo ciclina-CDK.

Os principais complexos ciclina-CDK, envolvidos no ciclo celular, estdo listados na tabela 2.

Tabela 2. Principais complexos ciclina-CDK, envolvidos no ciclo celular

Nome do complexo ciclina- Nome do componente Nome do componente
CDK ciclina CDK
G1-CDK CiclinaD CDK4, CDK6
G1/S-CDK Ciclina E CDK2
S-CDK Ciclina A CDK2

M-CDK CiclinaB CDK1
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A passagem da célula do estadio inicial de G1 para o final exige a sintese de ciclina E.
No entanto, a transcricdo do gene da ciclina E, s6 é realizada na presenca do fator de
transcricdo E2F, fator este codificado por um grupo de genes chamado de E2F e que também
é responsével pela transcri¢do de outros genes importantes para a fase S, como por exemplo, 0
gene que codifica a ciclina A e a enzima DNA polimerase (DAHIYA et al., 2000). Em células
que ndo estdo se proliferando ou estdo na fase G1 inicial, o fator de transcricdo E2F esta
reprimido por uma proteina que se liga a ele, chamada de retinoblastoma (Rb). A Rb é uma
proteina fosfo-nuclear, que desempenha papel chave na regulacdo do ciclo celular,
encontrando-se ativa em seu estado hipofosforilado e inativa no hiperfosforilado. Proximo a
metade da fase G1, ocorre a ativacdo do complexo G1-CDK, a partir de estimulos
extracelulares, que fosforila a proteina Rb inativando-a, reduzindo sua afinidade pelo fator de
transcricdo E2F. Isto resulta em uma onda de liberagdo do fator de transcricdo E2F,
permitindo a transcricdo do gene da ciclina E. A proteina ciclina E se liga a quinase CDK2
para formar o complexo G1/S-CDK que contribui para a fosforilagcdo da Rb, mantendo sua
inatividade durante a passagem de G1 para S. A autosuficiéncia do complexo G1/S-CDK em
manter a Rb inativa, caracteriza a passagem pelo ponto de restricdo, uma vez que a expressao
de ciclina E é regulada positivamente pelo E2F, ndo dependendo da sinalizacdo extracelular
como a ciclina D (CONRADIE et al., 2010). Posteriormente, a ciclina E é degradada e
substituidas pelas ciclinas A e B, que fardo complexos com a CDK2 e 1, respectivamente,
sendo estes responsaveis por manterem a fosforilacdo da Rb durantes as fase S, G2, G2/M
(FANG e NEWPORT, 1991).

Além da proteina Rb, inibindo as reacfes intracelulares do ciclo celular, existe um
grupo de proteinas, as inibidoras das CDK (CDKI), que agem diretamente sobre o0s
complexos ciclinas-CDK, bloqueando a sua atividade quinatica, o que resulta na inibicdo da
fosforilacdo da proteina Rb. Estas proteinas sdo responsaveis pelo bloqueio do ciclo celular
apos a passagem pelo ponto de restricdo (BERRIDGE, 2012). As CDKI sao divididas em
duas classes: especificas e ndo especificas. As CDKI especificas sdo formadas por um grupo
de proteinas denominadas inibidoras de CDK4 (Ink4-inhibitors of Cdk4), representada pela
proteina p15, p16, p18 e p19, que inibem especificamente os complexos de ciclina formados
pelas CDK4 e 6 (VERNELL et al., 2003). Ja a classe de CDKI nédo especifica é chamada de
Cip/kip, constituida pela p21, p27 e p57. Estas proteinas, dando destaque para a p21, tem
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como efeito supressor sobre a inibicdo da atividade do complexo formado com a CDK 2 (LIU
et al., 2003).

2.3.2.3 Sinalizacéo extracelular ou extrinseca

A sinalizacdo extracelular da proliferacdo € regulada por uma cascata de processos que
envolvem grande nimero de moléculas e vias interligadas. O primeiro evento que inicia a
proliferacdo celular ocorre com a ligagdo de moléculas especificas, como os fatores sollveis
ou as proteinas da matriz extracelular que sdo designados como fatores de crescimento, a
receptores especificos na membrana extracelular (NELSON e CHEN, 2002). Esta sinalizacéo
tem como principais funcdes, estimular a transcricdo de genes que estdo silenciosos nas
células em repouso, 0s quais iram regular a entrada das células no ciclo celular.

Sao conhecidas aproximadamente 50 proteinas que atuam como fatores de crescimento,
liberados por varios tipos celulares, de acordo com as necessidades do organismo. Desta
forma, as células que possuem o receptor especifico para um determinado fator de
crescimento serdo iniciadas no ciclo, enquanto as que ndo expressam este receptor em sua
superficie permanecerdo inativas. Os fatores de crescimento podem ser divididos em duas
grandes classes: de ampla especificidade, que atuam sobre muitos receptores, e
consequentemente, sobre muitas classes de células (ex: EGF — Fator de Crescimento
Epidermal); e de estreita especificidade, que atuam sobre células especificas (OSHIMA e
CAMPISI, 1991). Com base nas fontes de origem dos fatores de crescimento e a localizagao
de seus receptores, estes podem ser classificados em trés modelos de sinalizacdo: autocrino
(receptor e ligante sdo produzidos pela mesma célula), paracrino (ligante sdo produzido por
células vizinhas das que expressdo os receptores ou os ligantes ficam ancorados nas células
que os produzem e sua ligacdo com receptor deve ser feito por meio da interacdo celula a
célula) e enddcrino (os receptores sdo expressos em células distantes do local de sintese dos
ligantes) (LODISH et al., 1995).

Os receptores dos fatores de crescimento sdao muito complexos, formados por grandes
proteinas que atravessam a membrana plasmatica. Estes receptores apresentam dominio
extracelular que reconhece os fatores de crescimento e porcao citoplasmatica que pode variar
de acordo com sua atividade enzimatica, como por exemplo, receptor de tirosina quinase e

receptor serina/treonina quinase. O complexo ligante-receptor tem a capacidade de induzir a
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transmissdo de sinais citoplasmaticos por meio de ativacdo de quinase. O proximo passo
consiste na transducdo do sinal citoplasmatico para o nucleo da célula, realizado por grupo
heterogéneo de moléculas conhecidos como segundo mensageiros, que incluem varias
proteinas forforiladas por quinase (Fosfato de inositol, AMP ciclico, e fons, incluindo Ca*?,
H* e Zn*?). Os segundos mensageiros transferem estas informacdes ao nlicleo e modulam a
transcricdo de gene por meio da ativacdo de fatores de transcricdo. Os fatores de transcricao
responsaveis pela regulacao da proliferacdo celular sdo produtos de varios genes que podem
estimular, tais como os genes c-Myc e c-JUN (OSHIMA e CAMPISI, 1991), ou inibir o ciclo
celular, como o gene p53 (TAYLOR e STARK, 2001).

Desta forma, a ativacdo de genes que promovem estimulos positivos sobre a
proliferacdo celular pode provocar aumento da expressdo de genes promotores da ciclina D,
resultando na sua producdo, e posterior ativacdo do complexo G1-CDK, que induz o inicio da
fase G1 da divisdo celular. O complexo G1-CDK age sobre a proteina retinoblastoma
removendo o efeito inibidor sobre E2F, ativando a formacdo da ciclina E e A, que sdo
responsaveis por direcionar o ciclo celular dentro das células (FANG e NEWPORT, 1991).

No entanto, existem fatores de crescimento, como Fator Transformador do Crescimento
— B (TGF-B) que inibem o ciclo celular a partir da ativagdo do fator transcri¢do Smad,
interferindo sobre a ativagdo das ciclinas. TGF-p regula positivamente a proteina pl5, por
exemplo, representante das proteinas inibidoras de CDK, que por sua vez possui efeito
supressor sobre o complexo ciclina-CDK.

Ja a proteina p53 é um fator de transcricdo essencial na inibicdo do ciclo celular, que é
ativado por lesbes no DNA, além de participar como ativador da apoptose (GUO e HAY,
1999). No ciclo celular, especificamente nos pontos de restricdo das fases G1 e G2, esta
proteina tem como fungdo, manter a integridade do cédigo genético ao verificar se as células
possuem danos nao reparados no seu DNA e repara-lo ou parar o ciclo celular nestas fases
caso 0 dano ndo seja passivel de reparos. Este sistema de reparo € formado por dois
componentes: um sensor de danos no DNA, a proteina Hdm2, que tem como papel induzir a
degradacdo da p53 e a propria proteina p53 (SHERR, 2000). Danos no DNA provocam a
fosforilagéo da p53 e o bloqueio da proteina Hdm2. Isto induz o acimulo e estabilizagdo da
p53, que poderd entdo se ligar aos promotores dos inibidores de CDK, p21, a proteina
GADDA45 e a proteina 14-3-3 e causar a transcri¢do destas proteinas, determinando com isto 0

seu acumulo. Consequentemente, a p21 inativa o complexo G1/Cdk enquanto que as proteinas
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GADDA45 e 14-3-3 bloqueiam o complexo ciclinas B-CdK, resultando na parada do ciclo nas
fases G1 e G2/M, respectivamente (TAYLOR e STARK, 2001).

2.3.3 Métodos de deteccdo da proliferacéo celular

Estudar a dindmica celular é vital para a compreensdo de uma grande variedade de
processos fisiologicos e patoldgicos. Entre os meétodos utilizados para a mensuracdo da
atividade proliferativa merecem destaque a contagem de mitoses (ROMANSIK et al., 2007), a
determinacdo da frequéncia de Regibes Organizadoras Nucleolares com afinidade pela prata
(AgNOR) (KRAVIS et al., 1996), a contagem de células positivas para o Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular (PCNA) (SIMOES et al., 1994, ABADIE et al., 1999) e a contagem de
células positivas para Ki-67 (ABADIE et al., 1999; SAKAI et al., 2002).

A proliferacdo celular por muitos anos foi mensurada por meio da contagem de figuras
mitoticas, pela coloracdo de rotina hematoxilina e eosina, em cortes de tecidos. No entanto,
em relacdo aos outros métodos, a contagem de figuras de mitose é menos eficiente por
subestimar a proliferacdo celular, uma vez que este método avalia apenas as células na fase M
da mitose, que corresponde a menor proporcao do periodo do ciclo celular (PREZIOSI et al.,
1995).

As regifes organizadoras de nucléolo (NORs) sdo definidas como secbes de
cromossomos nos quais estdo localizadas coOpias organizadas de genes rRNA (DNA
ribossdémico ou rDNA), necessérias a producao final dos ribossomos (CROCKER, 1992). Os
segmentos de rRNA estdo associados a proteinas de grande importancia para a transcricao do
DNA e biogénese do RNA e com alta afinidade pela prata. Por esta razdo estas proteinas e a
coloragcdo que permite sua visualizacdo s@o denominada AgNORs ( PLOTON, 1994). Do
ponto de vista técnico, quando comparado com as outras técnicas comumente usadas para
avaliar a cinética celular, o método de corar as NORs pela prata apresenta como vantagens ser
de facil e rapida execucdo e baixo custo (DERENZINI e TRERE, 1994). O nlimero e 0
tamanho dos AgNORs sdo correlacionados com o padrdo de transcricdo do rDNA, grau de
células em proliferacdo, representadas pelas células na fase S e a fracdo de crescimento
determinada pelo anticorpo monoclonal Ki67. Por isso, as AgNORs tem sido utilizadas
largamente como marcador de proliferacdo celular, apresentando valor de diagnostico e

prognostico principalmente na patologia tumoral (PLOTON, 1994).
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A PCNA é uma proteina ndo-histona necessaria a sintese e reparo de DNA, atuando na
replicacdo celular ao auxiliar a enzima DNA polimerase. Esta proteina ndo pode ser detectada
durante a fase GO, porém sua concentracdo aumenta rapidamente no meio da fase G1 do ciclo
celular, permanece elevada por toda fase S, entdo rapidamente diminui de G2/M para G1
(MADEWELL, 2001). Alguns aspectos biol6gicos podem complicar a interpretacdo da reacdo
de PCNA, por exemplo, esta proteina pode ser induzida por dano ao DNA e, ainda, possuli
meia-vida longa, cerca de 20 horas, o que permite que células que ja finalizaram o ciclo
celular ainda apresentem o antigeno, fazendo com que as fracGes proliferativas sejam, muitas
vezes, superestimadas (ABADIE et al, 1999; MADEWELL, 2001). Além disso,
diferentemente do Ki-67, sua expressdo varia muito ao longo das fases G1, S, G2 e M,
dificultando a interpretacao dos resultados.

Atualmente, a marcacdo imunohistoquimica de Ki-67, antigeno possivelmente
relacionado ao RNA nucleolar, é a ferramenta mais utilizada para avaliacdo da atividade
proliferativa de uma populacdo celular por associar caracteristicas desejaveis para este tipo de
marcador, como a expressdo durante praticamente todo o ciclo celular, de inicio de G1a M, e
por possuir meia-vida curta, sendo degradado em aproximadamente uma hora ap6s a mitose.
Sendo assim, mesmo marcacgdes ténues podem ser consideradas positivas, dispensando 0s
pontos de corte, geralmente utilizados para a avaliagdo do PCNA (MADEWELL, 2001;
SCASE et al., 2006).

2.4  APOPTOSE CELULAR

Os primeiros estudos relacionados com morte celular por apoptose foram realizados
atraves das pesquisas realizadas por KERR (1971), que induziu a atrofia no figado de ratos
pela ligacdo de vasos portais, o que levou a morte dos hepatdcitos, caracterizada por
alteracbes morfoldgicas peculiares. Posteriormente, KERR, WYLLIE e CURRIE em 1972
sugeriram a utilizagcdo do termo apoptose para indicar este tipo de morte celular, como um
fendmeno morfologicamente distinto do ja conhecido tipo de morte celular denominado
necrose. Atualmente, apoptose que também é conhecida como morte celular programada,
pode ser definida como tipo ativo de auto-destruicdo celular, geneticamente direcionada e que
ocorre de forma ordenada, requerendo energia, sintese e degradacdo de proteina para sua
execucdo (VASCONCELOS e VASCONCELOS, 1995)
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O estudo da morte celular por apoptose foi ganhando expressivo interesse ao longo dos
anos, devido a sua importancia na manutencdo da vida, uma vez que participa de diversos
processos fisiologicos vitais e patologicos, como o desenvolvimento embrionario, na
reposicdo fisioldgica de certos tecidos maduros, hematopoiese normal e patoldgica e o
controle da proliferagdo de tumores. No entanto, por ser indispensavel a vida, a morte celular
exige criterioso processo de regulacao, pois qualquer alteracdo que provoque tanto 0 excesso
quanto & sua deficiéncia, podem resultar em uma variedade de doencas, como doengas auto-

imunes, doencas degenerativas, imunodeficiéncias e o cancer (MINNA et al., 2000).

2.4.1 Morfologia da apoptose

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfoldgicas marcantes e
coordenadas. De um modo geral, a apoptose € um fendmeno bastante rapido, envolvendo
células individuais ou pequenos grupos celulares, em que suas alteracbes morfologicas se
processam entre duas a trés horas. Durante o processo inicial de apoptose ocorre retracdo da
célula que causa perda da aderéncia com a matriz extracelular de células vizinhas, como
consequéncia, a célula fica menor em tamanho, o citoplasma denso e as organelas
apresentam-se mais empacotadas (SEGRETO et al., 2002). Ja no nlcleo estas alteracBes se
caracterizam pela formacdo do ndcleo retraido e hipercromatico, com cromatina condensada
nas porcdes adjacentes a membrana nuclear (picnose), sendo este o aspecto mais marcante da
apoptose. Finalmente, o nicleo entra em colapso e se desintegra em fragmentos envoltos por
membrana nuclear (cariorrexe). Outro processo peculiar na morte por apoptose € a
fragmentacdo internucleossomica do DNA, que apresenta padrdo caracteristico, em que
endonucleases sdo ativadas, dando origem a fragmentos de DNA de tamanhos variaveis e sem
uma sequéncia especifica, mas sempre multiplos de 180 a 200 pares de base (BORTNER et
al., 1995). Simultaneamente, ocorre a formacao de prolongamentos ou proje¢des digitiformes
da membrana plasmatica, que vao se tornando maiores e mais numerosos até se romperem,
dando origem a fragmentos celulares denominados “corpos apoptoticos”, os quais possuem
como constituintes o citoplasma, organelas hermeticamente empacotadas, com sua
integridade preservada, podendo ou ndo conter partes do nucleo (ELMORE, 2007).

Os corpos apoptoticos sdo posteriormente fagocitados, sem a determinacdo de reagdo

inflamatdria, por macréfagos ou células do paréngquima, em processo sinalizado pela
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translocagdo da fosfatidilserina do lado interno para o lado externo da membrana, “marcando”
as células que deverdo ser fagocitadas (GRIMSLEY e RAVICHANDRAN, 2003).

A auséncia da associacdo do processo de apoptose e remocdo de corpos apoptoticos
com a formagdo de reacdes inflamatorias se justifica pelo fato dos corpos apoptdticos ndo
liberarem seus constituintes celulares em torno do tecido intersticial; serem rapidamente
fagocitados, prevenindo a ocorréncia de necrose secundaria; além das células fagocitadas néo
produzirem citocinas antinflamatorias (KUROSAKA et al., 2003). Estas caracteristicas, em
particular, sdo importantes para diferenciar a morte celular por apoptose de outro tipo de
morte celular denominada necrose. A necrose é um processo de morte celular passivo e que
requer baixa quantidade de energia, que de modo geral ocorre quando ha colapso da
hemostasia celular, ou seja, sempre que a célula sofre variacbes extremas das suas condigdes

fisiol6gicas, como hipotermia ou hipdxia (ZEISS, 2003).

2.4.2 Mecanismos da apoptose

Os mecanismos da apoptose apresentam consideravel complexidade, que estdo
relacionados a cascata de eventos dependente de energia. Diversos estimulos podem induzir a
sinalizacdo para apoptose, como ligacdo de moléculas a receptores de membrana, agentes
quimioterapicos, radiacdo ionizante, danos no DNA, choque térmico, privacdo de fatores de
crescimento, baixa quantidade de nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas do
oxigénio. A apoptose pode ocorrer por duas diferentes vias principais, a extrinseca (iniciada
por estimulos externos através de receptores especificos na superficie celular - receptores da
morte) ou a intrinseca ou mitocondrial (estimulada por lesdo do DNA ou perturbacdes no
ciclo celular ou nas vias metabdlicas), que culminam na ativacdo de proteases denominadas
caspases (OLIVER e VALLETTE, 2005). Contudo, segundo IGNEY e KRAMMER (2002),
ha indicios de que as duas vias podem se interligarem, uma vez que determinada molécula de
uma via pode influenciar a outra. E finalmente, as vias extrinseca e intrinseca convergem para

uma via comum denominada de via de execugéao.
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2.4.2.1 Caspases

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) pertencem a familia das
proteases de cisteinas, isto é, possuem uma cisteina no sitio ativo. Todas as caspases s&o
sintetizadas como precursores inativos, na forma de zimogénio, que necessitam serem
clivados apds residuos de acido aspartico para adquirirem atividade proteolitica (LAUNAY et
al., 2005).

Contrariamente as proteases armazenadas nos lisossomas ou ativadas no citosol pelo
calcio que possuem amplo espectro de substratos inespecificos, as caspases tem substratos
bem restritos, o que lhes asseguram seletividade e especificidade no processo de proteolise,
caracteristica importante na apoptose, uma vez que, envolve a clivagem de um grupo
particular de proteinas de uma maneira ordenada, em vez de atividade proteolitica
indiscriminada (GRUTTER, 2000). Uma vez ativadas, as caspases tem a habilidade de
catalisar a ativacao de multiplos outros membros desta familia, resultando em amplificacdo da
cascata proteolitica, promovendo o aparecimento das alteracbes morfoldgicas, ja descritas
anteriormente, que caracterizam a apoptose. Estas alteragdes sdo comuns a todas as células em
apoptose explicita, independentemente do agente indutor do processo, ou seja, a acao destas
caspases representa uma via comum que opera na maioria das células programadas para
morrer (GRUTTER, 2000, ZHAOYU e WAFIK, 2005).

J& foram identificadas em mamiferos 14 diferentes tipos de caspases, as quais podem
ser subdivididas em trés grupos funcionais (WOLF e GREEN, 1999). Caspases iniciadoras de
apoptose (Caspase-2, -8, -9, -10) possuem pro-dominios longos, envolvidos na iniciacdo da
cascata proteolitica. Caspases efetoras (-3, -6, -7) apresentam pré-dominios curtos ou
inexistentes, responsaveis pela clivagem de substratos e por fim um grupo de caspases
constituidas por pré-dominios longos, envolvidas no processo inflamatério mediado por
citocinas (Caspase-1, -4, -5, 11, e -12L/12S) e que até o momento ainda ndo foram
identificadas nenhuma funcao dentro do processo de apoptose (ZHAOYU e WAFIK, 2005).

2.4.2.2 Via intrinseca

A sinalizacdo da via intrinseca para dar inicio a apoptose envolve grande variedade de

estimulos ndo mediados por receptores e que produzem sinais que atuam diretamente em
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alvos intracelulares, tendo a mitocondria como principal organela iniciadora do processo
(ELMORE, 2007). Diversas proteinas apoptdticas estdo compartimentalizadas dentro da
mitocondria funcional. Desta forma, ap0s a ocorréncia de um estimulo positivo para apoptose,
a membrana mitocondrial sofreré alteracdes na sua permeabilidade que resultard na liberacéo
destas proteinas para o meio citoplasmatico (DE VOS et al., 1998; FERREIRA et al., 2010)
Dentre estas proteinas pro-apoptoticas podemos destacar dois principais grupos, 0 primeiro
grupo consiste de citocromo ¢, Smac/DIABLO, e HtrA2/Omi (DU et al., 2000), enquanto que
0 segundo é composto pelas proteinas inibidoras de apoptose (IAP — Inhibidor of Apoptosis
Proteins) (SCHIMMER, 2004).

A proteina citocromo c esta localizada no espaco intermembranas da mitocondria e apds
sua liberacdo para o citosol, interagem com o fator de ativacdo da protease apoptética - |
(Apaf-1 - apoptotic protease-activating factor-1), ATP/dATP, procaspase-9 para formar o
apoptossomo. Apaf-1 € constituida de um dominio denominado CARD que tem como funcéo
mediar sua interacdo com a procaspase-9. Na presenca da citocromo ¢ e ATP/dATP, a Apaf-1
sofre mudanca conformacional que proporciona sua agregacdo e exposicdo do dominio
CARD, induzindo, desta forma, o recrutamento da procaspase-9 e sua subsequente ativacao
(MINNA et al., 2000). Quando ativadas no apoptossomo, a caspase-9, ira ativar as caspases
efetoras -3 e -7, que entdo desencadeiam a degradacdo celular. Smac/DIABLO e Omi
(segundo ativador mitocondrial) também sdo liberadas a partir da mitocéndria para o
citoplasma em resposta a estimulos apoptdticos (DU et al., 2000). Estas proteinas pro-
apoptéticas interagem com um dominio especifico (BIR) das proteinas inibidoras da apoptose
(IAPs), removendo o seu efeito inibidor sobre a atividade das caspases (SRINIVASULA et
al., 2001).

O segundo grupo de proteina mitocondrial que esta envolvido na apoptose € formado
pelo fator de inducdo da apoptose (AIF) (SUSIN et al., 1996). AIF é uma flavoproteina
mitocondrial que se desloca para o nucleo a partir de estimulos apoptéticos (LORENZO et al.,
1999). No nucleo, AIF induz a fragmentagdo parcial do DNA e a condensagdo da cromatina.
Esta proteina promover apoptose independente de caspases, embora, provavelmente, aja de
forma cooperativa com outros fatores, como CAD (DNAse ativada por caspases) e
endonuclease G, para promover completa fragmentagdo nuclear.

Os mecanismos que controlam a liberacdo das proteinas mitocondriais para o citosol

ainda ndo foram completamente elucidados. Um mecanismo proposto é a formacdo de poros
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na membrana mitocondrial, resultando no aumento de sua permeabilidade, perda transitdria
do potencial de membrana mitocondrial e influxo de liquido para dentro da mitocéndria. A
associacdo destes eventos culminaria na ruptura da membrana externa da mitocondria e
liberagdo das proteinas pro-apoptoticas (ASHER e BERRY, 2003). Uma segunda hipotese
destaca que o controle da sequéncia de eventos apoptdticos nas mitocondrias ocorreria por
intermédio de proteinas pré-apoptoéticas e anti-apoptoticas pertencentes & familia Bcl-2 (SUN
et al., 2002). Estas proteinas podem ser divididas em trés grupos, Bcl2 (Bcl2, Bel-XL, Mcl-1);
“BH3-only” (Bim, Bik, Bad, Puma, Bid, Noxa) ¢ Bax (Bax, Bak, Bok), sendo que o primeiro
grupo possui acdo anti-apoptética e os demais pro-apoptoticas. O balangco entre proteinas
membros da familia pr6 e anti-apoptéticas é que determinara qual célula sofrerd ou néo
apoptose. Em células saudaveis, as proteinas dos grupos pro-apoptético estao reprimidas pela
interacdo com as proteinas Bcl2 e Bcl-XL que possuem acdo anti-apoptéticas. Porém, em
presenca de um sinal indutor de apoptose, ocorre aumento da concentracdo das proteinas do
grupo “BH3-only”, principalmente a Bad, fazendo com que as proteinas Bcl2 e Bcel-XL
liberem as proteinas pro-apoptoticas (Bax) e se liguem as proteinas deste grupo. Desta forma,
as proteinas do grupo Bax sdo liberadas para interagirem com a membrana externa da
mitocondria, comprometendo sua integridade, ao provocar a formagdo de poros para a

passagem das proteinas indutoras de apoptose (BROKER et al., 2005).

2.4.1.3 Via extrinseca

A via extrinseca sinaliza o inicio da apoptose envolvendo interagdes mediadas por
receptores localizados na membrana citoplasmatica, denominados receptores da morte, nos
quais a maioria € membro da superfamilia de receptores para fator de necrose tumoral
(Ligante/Receptor: FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 e Apo2L/DRS5)
(ZHAOYU e WAFIK, 2005). Estes receptores séo caracterizados por apresentarem porgéo
extracelular rica em cisteina que permite o reconhecimento de seus ligantes especificos e uma
regido citoplasmatica com 80 residuos de aminoacidos, chamada “dominio da morte”,
essencial para a traducdo intracelular do sinal de morte celular (ASHKENAZI e DIXIT,
1998). A sequéncia de eventos que definem a fase extrinseca da apoptose foi melhor estudada
e definida nos receptores FasL/FasR e TNR-o/TNFRI1.
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A ativacgdo do receptor Fas, por exemplo, ocorre com a interacdo do ligante especifico
(FasL) ao dominio extracelular rico em cisteina (CRD), resultando na trimerizacdo dos
mesmos (SIEGEL et al., 2000). Esta ativacdo possibilita a ligacdo de proteinas adaptadoras do
sinal de transducdo (FADD — Fas-associated death domain protein), presentes no citoplasma,
ao dominio da morte. A FADD por sua vez recruta a procaspase-8 ou -10, por meio da
dimerizacdo de dominios efetores da morte homologos entre essas proteinas (KISCHKEL et
al., 1995). Neste ponto, hd a formacdo do complexo de sinalizacdo da inducdo da morte
(DISC), que resulta na ativacdo auto-catalitica da procaspase-8 ou -10 (MUZIO et al., 1998).

Apesar da formacdo do DISC ser um ponto comum, dois tipos de células que usam
diferentes vias de sinalizacdo da Fas foram identificados (SCAFFID et al., 1998). As células
do tipo | requerem o recrutamento e ativacdo da caspase-8, que ird ativar a caspase-3,
executando a morte por apoptose, cuja principal funcdo é a clivagem de diversas proteinas
essenciais a sobrevivéncia das células. Nas células do tipo I, limitada ativacdo da caspase-8,
resulta em um circuito de amplificacdo mediada pela ativacdo mitocondrial, ou seja, a via
extrinseca contribui para ativacdo da via intrinseca da morte celular (SCAFFID et al., 1999).
Isto ocorre via clivagem da Bid, proteina pré-apoptética da familia Bcl-2, que induz a
liberac&o do citocromo c, devido ao aumento da permeabilidade da membrana mitocontrial.

2.4.1.4 Via de execucdo

A via de execucdo é considerada o ponto final da apoptose. Esta via € iniciada com a
ativacdo das caspases efetoras (-3, -6, -7), e resulta na ativacdo de endonucleases e proteases
citoplasmaticas, que fragmentam o DNA e degradam as proteinas nucleares e o citoesqueleto,
respectivamente, sendo responsaveis pelas mudangas bioquimicas e morfoldgicas encontradas

nas celulas em apoptose (SLEE et al., 2001).

2.4.3 Métodos de detecgdo da apoptose celular

Uma variedade de métodos esta disponivel para detectar células em apoptose, mas cada
método apresenta algumas limitacfes que pode torna-lo aceitavel ou ndo de acordo com o
objetivo que se deseja. Um método, por exemplo, pode detectar eventos que ocorrem no

inicio da apoptose enquanto outros tem como alvo eventos mais tardios. Muitas caracteristicas
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da apoptose e necrose podem se sobrepor, além disso, a eliminagdo rapida de células
apoptoticas em estadios tardios nos tecidos torna dificil estimar com seguranca o numero de
células que estdo morrendo (ELMORE, 2007). Com base na metodologia, a deteccdo da
apoptose pode ser classificada em cinco grupos principais, que sdo eles: os métodos que
avaliam alterac6es citomorfolodgicas; fragmentacdo do DNA; detec¢do de caspases, substratos
clivados, reguladores e inibidores; alteracbes na membrana e por fim funcdo mitocondrial.

As alteracbes citomorfologicas podem ser identificadas por microscopia eletrdnica
(ME), considerado o melhor método para confirmagdo da morte celular por apoptose. Isto por
que na ME as caracteristicas morfoldgicas ultraestruturais sdo irrefutdveis e podem ser
identificadas nas fases mais tardias da apoptose, inclusive durante a fagocitose dos corpos
apoptoticos. As principais desvantagens sdo o elevado custo, demora em sua realizacdo e
dificuldade na deteccdo de células na fase inicial da apoptose, o que dificulta a sua utilizacéo
para quantificar estas células.

A fragmentacdo do DNA por endonucleases, por exemplo, é classicamente demonstrada
por eletroforese como uma graduacéo tipica de DNA, em forma de degrau de escada pela
degradacdo do DNA em fragmentos de 180 a 200 pb (KOOPMAN et al., 1994). Este método
é de fécil execucdo, baixo custo, alta sensibilidade e mais indicado para tecidos e cultura de
células com elevado numero de células em apoptose. A principal falha deste método € que
ndo permitem distinguir entre a célula necrética e a apoptotica e células em fase inicial da
apoptose (MCCARTHY e EVAN, 1998). A técnica de TUNEL conta com o uso de uma
enzima exogena, a transferase terminal de deoxinucleotideo (TdT) que incorpora um
nucleotideo marcado (UTP) na extremidade 3’0H do genoma em fragmentagdo. O dUTP pode
entdo ser marcado com uma variedade de métodos que permite a deteccdo por citometria de
fluxo, microscopia de fluorescéncia e de luz. A reacdo de TUNEL identifica células
apoptoticas, incluindo aquelas com inicio de marginacdo de cromatina nuclear. Contudo,
existem limitacOes a esta técnica, como o seu alto custo, ocorréncia de falso positivo para
células necrdticas e em processo de reparagdo do DNA e transcri¢do de genes.

Existem pelo menos 14 caspases conhecidas que podem ser detectadas usando diversos
tipos de ensaio para avaliar sua atividade (GURTU et al., 1997). As principais formas de
deteccdo da atividade das caspases incluem Western blot, imunoprecipitacdo e
imunohistoquimica. Este método tem como limitacdo o fato da ativacdo das caspases ndo

necessariamente indica que a apoptose ocorrera. Além da atividade das caspases, a apoptose
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celular também pode ser avaliada por meio de outras moléculas como substrato clivados,
reguladores e inibidores por uma metodologia que utiliza PCR em tempo real para identificar
o perfil da expressdo génica de pelo menos 112 genes envolvidos na apoptose (VALLAT et
al., 2003).

AlteracBes na membrana citoplasmatica durante o processo de apoptose, como a
exteriorizacdo de residuos de fosfatidilserina na membrana plasmatica externa, possibilitam a
marcacdo de células em apoptose através da anexina V. A anexina V é uma proteina que
possui alta afinidade pela fosfotidilserina que quando conjugada com o isotiocianato de
fluoresceina, possibilita a identificacdo e quantificacdo de células apoptéticas por citometria
de fluxo. A desvantagem desta técnica é que as células em necrose também podem ser
marcadas.

Avaliagéo da funcdo mitocondrial permite a deteccdo de alteracfes na fase precoce da
via intrinseca da apoptose. Uma das técnicas utilizada para esta avaliacdo é o escaneamento a
laser em microscopia confocal que cria uma fina fatia submicrénica éptica através da célula
viva que pode ser utilizada para monitorar varios acontecimentos mitocondriais ao longo do
tempo, como fluxo de Ca*?, despolarizacio da membrana mitocondrial interna, espécie reativa
de oxigénio, entre outras (BEDNER et al., 1999).

25  ADAPTACOES DA GLANDULA MAMARIA AO NUMERO DE ORDENHAS

Em animais lactantes a remogdo continua do leite é fundamental para a manutencdo da
producdo. Em bovinos, a demanda nutricional do bezerro apresenta grande participacdo na
modulacdo da capacidade produtiva da glandula mamaria, uma vez que a secre¢do de leite
diminui com a reducgdo do estimulo da amamentacdo e aumenta com a maior frequéncia ou
intensidade da amamentagdo (WALL E MCFADDEN, 2012). Portanto, o aumento da
frequéncia de ordenha ou amamentacdo é uma grande oportunidade para a manipulagdo da
producdo de leite.

As mudancas na frequéncia de ordenha ao longo de toda lactagéo e seus efeitos sobre
producéo de leite foram intensamente estudados durante os anos 80 e 90, com o intuito de
aumentar a eficiéncia da producdo de leite. As respostas ao maior nimero de ordenhas
apresentam consideravel variacdo, sendo relatados aumentos de 20-30%, 15-20% e somente

7% na producéo de leite com a mudanga de uma para duas, de duas para trés e de trés para
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quatro ordenhas diérias, respectivamente (STELWAGEN et al., 2001). Esta pratica de manejo
pode ser utilizada desde que os custos associados com as ordenhas extras sejam compensados
pela producao de leite adicional.

O periodo da lactacdo em que o manejo de ordenhas frequentes é aplicado tem
influencia direta na resposta sobre a producdo de leite. Durante o meio e final da lactagéo,
ordenhas frequentes resultaram em aumento da producéo de leite, no entanto, a cessacao desta
pratica reduz imediatamente a producdo de leite a valores pré-tratamento (MORAG, 1973;
SVENNERSTEN et al., 1990). Estudos nos ultimos 20 anos tem avaliado as consequéncias do
aumento da frequéncia de ordenha apenas no inicio da lactacdo, com o objetivo de identificar
um periodo durante esta fase em que a glandula mamaria seja responsiva a este estimulo. Os
resultados destes estudos demonstram que ordenhar vacas com mais frequéncia durante o
inicio da lactacdo esta associada com resposta aguda e persistente no aumento da producéo de
leite (SOBERON et al., 2011; WALL e MCFADDEN, 2007; HALE et al., 2003; BAR-
PELED et al., 1995; Tabela 3). Embora, efeito agudo e persistente sobre a producédo de leite
tem sido frequentemente observado em resposta ao aumento da frequéncia de ordenha (AFO),
0s mecanismos relacionados com estes efeitos ainda ndo foram completamente estabelecidos.

Por muito tempo acreditou-se que os horménios liberados durante a ordenha, como
glicocorticdides, ocitocina e prolactina poderiam estar envolvidos na regulacdo dos efeitos
galactopoéticos de ordenha frequente sobre a producdo de leite (AKERS e LEFCOURT,
1982). Dentre estes hormonios a prolactina apresenta posicéo de destaque por ser o0 hormonio
que desempenha importante papel na manutencdo da lactacdo. BAR-PELED et al. (1995)
observaram aumento na producdo de leite e nas concentracdes de ocitocina e prolactina na
circulacdo de vacas ordenhadas e/ou amamentadas mais frequentemente durante o inicio da
lactacdo. JA HALE et al. (2003) e WALL et al. (2006) ndo observaram efeito da frequéncia de
ordenha sobre a concentragdo basal de prolactina. O aumento da frequéncia de ordenha nao
estaria associado apenas ao aumento na concentragdo de prolactina, mas também com a maior
expressdo de seus receptores, 0 que sugere que vacas ordenhadas mais frequentemente seriam
mais sensiveis a prolactina (BERNIER-DODIER et al., 2010). De acordo com WALL et al.
(2006) e CRAWFORD et al. (2004) o AFO e a suplementacdo exdgena de prolactina
promovem maior producdo de leite. No entanto, estes dois procedimentos apresentaram
efeitos diferentes sobre a proliferacdo celular mamaria e, portanto, provavelmente a maior

producdo de leite seria explicada por mecanismos distintos. Enquanto que para outros autores
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mudangas na frequéncia de ordenha estariam relacionadas a alteragcbes na atividade das
células epiteliais mamarias (BOUTINAUD et al., 2012; BEN CHEDLY et al., 2011).

Tabela 3. Resultados de trabalhos publicados sobre os efeitos do aumento da frequéncia de
ordenhas (AFO) no inicio da lactagdo sobre produgdo e composicdo do leite em vacas da raga

Holandesa e mesticas

Esquema de Duragéo do

Producéo de leite

A - 3
Referéncia ordenhat AEO? DEL (ka/d)’

1-42d 7.3

BAR-PELED et al., 1995 6X-3X 42 d 43.126 d 51
1-42d 6,0

SANDER et al., 2000 6X-3X 42 d 43.266 d 37
1-21d 6,8

HALE et al., 2003 4X-2X 21d 22- 70d 4,6
22-308 d 2,8

~15d 3,0

FERNANDEZ, 2004 4X-2X 21d ~45d 35
1-270d 1,6°

1-21d 8.0

DAHL et al., 2004 6X-3X 21d 29-305 d 50
- 4 1-63d -1,7°
64-308 d -0,866

1-63 d 0,2
VANBAALE et al., 2005 6X-3X 14 d 61208 d _0,22
1-63 d 23
21d 44 3084 068

WALL e MCFADDEN, 4X-2X 21 d 1-21d 35°
2007 FO unilateral 22-305d 1,8°
. 1-21d 43
SOBERON et al., 2010 4X-2X 21d 1119 d 149
1-21d 40

LIMA et al., 2011 4X-2X 21d 1119 d 1’5
WALL e MCFADDEN, 4X-2X 21 d 1-21d 51
2013 FO unilateral 22-180d 2,7
4X-1X 5-19 d 6,1

MURNEY etal., 2014 FOunilateral 49 s55.2004d 11

"Numero de ordenha aplicada ao grupo tratado durante o periodo de aumento da frequéncia de
ordenha, numero de ordenha aplicada ao grupo controle durante todo experimento e ao grupo
tratado apos a conclusdo do AFO.
*Tempo em que se aplicou o AFO.

*DEL = Dias em lactacAo.

*Diferenca média de producdo de leite em kg/d entre vacas tratadas e controle.
°Representa resposta em metade do Gbere.
6Diferen(;a néo significativa (P > 0,05).

FO = Frequéncia de ordenha.
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Apesar da frequéncia de ordenha apresentar efeito sobre a resposta enddcrina, estudos
com a utilizacdo da metodologia de ordenhas unilaterais que consiste na aplicacdo do AFO
em apenas metade do Ubere, enquanto a metade contralateral passa a corresponder ao controle
experimental tem demonstrado que 0os mecanismos que controlam o aumento da producéo de
leite e seus efeitos residuais sdo regulados localmente por fatores restritos a glandula mamaria
(WRIGHT et al., 2013; WALL e MCFADDEN, 2010; WALL e MCFADDEN, 2007). Isto
porque a utilizacdo de ordenhas unilaterais elimina a variacdo entre os animais devido ao
meio ambiente, nutricdo e genética, aléem das duas metades do Ubere estarem expostas aos
mesmos fatores sistémicos, portanto, qualquer diferenca de tratamento deve ser
exclusivamente devido a fatores locais (WALL e MCFADDEN, 2008).

2.5.1 REGULACAO LOCAL DA PRODUCAO DE LEITE

2.5.1.1 Fatores inibidores da lactacdo (FIL)

No inicio dos anos 80, LINZELL e PEAKER (1971) citados por STELWAGEN (2001)
hipotetizaram que a producéo de leite poderia ser regulada por um inibidor quimico presente
no leite que posteriormente, passou a ser denominado por WILDE et al. (1995) de fator
inibidor da lactacdo (FIL). Desde entdo, muitos experimentos foram conduzidos com o
objetivo de comprovar esta hipétese e desvendar o mecanismo de acdo desta proteina
(WILDE et al., 1987; WILDE et al., 1996). O efeito do FIL sobre a secrecdo do leite foi
testado primeiramente in vitro por WILDE et al. (1987), utilizando cultura de células
mamarias de coelhas. A secrecdo de leite foi inibida de forma rapida e reversivel por uma
fragdo de proteinas do soro entre 10 e 30 Kilodalton (KDa). Posteriormente, fracdes destas
proteinas foram injetadas em uma unica glandula mamaria de coelhas e constatou-se que esta
mesma fracdo de proteinas inibiu a sintese de leite também quanto in vivo.

Em estudo subsequente com cabras (WILDE et al., 1995), onde a fracdo de proteinas de
10 a 30 KDa apo6s purificacdo foi infundida via intramamaria em apenas uma glandula
mamaria, observou-se que o FIL inibiu a secrecdo de leite em relacdo a glandula controle
contralateral. Apos imunoneutralizacdo do FIL enddgeno, os resultados demonstraram efeitos
estimulatorios sobre a producéo de leite (WILDE et al., 1996). Uma das formas de acéo

proposta para o FIL é de que ao se acumular no leite presente no limen alveolar atinja uma
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concentragdo critica, onde passara a agir como feedback negativo, inibindo assim a producéo
de leite. Outro potencial modo de acdo seria a sua producdo na forma inativa e subsequente
ativacdo dentro do lumen alveolar. Apds a ligacdo do FIL aos seus receptores presentes na
superficie das células alveolares ocorreria a reducéo da taxa de secregdo de proteinas pela
inibicdo do trafego de vesiculas por meio do aparelho de Golgi (RENNISON et al., 1993).

KNIGHT et al. (1998) propuseram que o FIL participaria da adaptacdo da glandula
mamaria ao aumento ou diminuicao da frequéncia de ordenha como um mecanismo agudo de
regulacdo, tendo como acdo primaria a regulacao intracelular do trafego de proteinas. O efeito
imediato sobre a secrecdo do leite € considerado como efeito direto, e 0s efeitos subsequentes
sobre a atividade celular e nimero de células sdo consequéncia indireta mediada por meio das
alteracdes na sensibilidade de horménios como a prolactina e provavelmente IGF-1. No
entanto, pesquisas com esta proteina ndo tiveram avanco desde os anos 90 e sua identificacdo
e funcgdo na glandula maméria ainda ndo foram comprovados.

Embora a concepcdo de que o FIL seja responsavel pela reducdo da secrecdo de leite
possa explicar a maior producdo durante o aumento da frequéncia de ordenha, BAR PELED
et al. (1995) e HALE et al. (2003) contestaram esta concepcéo, baseados no fato desta fragéo
de proteinas ndo explicar a manutencdo de producdes elevadas de leite, mesmo apos cessado o

tratamento do aumento na frequéncia de ordenha durante o inicio da lactacéo.

2.5.1.2 Captacdo de nutrientes, pressdo e fluxo sanguineo intramamario

Extenso sistema vascular fornece a glandula mamaria os nutrientes necessarios para a
sintese do leite. O fluxo sanguineo dos capilares que envolvem os alvéolos e a troca de
nutrientes entre estes sdo responsaveis pela captacdo de nutrientes, e subsequente, sintese de
leite pela glandula mamaria (POSSER et al., 1996). Em vacas multiparas ordenhadas com
intervalos de oito, 12, 16 e 24 h em um periodo de sete dias foi observada reducdo de 6,1 kg/d
na producdo de leite entre oito e 24h de intervalo de ordenhas. A diminuicdo do fluxo
sanguineo de 1,23 para 0,89 L/min resultou na reducdo na captacdo em 26% para glicose,
32% para aminoacidos, 20% para acetato, 30% para B-hidroxibutirato (BHBO) e 25% para
glicerol total (DELAMAIRE e GUINARD-FLAMENT, 2006). Menor captagdo de nutrientes
e fluxo sanguineo mamario também foram observados por GUINARD-FLAMENT et al.

(2011) em resposta ao aumento do intervalo entre ordenhas. Logo, a reducdo da producdo de
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leite observada seguida de aumento do intervalo de ordenhas parece estar mais estreitamente
associada com a reducdo na captacdo de nutrientes pela glandula mamaria em resposta ao
menor fluxo sanguineo do que com uma menor eficiéncia da mesma em converter estes
nutrientes em componentes do leite.

GUINARD-FLAMENT e RULQUIN (2001) observaram declinio de 28% na producao
de leite e 10% no fluxo sanguineo mamario de vacas ordenhadas uma vez ao dia durante sete
dias. Ja em cabras, um alongamento do intervalo entre ordenhas de 26 para 36 h causou
reducdo de 50% do fluxo sanguineo mamario (STELWAGEN et al., 1994; FARR et al.,
2000). Por outro lado, os efeitos das mudangas do nimero de ordenha para mais de duas vezes
ao dia sobre o fluxo sanguineo mamario sdo menos claros. Em cabras ordenhadas cinco vezes
em 12 h, a secrecdo de leite e o fluxo sanguineo mamario aumentaram 24% e 44%,
respectivamente (PROSSER e DAVIS, 1992). No entanto, em cabras ordenhadas a cada hora,
durante oito horas, a secre¢do de leite aumentou 15%, mas ndo houve mudangas no fluxo
sanguineo mamario (MALTZ et al., 1984).

GUINARD-FLAMENT et al. (2011) sugeriram que a reducdo do fluxo sanguineo
mamario em resposta ao maior intervalo de ordenha ocorreria por reducdo da atividade
metabdlica das células epiteliais mamarias ou por compressdo dos vasos sanguineos devido ao
acumulo do leite nos alvéolos ou ambos. No entanto, a hipotese relacionada a atividade
metabolica é mais aceita uma vez que o fluxo sanguineo ndo retorna a valores inicias
imediatamente ap6s o esvaziamento do Ubere.

Segundo PEARL et al. (1973) a infusdo de ar ou leite na glandula maméria esta
associada com aumento da pressdo intramamaria e diminuicdo do fluxo sanguineo mamario.
O aumento da pressdo intramamaria, contudo, nem sempre resulta em reducédo da producéo de
leite (HENDERSON e PEAKER, 1984). Por tanto, a relagdo entre a remocao do leite, presséo
intramamaria e fluxo sanguineo permanece incompreendida, mas € possivel que a presséo

intramamaria possa ser um dos mediadores locais da fungdo mamaria.
2.5.1.3 Resposta celular
Diversos autores sugeriram que a frequéncia de ordenha aumenta a producéo de leite via

maior nimero de células e/ou atividade celular, ambos processos indispensaveis para a fungdo
da glandula maméria (BAR-PELED et al.,1995; STELWAGEN e KNIGHT, 1997,
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SANDERS et al., 2000 e HALE et al., 2003). Em cabras o aumento na producéo de leite
durante as primeiras duas semanas apds implantada trés ordenhas diarias, pode ser
acompanhado por elevacdo na atividade enzimatica por unidade celular da acetil-CoA
carboxilase, &cido graxo sintase e da galactosiltranferase que estdo relacionadas com a sintese
da gordura e lactose do leite (WILDE et al., 1987). Resultados semelhantes também foram
obtidos por WILDE e KNIGHT (1990) e HILLERTON et al. (1990) ao aumentarem a
frequéncia de ordenha de duas para trés ordenhas em cabras e de duas para quatro ordenhas
em vacas, respectivamente.

Na maioria destes experimentos, a atividade das células mamarias foi mensurada apos
semanas, periodo de tratamento considerado relativamente curto. No entanto, evidéncias em
cabras sugerem que, em longo prazo (ou seja, meses), 0 aumento da atividade celular ndo é
mantido com a utilizacdo de trés ordenhas diarias, apesar de persistente maior producdo de
leite (WILDE e HENDERSON, 1985). Consistente com estes achados, 0 mesmo grupo relata
gue em longo prazo (isto é, nove meses), trés ordenhas diarias resultaram em maior
parénquima mamario (HENDERSON et al., 1985), sugerindo aumento no nimero de células
mamarias. Embora ndo se possa excluir que o aumento do parénquima possa ser devido a
hipertrofia e ndo um resultado de hiperplasia, 0 mesmo grupo relatou em estudo posterior que,
apos semanas, as glandulas ordenhadas trés vezes ao dia continham mais células secretoras
que as glandulas ordenhadas duas vezes ao dia (WILDE et al., 1987). Resultados comparaveis
foram obtidos em vacas ordenhadas quatro vezes ao dia em que estas exibiram alta taxa de
sintese de DNA associada com aumento do nimero de células mamarias (HILLERTON et al.,
1990). Coletivamente, estes dados sugerem que o0s efeitos em curto prazo (ou seja, semanas)
na secrecdo de leite em resposta a mudanca na frequéncia de ordenha, sdo mediados pela
regulacdo da atividade celular, enquanto os efeitos em longo prazo (ou seja, meses) sao
provavelmente mais relacionados as mudangas no namero celular (STELWAGEN, 2001).

HALE et al. (2003) analisaram a dindmica da renovacgéo celular, em vacas ordenhadas
quatro vezes ao dia (4X) no inicio da lactacdo, seguidas do retorno a duas ordenhas diarias
(2X) no restante da lactacdo comparada com vacas ordenhadas duas vezes ao dia durante toda
lactacdo. Estes autores relataram efeito positivo com aumento da frequéncia de ordenha sobre
a persisténcia da lactacdo e proliferacdo celular no tecido mamario coletado apenas no setimo
dia da lactagdo. Contudo, esta resposta celular ndo foi observada para todos os grupos de

vacas ordenhadas quatro vezes ao dia. Em experimento similar, foi observado aumento da
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proliferacdo das células do estroma celular no quinto dia da lactagdo em vacas ordenhadas 4X
comparadas com vacas ordenhas 2X, mas o total de células em proliferacdo (epitélio e
estroma) ndo foi afetado (WALL et al., 2006).

N@RGAARD et al. (2005) e SOBERON et al. (2010) ao compararem, respectivamente,
vacas ordenhadas trés vezes ao dia durante as oito primeiras semanas da lactacdo e 4X ao dia
durante as trés primeiras semanas da lactagdo com vacas ordenhas 2X, ndo observaram efeito
do nimero de ordenha sobre a producéo de leite ao longo de toda lactacédo, além da auséncia
de mudancas sobre a renovacéo celular e atividade enzimatica maméria. Enquanto que WALL
e MCFADDEN, (2010) e WALL et al. (2013) mesmo demonstrando efeito positivo do AFO
no inicio da lactacdo sobre a persisténcia da lactacdo, a taxa de proliferacdo e apoptose nao
foram afetadas por este manejo de ordenhas.

Em estudo realizado com vacas a pasto e com baixa producdo de leite, MURNEY et al.
(2014) relataram aumento de 32% na proliferacdo celular mamaria para vacas ordenhadas
quatro vezes ao dia do quinto ao 19° dia da lactacdo em relagdo ao grupo controle (vacas
ordenhadas uma vez ao dia), enquanto que nenhuma diferenca na expressao de genes
relacionados com a apoptose celular foi detectada. Também foi observado por este grupo de
pesquisadores maior atividade celular mamaéria avaliada por meio da abundancia de RNAm de
genes relacionados a proteina do leite (osi- caseina, [B-caseina, o-lactoalbumina, [-
lactoalbumina) em vacas ordenhadas quatro vezes ao dia em relacdo ao grupo controle.

Estes resultados demonstraram que mudancas na frequéncia de ordenhas durante o
inicio da lactacdo podem afetar a proliferacdo e a atividade celular mamaria, o que
contribuiria para explicar as mudancas na producdo de leite durante e ap6s o AFO. No
entanto, mais pesquisas devem ser realizadas uma vez que esta resposta ndo se apresenta de

forma consistente entre os diferentes estudos realizados.

2.5.1.4 Efeito da frequéncia de ordenha sobre a expressdo génica

Na tentativa de obter informacdes sobre os mecanismos potencialmente envolvidos na
resposta da producdo de leite para o aumento da frequéncia de ordenha, estudos foram
realizados para comparar a expressao génica entre 4X e 2X. Um dos primeiros estudos que
avaliaram as mudancas fisioldgicas que ocorrem na glandula mamaéria durante ordenhas mais

frequentes (4X vs. 2X) pela identificagcdo de mudancas na expressdo génica, observou que os
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efeitos do AFO sobre a producéo de leite tem carater multifatorial. Isto por que o AFO alterou
a expressdo de diversos genes relacionados principalmente com o aumento da remodelagem
da matriz extracelular, metabolismo, proliferacdo e apoptose celular, transportes de nutrientes,
funcdo imune e neovascularizagdo (CONNOR et al., 2008).

Posteriormente, outros estudos surgiram com o objetivo de avaliar diferengas na
expressao génica em relacdo a resposta aguda (imediata) e persistente (em longo prazo) da
frequéncia de ordenha sobre a producdo de leite. WALL e MCFADDEN (2010) e WALL et
al. (2012) utilizaram 4X e 2X em metades diferentes do Ubere até 21 dias da lactacdo. As
biopsias foram obtidas no quinto dia da lactagdo imediatamente ap6s a ordenha da metade do
Ubere 4X (resposta aguda) ou 2,5 h ap6s a ordenha das duas metades do Ubere (resposta
persistente). A expressdo de alguns genes envolvidos no eixo IGF-I, foram regulados tanto
pela remocdo do leite imediata quanto pela resposta ao AFO em longo prazo (WALL e
MCFADDEN, 2010). Enquanto que WALL et al. (2012) observaram que a expressdo de 855
genes foram regulados de forma aguda pela remocéo do leite, mas nenhum gene foi associado
com a manutencdo do efeito da frequéncia de ordenha, ou seja, efeito & longo prazo, uma vez
que ndo houve diferenca na expressao génica das biopsias realizadas 2,5 h apds a ordenha
entre 0os grupos 2X e 4X. Estes resultados em conjunto sugerem que o efeito agudo e em
longo prazo possam ser regulados pelo mesmo grupo de genes.

Este mesmo grupo de pesquisa avaliou a expressdao génica de biopsias obtidas nos dias
21, 23 e 40 da lactagéo, 2,5 h depois da ordenha em vacas submetidas ao mesmo manejo de
ordenha descrito anteriormente. Os resultados deste estudo demonstraram diferenga na
expressao de 75 genes entre 4X e 2X ao longo dos tempos avaliados (WALL et al., 2013).
Muitos destes genes foram os mesmos previamente identificados por CONNOR et al. (2008).
Baseados nestas observagcbes WALL e MCFADDEN (2012) desenvolveram uma possivel
hipotese para explicar a maior produgdo de leite mesmo apo6s reducdo do aumento da
freqiiéncia de ordenha. Segundo estes autores a maior utilizacdo da glandula maméaria durante
0 inicio da lactagdo, periodo em que esta é capaz de responder a demanda da producdo de
leite, resultaria em “imprinting lactacional”’, ou seja, padrdo de ativagdo génica que persiste
mesmo apos o término AFO. Efeito semelhante ao observado no musculo esquelético em
resposta a alta demanda fisiolégica (exercicio), onde este passa por processo de mudancas
coordenadas a nivel de transcricdo génica que coincide com melhor fungdo muscular (WALL
e MCFADDEN, 2012).
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2.6 TECNICAS UTILIZADAS PARA A REALIZACAO DE BIOPSIA

Durante muito tempo, o estudo da morfologia e funcdo da glandula mamaria em
animais de producdo de leite se restringiu a analise de amostras obtidas a partir de
procedimentos de necropsia. No entanto, pesquisas tem focado na obtengdo de amostras de
tecido mamario in vivo para avaliacdo histologica e bioquimica, mesmo que a elasticidade,
vascularizagdo do tecido mamario em lactacdo e a possibilidade de ocorréncia de hemorragia
e mastite dificultem este procedimento e causem efeitos adversos na produgéo de leite (FARR
et al., 1996).

A biopsia da glandula mamaria é uma técnica usada tanto em pesquisas quanto no
diagnostico clinico. Em grandes animais, comumente, sdo relatados a utilizacdo de dois
métodos de biopsia. O primeiro consiste ha amostragem de grandes fragmentos de tecidos por
meio do uso da técnica cirdrgica. Diversos pesquisadores utilizaram técnica cirdrgica através
da incisdo da pele e hemostasia dos vasos seccionados para a obtencdo amostras de tecido
mamario em cabras e vacas (KNIGHT et al., 1992a; KNIGHT et al., 1992b; OXENDER et
al., 1971), porém esta abordagem extrai apenas tecido glandular superficial, requerendo
profunda sedacédo e anestesia, além de causar infec¢des no local da biopsia (KNIGHT et al.,
1992a). HIBBERT (1964) descreveu um procedimento de biopsia em vacas lactantes em
estacdo utilizando canula afunilada que pode extrair de 5 a 12 g de tecido secretor em
diferentes regides da glandula mamaéria. Este método resultou em 17% de incidéncia de
mastite e levou até 18 dias para que a producdo de leite retornasse a valores pré-biopsia.
Posteriormente, FARR et al. (1996) adaptaram este método com a uso de um instrumento de
perfuracdo com diametro interno de 4,5 mm e 85 mm de comprimento acoplado a um motor
elétrico de baixa velocidade. O uso deste instrumento resulta na amostragem de fragmentos de
tecido com peso de 0.75 a 1 g, no entanto, complicagdes severas, como hemorragia externa e
formacéo de fistulas foram frequentemente observadas.

Uma abordagem alternativa a técnica cirdrgica e amplamente utilizada na atualidade é
a utilizacdo de agulhas e pistolas de biopsia (sistema automatico de disparo da agulha) que €
capaz de extrair fragmentos reduzidos (20 a 25 mg), a partir de uma pequena incisdo, o que
minimiza a ocorréncia de hemorragia (OLLIER et al., 2009; SOBERON et al., 2010).
VANKLOMPENBERG et al. (2012) descreveram uma técnica de biopsia que extrai

fragmentos de tecidos, com aproximadamente 100 mg, via agulha acoplada em um sistema a
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vacuo que em seguida realiza lavagem do local da biopsia com salina com ou sem vaso
constritor. Segundo estes autores a utilizacdo desta técnica de biopsia tem como vantagem
poder ser empregada em espécies que apresentam glandula mamaria de tamanho reduzido,
além de diminuir o tempo de cicatrizagdo e ocorréncia de sangramentos em relacéo a técnica
cirargica descrita por FARR et al. (1996) e HIBBERT (1964). No entanto, o elevado custo da
aquisicdo do equipamento de biopsia via sistema a vacuo representa uma desvantagem da
técnica.

A técnica cirGrgica quanto & utilizacdo de agulhas de biopsia, embora muito
empregadas, ainda apresentam certas limitacGes devido ao seu carater invasivo que resulta em
efeitos adversos sobre a producdo de leite e saude do Ubere. Por isso, novas pesquisas tem
sido desenvolvidas na busca de métodos alternativos menos danosos para a saude do animal.
POLLOTT et al. (2014) descreveram um método ndo invasivo para estimar apoptose pela
mensuracdo de microparticulas encontradas em amostras de leite coletadas ap6s o pico da
lactacdo, no entanto, para estes autores mais estudos devem ser realizados com o objetivo de
melhor caracterizar o comportamento destas microparticulas ao longo de todas as fases da

lactacdo.
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4. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos de biopsias mamarias sobre as caracteristicas dos tecidos obtidos e
salde do Ubere poOs-biopsia e 0s potenciais mecanismos celulares responsaveis pelo efeito

residual do aumento da frequéncia de ordenha sobre a producéo de leite.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar se o procedimento de biopsia mamaria resulta em efeitos deletérios sobre a
producdo e composicao do leite, peso corporal, escore de condicdo corporal (ECC) e saude do

Ubere;

2- Determinar os efeitos do aumento da frequéncia de ordenhas, nos 21 dias pds-parto, sobre

a producao e composic¢do do leite ao longo da lactacéo;

3- Avaliar se o aumento da frequéncia de ordenhas no inicio da lactacdo resulta em efeitos

positivos ou negativos sobre a salde da glandula maméria;

4- Detectar, quantificar e verificar a relacdo da apoptose e proliferacdo celular no epitélio e

estroma mamario de vacas ordenhadas quatro vezes versus duas ordenhas diarias;

5- Determinar diferengas no crescimento do epitélio celular mamaério ao longo dos primeiro

28 dias da lactacdo, via quantificacdo e avaliacdo morfoldgica de seu epitélio;

6- Caracterizar o comportamento da populacdo de células secretoras da glandula mamaria
durante o inicio da lactacdo de vacas mesticas submetidas a diferentes frequéncias de

ordenhas (ordenha duas ou quatro vezes ao dia até 21° dias da lacta¢do).
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CAPITULO I
Effects of bovine mammary gland biopsy and increased milking frequency on post-

procedure udder health, histology, and milk yield
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Abstract

Sixteen cows in early lactation were randomly distributed into two groups in order to evaluate
the effects of mammary biopsies and increased milking frequency on tissue characteristics,
post-biopsy udder health and histology. One group was milked twice a day (2X) starting on
the second day after calving, until 28 days in milk (DIM). The other group was milked four
times a day (4X) from two to 21 DIM, and twice a day (2X) from 22 to 28 DIM. On days 2, 7,
14, 21, and 28 postpartum, one fragment of secretory tissue was collected from one mammary
quarter at a time. Collections were alternated between the four mammary quarters per
collection day. A total of 80 mammary tissue samples were collected. Qualitative and
guantitative analyses of the tissues were conducted by histologic examination. Animal health
was assessed by observation of food intake behavior immediately after biopsy, and weight
and body condition score (BCS) before and one week after biopsy. Udder health was assessed
daily from calving to 60 DIM with California Mastitis Test (CMT) and by noting alterations
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in the milk such as blood, milk clots, blood clots, clinical signs of mastitis. Milk composition
and somatic cell count (SCC) were analyzed before and after the biopsies. Milk production
was evaluated before biopsy, on the day of biopsy, and after the biopsy. An average of 10
fields at 40x magnification was obtained from each sample. There were no evident changes in
mammary morphology as a result of milking two or four times/d at any of the evaluated time
points. Biopsy wounds healed rapidly without infection. Intramammary bleeding and CMT
alterations were observed in 96% and 75% of the biopsied mammary quarters, respectively.
Clinical mastitis was diagnosed in 12% of the biopsied quarters. Different milking
frequencies had no effect on the frequency and duration of post-biopsy alterations. Milk
production decreased after biopsies done on days 2, 14, and 21, but it returned to pre-biopsy
values within two days. Milk composition and SCC were affected transiently. Increased
milking frequency did not influence udder health. Post-biopsy recovery was rapid and the

procedure proved effective without damaging the cows’ health.

Keywords: SCC, cow, histology

Implications

The study of the morphology and function of the mammary gland in production animals has
been restricted to samples obtained from necropsy procedures. Current research has focused
on obtaining in vivo samples; however, the potential adverse effects on milk production and
udder health must be reported and further studied.

Introduction
The study of the morphology and function of the mammary gland in dairy animals has been
restricted to samples obtained from necropsy procedures. However, in recent years, research
has focused on obtaining in vivo mammary tissue samples for histological and biochemical
evaluation. This has been done despite difficulties in the procedure and possible adverse
effects on milk production deriving from elasticity and vascularization of lactating mammary
tissue and the possibility of hemorrhage and mastitis (Farr et al., 1996).

Mammary gland biopsy is a technique used in both research and clinical diagnosis. On
large animals, two biopsy methods are commonly reported. The first involves surgically

obtaining large tissue fragments (0.75-1 g), resulting in severe complications such as external
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hemorrhage and formation of fistulas (Farr et al., 1996). The second technique uses needles
and biopsy pistols (automatic needle jab system), being capable of extracting small fragments
(20-25 mg) from a small incision, minimizing hemorrhage (Ollier et al., 2009; Soberdn et al.,
2010). VanKlompenberg et al. (2012) described a biopsy technique that extracts tissue
fragments of approximately 100 mg via a vacuum system followed by a saline lavage of the
biopsied site, with or without vasoconstrictors. This method could potentially reduce
complications after biopsy.

Greater milking frequency/d increases milk production in several species. It has also
been associated to a decrease in somatic cell count (SCC) (Smith et al., 2002, Dahl et al.,
2004, Wright et al., 2013), an indicator of mammary gland health. However, other authors did
not observe such effect (Wall and McFadden, 2007, Shields et al., 2011). No previous study
has evaluated the effect of milking frequency on the udder health after biopsy. The objectives
of the present study were a) to describe and evaluate the adaptation of the use of biopsy
needle to assess bovine mammary tissue, b) to determine the main occurrences related to milk
yield and udder health after the procedure, and c) to evaluate the effect of increased milking

frequency on such occurrences.

Materials and methods
Animals, management and sampling

The Federal University of Minas Gerais ethical committee (CETEA/UFMG n. 58/2011)
approved all the experimental procedures. The study was conducted at the Experimental Farm
of the Agricultural Research Company of Minas Gerais (EPAMIG), located in Felixlandia,
Minas Gerais, Brazil, between June and December of 2013. Biopsies were performed at early
lactation in 16 F1 Holstein x Zebu multiparous cows (third and greater lactations),
homogenously distributed into two groups according to parity, mean milk production and
SCC of the previous lactation, genetic composition and calving date. The groups were: 1) 2X:
cows milked twice/d (n = 8) and 2) 4X: cows milked four times/d (n = 8), from two to 21 days
postpartum (PP). After d 21 of lactation, both groups were milked twice/d until 28 DIM.
Milkings started on d 2 of lactation. Milking times were 0600 and 1400 h for the 2X group.
Cows in the 4X group were also milked at 0930 and 1530 h. All animals were fed the same
diet ad libitum and kept in the same location during the experimental period. Milk yield was

measured with Milk Meter-Mark V collectors (a-Laval Agri; Jaguaridna-SP, Brazil) on days
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where the milk from the biopsied quarter was normal at visual inspection. Milk samples
(polled from sucessive a.m. and p.m. milkings) were collected one day before biopsy and
daily after biopsy, starting at the day when no visible contamination by blood was seen on the
milk. Percentage of fat, protein and lactose, and SCC were measured in each milk sample
using spectroscopy and flow cytometry (Bentley Combi System 2300 and Bentley
Instruments Incorporated, Chaska, USA, respectively) at the Laboratory of Milk Analysis and
Quality at the Federal University of Minas Gerais Veterinary School.

Food intake behavior was assessed by visual observation immediately after the biopsy.
Cows were weighed and body condition score (BCS) assessed before and 7 d after the biopsy
by a single evaluator. The BCS was scored on a 1 to 5 point scale based on inspection of the
pelvis and tail head, ribs, and back according to Edmonson et al. (1989).

Udder health was assessed daily until 60 DIM by visually examining the milk for blood,
milk clots, and blood clots, by California Mastitis Test (CMT), and by monitoring clinical
signs of mastitis (redness, increased udder temperature, pain on palpation, and edema). The
CMT was scored according to McDougall et al. (2010) as follows: Score 0 or negative: no
reaction between the reagent and milk; trace: suspicious reaction; score 1 or +: weak positive

reaction; score 2 or + +: positive reaction; and score 3 or + + +: strong positive reaction.

Tissue Sampling and Analysis

Mammary biopsies were performed in the medial region of the mammary quarter in eight
cows from each group on days 2, 7, 14, 21, and 28 postpartum. Biopsies were performed
immediately after the 0600 h milking for 2X cows, and after the 0930 h milking for 4X cows.
For each animal, one fragment of secretory tissue was collected from one mammary quarter at
a time, alternating between the four mammary quarters per collection day. A total of 80
biopsy samples were collected.

Biocore Il needles comprising a 12-gauge cannula and a 12-cm perforating monoface
mandrel were used (MMdiagnostika; S&o Paulo-SP, Brazil). After milking, the cows were
restrained in a squeeze chute and sedated with 1.5 mL of 1% acepromazine administered
intramuscularly (0.03 mg/kg, Acepran; VETNIL Ind. and Com. of Veterinary Products Ltd.,
Louveira-SP, Brazil). Cows were not fasted before the biopsy and remained standing
throughout the procedure. To allow adequate visibility of the biopsy site and increase safety,

the rear limb ipsilateral to the biopsied quarter was suspended and restrained on the chute.
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The area to be biopsied (20 cm? without visible subcutaneous blood vessels) was marked,
trichotomized, and cleansed aseptically using 10% povidone-iodine and 70% alcohol. Skin
and mammary tissue were locally anesthetized with 2% lidocaine hydrochloride without
vasoconstrictors (20 mg/ml, Xylestesin; Cristalia—Pharmaceutical Products Ltd., Itapira-SP,
Brazil) administered subcutaneously (1 mL) and into the superficial intramammary tissue (2.5
mL). A small skin incision was made with a 40 x 16 needle to introduce the biopsy needle.
The biopsy needle and mandrel were introduced through the skin incision approximately 1.5
cm into the mammary parenchyma. Subsequently, the mandrel was manually positioned
toward the parenchyma, rotated 360°, and then fixed; next, the cannula was pushed,
completely covering the mandrel, and the needle was removed from the mammary gland.

If mammary tissue was not retrieved, the needle was reintroduced, and the procedure
repeated until an appropriate amount of tissue was obtained. After the procedure, a silver
sulfadiazine healing spray (Bactrovet Prata AM; Konig, Avellaneda-BS, Argentina) was
applied onto the incision site. Neither intramammary drugs nor intravenous antibiotics were
administered in order to evaluate mastitis incidence without the use of preventive measures. If
mastitis was diagnosed, intramammary gentamicin sulfate 150 mg (Mastifin; Ourofino Group,
Cravinhos-SP, Brazil) was administered for three consecutive days.

Histological procedures

Tissue samples were fixed in formalin (10% neutral and buffered) for 8 h and transferred to
70% alcohol. Samples were then serially dehydrated in alcohol (80% and 90% for 1 h, and
100% for 2 h), clarified in xylene (5 min), infiltrated with liquid paraffin (56-58°C for 5 min),
and embedded in paraffin blocks. The blocks were cut into 4 um-thick slices (RM 2255 Leica
Microtome), mounted on slides, stained with hematoxylin-eosin (HE) and covered with cover
slips using mounting medium (Etellan).

The slides were observed under a microscope. A 4x objective lens was used to
randomly select the fields to be photographed. Once a field was selected, a 40x objective lens
was used to the capture the highest number of images with a Q Color S Olympus digital
camera coupled to an Olympus BX-43 Microscope Image Pro Plus software version 7.0 was
used for image capturing. Images were analyzed for histological evaluation of mammary

tissue.
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Statistical analyses

A chi-square test was used to analyze the association between biopsy-related occurrences and
milking frequency. Comparison between duration of occurrences and milking frequency was
analyzed with a random design. Body weight and SCC were standardized with a logarithmic
function and the duration in days of presence of blood clots in the milk with a root function.
Body weight, milk composition and SCC were evaluated by comparing means before and
after biopsy for dependent samples using paired t test (P<0.05). The BCS was analyzed using
the Wilcoxon test, with a 95% confidence interval. Descriptive analyses were used for the
morphological results, CMT, and animal health evaluation. Regression analyses were
conducted to estimate individual milk production for the days when measuring was not done
due to the presence of blood in the milk. Comparison of estimated milk production throughout
the days was analyzed through random units, a unit being the animal. The Student-Newman-
Keuls (SNK) test was used to compare mean differences in milk production. Analyses were
conducted with SAS 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Results and discussion

Evaluation of biopsy samples

Biopsies were easily obtained in various mammary sites using a rapid procedure lasting no
more than 20 min from animal restraint to the end of the procedure. Using the biopsy needle,
a core of mammary tissue of approximately 6 x 3 mm was obtained at each biopsy. The
biopsy technique does not allow the removal of tissue fragments from precise locations,
therefore it is unknown which mammary gland region is being sampled. In total, 12 samples
showed no secretory mammary tissue. Two were identified as mammary gland cistern tissue,
and 10 were fibrous tissue only, likely from the gland cistern.

Samples were obtained with minimal tissue damage, and its fragmentation was
observed. The fragments produced an average of 10 fields at 40x magnification. Microscopic
structures were clearly visible on histology, and the samples contained predominantly healthy
alveolar secretory tissue. Compared to the method described by Farr et al. (1996) and used in
other studies (Hale at al., 2003; Miller et al., 2006; Annen et al., 2007), one disadvantage of
the present biopsy method is that only small tissue fragments can be collected. However,
multiple samples can be collected from a single incision by directing the biopsy needle

towards a different location.
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There were no evident changes in mammary morphology as a result of milking 2X or
4X/d at any of the evaluated time points. On the second d of lactation, it was observed for
both groups that alveoli were comprised of heterogeneous cell populations, most of these
having the nuclei located near the basal region, occupying much of the intracellular area, also
with presence of small quantities of small cytoplasmic vacuoles (Figure 1A). According to
Akers et al. (2006) and Annen et al. (2007), these cells can be classified as poorly
differentiated or resting cells, respectively. Some alveoli presenting cells with large vacuoles
in the cytoplasm occupying most of the intracellular space, characteristic of fat globules,
which result in nucleus of irregular shape and polarity yet to be established (Figure 1B) were
also observed. These alveoli were observed at 20 DIM in cows milked continuously during
the dry period and defined by Annen et al. (2007) as engorged alveoli. Holst et al. (1987)
observed similar characteristics in mammary alveoli during the dry period. Thus, the
engorged alveoli observed at 2 DIM are likely to be entering the differentiation stage.

From 7 DIM, the nucleus of alveolar cells began to show basal position and the
proportion of the cell area occupied by the nucleus diminished over DIM (Figure 1C and 2),
resulting in a more evident cytoplasm. Annen et al. (2007) reported the presence of resting
alveoli in d 1 and d 7 postpartum, suggesting that not all the mammary epithelium cells are
fully differentiated postpartum. Different from that observed by Annen et al. (2007), in the
present study these cells with morphology suggestive of repose were not visualized at 7 DIM,
suggesting a more rapid cell differentiation in animals used in this experiment compared to
the Holstein cows.

The proportion of interalveolar connective tissue appeared to decrease throughout the
period studied while the alveolar luminal area increased, although these changes were not
quantitated (Figure 2). The increased interalveolar space was observed mainly at 2 DIM.
Interalveolar space was filled with loose connective tissue, but a large amount of cells was
also found in these areas. These cells consisted mainly of fibroblasts, mononuclear cells
(lymphocytes, monocytes and macrophages) and plasmocytes. Mononuclear cells and
plasmocytes were also observed migrating into the alveolar lumen. The greater cellularity in
mammary stroma and lumen in early lactation can result from the physiological process of

colostrogenesis is which begins at the end of the dry period.
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Udder health
After biopsy, cows were released form the chute and moved to their pens. All animals began
feeding immediately, indicating a fast post-biopsy recovery. There was no difference between
number of milkings (2X or 4X) in the frequency of hematomas, intramammary bleeding,
blood clot, edema, fibrosis, mastitis, intramammary hemorrhage duration, and presence of
blood clots in the milk and edema (P > 0.05; Table 1). In addition, post-biopsy SCC was not
different between 2X and 4X groups once blood contamination was no longer visible in the
milk (2X = 305.76 x 1000 cells/mL and 4X = 445.21 x 1000 cells/mL; P>0.05). Although
SCC was not different between 2X and 4X groups, observed counts are indicative of
inflammation following biopsy, once the SCC threshold for mammary gland inflammation is
of 250 x 1000 cells/mL (Smith, 1996). Furthermore, it was expected that the 4X would have
faster recovery of biopsied gland health (shorter duration of high SCC and of observed
alterations), due to more frequent removal of milk from the gland, with consequent removal
of blood and clot. However, this was not observed, demonstrating that recovery of the
mammary gland after biopsy may be related to intrinsic factors of the animal. It is possible
that an increase in metabolic load associated with increased milk production until the peak of
lactation, weakens defenses and negatively affects the health of the mammary gland
(Ingvastsen et al., 2003).

Biopsy sites healed without any infections. Subcutaneous hematomas were observed in
11 of the 80 biopsies (14%) and were reabsorbed within one day. According to Farr et al.
(1996), surgical biopsy causes intense external hemorrhage and subcutaneous hematomas
persisting up to six days. This outcome was not observed in any of the present subjects,
demonstrating an advantage of the biopsy needle procedure compared to the surgical
methodology.

Most of the biopsied mammary quarters (96%) showed intramammary bleeding, and
only three quarters showed no visible blood contamination in the milk. Out of 80 biopsies, 25
quarters showed visible blood in the milk for 2 days, 27 for 4 days, 19 for 6 days. Only six
quarters had blood contamination persisting over 6 days (Figure 3). VanKlompenberg et al.
(2012) performed the biopsy technique using a vacuum system and observed blood residue or
blood clot in the milk for no more than 7 days, one day longer than most of the biopsies in the

present study.
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In addition to blood, blood clots were also observed in the milk for 69 biopsies (87%)
persisting for no more than 6 days; only five quarters had blood clots persisting for more than
6 days (Figure 2). Blood clots were manually removed during and after milking. According to
Farr et al. (1996), knowledge of mammary gland vascularization is important to choose the
best biopsy site in order to avoid arteries and veins of large caliber, thus reducing the
incidence of internal hemorrhage. After the biopsy, 43 mammary quarters (54%) had edema
that resolved in three days; however, the edema persisted for more than three days in quarters
positive for mastitis. No difference was observed between front and hind quarters as to
duration of edema and milk contamination with blood or blood clots. Small visible or
palpable fibrotic lesions were observed at the biopsy site in five biopsied quarters (6%),
which resolved spontaneously between 15 to 20 days. Marx and Caruolo (1963), who
performed surgical biopsies, reported similar findings.

Although BCS was not affected by biopsy (P>0.05), body weight before the biopsy
(PAB = 544.8 kg) and one-week after the biopsy (PPB = 540.5 kg) were different (P<0.05;
Table 2). This loss of body mass should be interpreted cautiously as it likely reflects the body
reserve mobilization that occurs during early lactation due to negative energy balance, rather
than the biopsy procedure.

Before biopsy, all mammary quarters tested negative on CMT (score 0). One day after
the biopsy, 75% of the glands (n = 60) had a positive CMT reaction (trace: 0% [0]; score 1:
40% [24]; score 2: 43% [26]; and score 3: 17% [10]) that persisted an average of 5.2 days and
a maximum of 12 days in cases diagnosed with clinical mastitis. At 60 days of lactation, only
three biopsied quarters showed CMT alterations, suggesting that the biopsy procedure may
cause a transitory SCC increase. The SCC of post-biopsy milk (SCC = 358.23 x 1000
cells/mL) was higher than that in milk collected prior to the procedure (SCC =197.39 x 1000
cells/mL; P<0.05; Table 2). The SCC decreased to values smaller than pre-biopsy values after
no more than 11 days, which is 5 days after the end of visible abnormalities in the milk,
except in the mammary quarters positive for clinical mastitis.

Among the 80 biopsies, 10 mammary quarters (12%) were diagnosed and treated for
clinical mastitis, nine recovered quickly, and one quarter was lost due to mastitis-related
complications. These results indicate that the biopsy procedure may cause an inflammatory
reaction due to physical trauma caused by the needle. Most studies using biopsy needle or

gun, or surgical methods report an absent (Annen et al., 2007) or low mastitis incidence (Farr
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et al., 1996; Sorensen et al., 2006). However, this may be due to the use of prophylactic
antibiotics, either systemic or intramammary, pre and post-biopsy, or other factors such as
installations and milking management since mastitis incidence is associated with multiple
factors. Marx and Caruolo (1963) reported mastitis incidence of 14% after needle biopsy
without concurrent prophylactic antibiotics, which is similar to the present finding. Thus, the

use of prophylactic antibiotics could minimize the risk of mammary infection post-biopsy.

Production and milk composition

In the biopsies performed on days 2 and 21 of lactation, estimated milk yield was reduced
only on the day following the biopsy and rapidly went back to pre-biopsy values on the day
after biopsy. On biopsies performed on day 14 of lactation, the decreased milk production
persisted for one extra day (P<0.05). Regarding biopsies done on days 7 and 28 of lactation,
no difference was found on the estimation of milk production on the days following the
biopsy (P>0.05; Table 3). These results demonstrate that alterations in milk production after
biopsy are reversible and of limited duration, averaging 1.3 days.

According to Farr et al. (1996), milk production in the biopsied gland during the
intermediary lactation phase is significantly reduced when compared to the pre-biopsy period,
recovering within 6.5 days post-biopsy. Annen et al. (2007) showed that daily milk
production in biopsied animals was not influenced by the biopsy procedure. However, it is
important to state that the progressive increase in milk production until the peak of lactation
may mask potentially negative effects on production, which may explain the minimal or
absent effects observed in the present study and on the study by Annen et al. (2007).

Milk samples analyzed pre and post-biopsy did not show any difference in fat
percentage (P>0.05), even though a higher percentage of protein and lower percentage of
lactose was observed in pre-biopsy samples when compared to the post-biopsy samples
(P<0.05; Table 2). According to Tsioulpas et al. (2007), the physiological composition of
milk is characterized by a high percentage of protein on the first day of lactation that
gradually declines over 30 days, whereas the percentage of lactose, which is initially low,
increases over the next 60 days of lactation. Thus, because the biopsies were performed in the
first 28 days of lactation, the observed changes in milk composition may be related to
physiological changes in milk composition occurring during this period instead of being a

consequence of the biopsy.
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Elevated SCC may result in alterations in milk composition, with a low percentage of
solids because of reduced synthetic activity of the mammary tissue (Harmon, 1994).
However, despite observing an increase in SCC in the samples taken after biopsy (Table 2),
this could only explain the reduction on the protein percentage found after biopsy, being
incompatible with the increase in lactose percentage observed after biopsy.

Conclusions

The method for mammary gland biopsy using only a biopsy needle can be conducted and
repeated on the same animal using a quick and efficient procedure when it comes to
morphology and gland function assessment, without large negative effects to production, milk
composition and animal health. In addition, increased milking frequency did not minimize the

negative impact of the biopsy procedure on udder health.
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Table 1 Effect of two (2X) ou four (4X) milkings daily during the first 21 days of lactation,
followed by twice a day milking until 28 days of lactation on frequency of occurrence of
hematoma, intramammary bleeding, blood clots, edema, areas of fibrosis, mastitis and
duration in days (d) of intramammary bleeding, blood clots and edema of F1 Holstein x Zebu

cow after the biopsy procedure

Udder changes 2X 4X SEM P-value

Frequency of occurrence

Hematoma 6.0 5.0 - 0.5
Intramammary bleeding 46.0 31.0 - 0.8
Blood clots 40.0 29.0 - 0.9
Edema 22.0 19.0 - 0.3
Avreas of fibrosis 2.0 3.0 - 1.0
Mastitis 5.0 5.0 - 0.7
Duration (d)
Intramammary bleeding 3.4 3.7 0.3 0.6
Blood clots 2.3 3.0 0.2 0.9

Edema 1.3 1.8 0.2 0.9
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Table 2 Effect of biopsy procedure on body weight, milk composition, milk somatic cell count

(SCC), and body condition score (BCS) of F1 Holstein x Zebu milking cows before and after

the biopsy procedure

Variable Before biopsy After biopsy SEM P-value
Body weight, kg 544.84 540.52 8.31 0.04
BCS 3.00 3.00 - 0.90
SCC, x 1000 cells/mL 197.41 358.23 54.00 0.04
Milk composition, %

Fat 4.17 4.20 0.08 0.72
Protein 3.40 3.24 0.03 0.01
Lactose 4.52 4.60 0.03 0.01
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Table 3 Effect of biopsy procedure on day two, seven, 14, 21, 28 of lactation on estimated

average milk production (kg/d) of F1 Holstein x Zebu milking cows one day before biopsy (-

1), on the day of biopsy (0) and five consecutive days after biopsy procedure (1, 2, 3, 4, 5)

Milk yield relative to the day of the biopsy (kg/d)

Days
PP 1 0 1 2 3 4 5 o "
M  value
2 - 16.05° 12.76° 17.84* 19.27° 19.95° - 051 0.01
7 19.95 1862 1991 19.28 1944 2135 2079 034 0.92
14 20.79° 20.39° 18.63° 18.72° 20.35° 20.06° 22.08 0.39 0.01
21 20.13* 21.68° 16.96° 18.85® 19.66™ 19.66® 18.28° 0.36 0.02
28 20.32 1863 16.37 17.65 - - - 052 0.07

¢ Values within a row with different superscripts differ significantly at P<0.05.

PP = postpartum.
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Figure 1 Micrograph of (A) alveoli with poorly differentiated cells at d 2 after calving, (B)

engorged alveoli at d 2 after calving, and (C) alveoli with poorly differentiated cells at d 7
after calving, from mammary tissue samples obtained from a single cow milked twice/d until
28 DIM.
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Figure 2 Micrograph of alveoli and cells of mammary tissue sample obtained at (A) 14, (B)
21, and (C) 28 d after calving from cows milked two or four times/d until 21 DIM and twice/d
from 22 to 28 DIM.
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CAPITULO I

Efeito do aumento da frequéncia de ordenhas no inicio da lactacéo sobre a producéo de
leite, a proliferacéo e a apoptose celular mamaria em vacas leiteiras

J. A. M. Lima*, J. R. M. Ruast, A. C. Vasconcelos§, A. M. Q. Lana*, H. M. Saturnino*,
R. B. Reis*, S. G. Coelho*"*

*Departament of Animal Science,

§Departament of General Pathology, School of Veterinary Medicine, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), 6627
Avenida Antdnio Carlos POBox 567, Pampulha, Belo Horizonte, MG, Brazil; CEP: 30123-970

TEmpresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais — EPAMIG

ICorresponding author: sandragesteiracoelho@gmail.com

RESUMO: O aumento da frequéncia de ordenhas (AFO) no inicio da lactacdo resulta em
estimulo positivo na producdo de leite, que se mantém parcialmente ao longo de toda a
lactacdo. Contudo, os efeitos do AFO sobre a renovagdo celular ainda ndo foram
completamente entendidos. O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos do AFO durante
0 inicio da lactacdo sobre a producdo, composicdo e contagem de células somaticas (CCS) do
leite, e avaliacdo da histomorfometria, proliferacdo e apoptose das células epiteliais mamarias.
Quatorze vacas mesticas F1 Holandés x Zebu (HxZ) foram distribuidas aleatoriamente em
dois grupos. O grupo controle foi ordenhado duas vezes ao dia (2X) durante toda lactagéo, e o
grupo submetido ao AFO foi ordenhado quatro vezes (4X), a partir do segundo dia (d) da
lactacdo até 21 d e duas ordenhas do dia 22 até 210 da lactagdo. A producdo, composicao e
CCS foram avaliadas diariamente do 4 d até 30 d e quinzenalmente até 210 d apds o parto.
Biopsias mamarias foram realizadas nos dias dois, sete, 14, 21, 28 ap6s o parto. Durante os 21
dias da lactacdo o grupo 4X produziu 2,6 kg/d £ 0,20 a mais de leite do que o grupo controle
(P < 0,05) apos este periodo e ao longo da dos 210 dias da lactacdo manteve producdo de leite
semelhante a do grupo controle até (P > 0,05). Nos trés periodos avaliados ndo houve
diferenca na percentagem de gordura, proteina e lactose (P > 0,05). No periodo do AFO a
CCS, o rendimento de gordura e a producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura foram
maiores em 4X do que 2X (P < 0,05), ndo havendo diferenca apos este periodo e ao longo da
dos 210 dias da lactagdo (P > 0,05). A proliferacdo e apoptose em células epiteliais e do
estroma mamario, bem como a proporcao de tecido mamario ocupado por alvéolos, estroma,
epitélio e lumen ndo foram afetadas pelo AFO (P > 0,05). Mudancas na frequéncia de
ordenha durante o inicio da lactacdo ndo altera a dinamica populacao de celulas.

Palavras-chaves: apoptose, histomorfometria, nimero de ordenha, proliferacéo
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INTRODUCAO

A curva d lactacdo pode ser manipulada por diferentes meios, sendo as mudancas de
manejo, como o maior numero de ordenhas (AFO), um dos principais métodos utilizados para
aumentar a producdo de leite. Tradicionalmente, o aumento do numero de ordenhas é
empregado ao longo de toda a lactacdo e seus efeitos sobre a producdo de leite foram
intensamente estudados, principalmente durante os anos 80 e 90, sendo estabelecido a partir
de entdo correlacdo positiva entre maior frequéncia de ordenhas e producdo de leite. No
entanto, estudos desenvolvidos nas ultimas duas décadas tém relatado aumento na producéo
de leite em vacas ordenhadas mais frequentemente nos primeiros dias da lactagdo, ndo apenas
durante o periodo de aumento da frequéncia de ordenha (AFO), mas também com a
persisténcia deste efeito apos as vacas retornarem ao menor nimero de ordenhas (Bar-Peled et
al., 1995; Hale et al., 2003; Wall e McFadden, 2007; Soberdn et al., 2011).

A producdo de leite e a persisténcia da lactagdo sdo influenciadas pelo nimero de
alvéolos, numero de células dentro dos alvéolos e pelo grau de diferenciacdo destas células ao
longo da lactacdo, os quais sdo determinados pelo balanco entre proliferacdo e apoptose
celular e pela atividade celular, respectivamente (Boutinaud et al., 2004). De acordo com Hale
et al. (2003) e Murney et al. (2015), a maior producédo de leite observada com o aumento da
frequéncia de ordenhas no inicio da lactacdo, bem como sua manutencdo, esta relacionada ao
aumento da proliferacdo celular, sendo esta, provavelmente, regulada por mecanismos locais
sensiveis a0 AFO. A regulagdo local deste efeito, mesmo ndo identificados 0os mecanismos
responsaveis, tem sido demonstrada em estudos em que foram adotados nimero de ordenhas
diferentes em cada metade do Ubere de um mesmo animal (Wall e McFadden, 2007; Sorensen
et al., 2001; Stelwagen e Knight, 1997). Algumas pesquisas investigaram o efeito do aumento
da frequéncia de ordenhas no inicio da lactacdo sobre a proliferacdo e apoptose (Wall et al.,
2013; Wall et al., 2010; Soberon et al., 2010; Hale et al., 2003). Embora o aumento do
namero de células mamarias secretoras possa explicar o efeito a longo prazo na producéo de
leite, estudos demonstraram efeitos divergentes sobre as taxas de proliferacdo e apoptose.

Além de seus efeitos sobre a producéo de leite, estudos com AFO no inicio da lactacao,
tem demonstrado resultados controversos quanto aos seus beneficios sobre a satde do Ubere.
Segundo Smith et al. (2002), Dahl et al. (2004) e Wright et al. (2013), este manejo de ordenha

reduziu a CCS, enquanto outros autores relataram a auséncia de efeito do aumento da
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frequéncia de ordenha no inicio da lactacdo tanto sobre a CCS quanto sobre a saude da
glandula maméaria (Hale et al., 2003; Wall e McFadden, 2007a; Sheilds et al., 2011).

Apesar de diversas hipoteses terem sido propostas para explicar o efeito do AFO no
inicio da lactacdo sobre a persisténcia da lactacdo, a exata relacdo entre este manejo de
ordenha e a dindmica celular ainda ndo foi completamente estabelecida. Os objetivos do
presente estudo foram determinar os efeitos do AFO no inicio da lactacdo sobre a producao,
composicdo e saude do Ubere, durante e apds o periodo do AFO, bem como investigar o
potencial mecanismo celular responsavel pela persisténcia parcial do efeito do AFO sobre a

producéo de leite ao longo de toda a lactagéo.

MATERIAL E METODOS
Animais, Tratamentos e Amostragem

Todos os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (58/2011 CETEA/UFMG).
O estudo foi conduzido na Fazenda Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais (EPAMIG), localizada em Felixlandia, Minas Gerais, Brasil, durante o periodo
de junho de 2013 a julho de 2014. Vacas multiparas (n = 14) mesticas F1 HxZ de terceira ou
mais lactaces (6,25 * 2,34) foram distribuidas a dois grupos de forma homogénea em relacéo
a ordem de parto, producdo e CCS da lactacdo anterior, composi¢cdo genética e dia do parto.
Os grupos consistiam em: 2X: vacas ordenhadas duas vezes ao dia a partir do segundo dia
apos o parto (n = 7) e 4X: vacas ordenhadas quatro vezes ao dia do d 2 a 21 pés-parto (PP) (n
= 7). Apo6s o 21 d da lactacdo, todas as vacas foram ordenhadas 2X até 210 d da lactacéo.

O manejo de ordenha no periodo de AFO ocorreu da seguinte forma: todas as vacas
foram ordenhadas as 0600 e 1400 h, com as vacas do grupo 4X sendo sempre as primeiras,
seguida das do grupo 2X e o restante dos animais da fazenda. No grupo 4X, as duas ordenhas
adicionais ocorreram as 0930 e 1530 h (Figura 1). Os bezerros foram levados até a sala de
ordenha para fazer a succéo do leite antes da colocacdo das teteiras, para estimular a eje¢éo do
leite, e em seguida foram retirados da mesma. Apos o término da Ultima ordenha do dia, as
vacas foram alojadas junto com os bezerros por periodo de uma hora para que estes
mamassem o leite residual.

Durante todo o periodo experimental, todas as vacas receberam a mesma dieta a

vontade, que consistiu no pastejo de Tifton e Brachiaria e, no periodo sem chuvas, foram
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suplementadas com silagem de milho misturada a 0,2kg vaca/dia de concentrado nitromineral
(59% uréia, 20% sal mineral, 12,5% sulfato de amonia, 6,3% calcario e 2,2% fosfato
bicalcico). Concentrado comercial (22% de proteina bruta e 85% de NDT; SOMA LEITE
SAE 22, SOMA Nutri¢do animal, Rio Pomba, MG, Brasil) foi fornecido, durante a ordenha
da manha e da tarde, em cochos individuais de acordo com a producdo de leite, numa
proporcéo de 1 kg de concentrado para cada 3 kg de leite produzidos até 30 dias apds o parto
e de 1 kg para cada 3 kg, a partir dos primeiros 5 kg de leite produzidos ap6s 30 dias da
lactagdo. Agua e sal mineralizado ficaram disponiveis & vontade durante todo o periodo
experimental.

As pesagens de leite e as coletas de amostras para composicdo e CCS foram
realizadas, diariamente, do 4° d até 30° d da lactacdo e a partir desta data a cada 15 dias até
255 d da lactacdo. A producgéo de leite foi mensurada com a utilizacdo de coletores Milk
Meter-Mark V (o-Laval Agri; Jaguaritna-SP, Brasil), e posteriormente, corrigida para 3,5%
de gordura (LCG 3,5%) pela equacdo citada por Soberon et al. (2010). As amostras de leite
foram coletadas nas ordenhas da manha e tarde, identificadas, refrigeradas a 4°C e analisadas
pelo Laboratério de Analise e Qualidade do Leite da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais para a composicdo do leite (percentagem de gordura, proteina,
lactose) e CCS por espectroscopia e citdmetria de fluxo (Bentley Combi System 2300,

Bentley Instruments Incorporated, Chaska, EUA), respectivamente.

Biopsia mamaria

As biopsias mamarias foram realizadas na regido medial do quarto mamario, de forma
alternada entre os quatro quartos, nos dias dois, sete, 14, 21, 28 ap06s o parto. No grupo 2X as
biopsias foram realizadas imediatamente apds a ordenha das 06:00 h, enquanto no grupo 4X
apos a ordenhas das 09:30 h (Figura 1). Os animais foram contidos em tronco e sedados pela
administracdo intramuscular de 1,5 ml de Acepromazina 1% (0,03 mg/kg, Acepran; VETNIL
- Ind. e Com. de Produtos Veterinrios Ltda, Louveira, SP, Brasil). Areas de
aproximadamente 20 cm?, sobre uma das glandulas mamarias sem vasos sanguineos
subcutaneos visiveis foram demarcadas, tricotomizadas e realizada a antisepsia com solucao
topica de iodopovidona 10% e alcool 70%. A pele e o tecido mamario foram anestesiados via
injecdo subcuténea (1 mL) e intramamaria superficial (2,5 mL) de anestésico local cloridrato

de lidocaina sem vasoconstritor, 2% (20mg/ml, Xylestesin; Cristalia — Produtos
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Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil). Uma pequena incisdo foi realizada na pele, com
agulha 40 x 16, para a introducdo da agulha de biopsia Biocore Il, (12 g x 12 cm;
MMdiagnostika; Sdo Paulo, SP, Brasil) e posterior realizacdo da extracdo do tecido, em
apenas um local por quarto mamario. Caso ndo fosse obtido tecido mamario, a agulha era
novamente introduzida para extracdo visual de quantidade adequada de tecido.

Ap0s as biopsias, no local da incisdo foi aplicado spray cicatrizante de sulfadiazina
prata (Bactrovet Prata AM; Konig, Avellaneda, BS, Argentina). Nao foi utilizado nenhum
medicamento intramamario ou intravenoso como forma de prevencdo de infeccGes. Em caso
de diagnostico positivo para mastite foi efetuado o tratamento que consistiu na administracao
de antibidtico via intramamaria (150 mg de sulfato de gentamicina, Mastifin; Grupo Ourofino,

Cravinhos, SP, Brasil) por trés dias consecutivos.

Procedimentos histologicos

Os tecidos obtidos foram fixados em formaldeido (neutro e tamponado a 10%) por 8h e
em seguida transferidos para alcool 70%, sendo posteriormente desidratados em uma série de
concentracdes de alcool (80% e 90%; 1h e 100%; 2h), clarificados em xilol (5min), infiltrados
em parafina liquida (56-58°C; 5min) e incorporados em bloco de parafina. Os blocos foram
seccionados em dois cortes com 4um de espessura (Microtomo, Leica RM 2255) por l1amina,
num total de trés ldminas. Uma lamina foi corada pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) e
montada com o meio de montagem (Etellan - Merck Millipore, Billerica, MA, EUA) para a
fixacdo da laminula 24 x 40 mm (Corning, NY, EUA) e posteriormente observada ao
microscopio 6ptico para avaliacdo histomorfometrica, enquanto as outras duas foram

utilizadas para imunohistoquimica.

Imunohistoquimica
TUNEL

A reacdo de TUNEL, utilizada para a deteccdo de apoptose, marca in situ nas células a
introducdo de nucleotideos nos segmentos terminais dos fragmentos do genoma, utilizando
anticorpos conjugados com peroxidase. As células apoptoticas exibem fragmentacao
internucleossdmica do genoma por acdo de uma endonuclease. Utilizou-se kit comercial
(TdT-FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit, Calbiochem®, EUA). Laminas pré-
tratadas com gelatina microbioldgica (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA), contendo as
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seccOes de glandulas mamérias biopsiadas foram processadas de acordo com as instrucdes
fornecida pelo fabricante.

Apbs desparafinizacdo e hidratagdo, os cortes dos tecidos mamarios foram incubados
com proteinase K (20 ug/ml de TBS) durante 6 min. As laminas foram mergulhadas em
solugdo de H,0, a 9% por 6 min, para eliminar a atividade da peroxidase enddgena, e entéo
lavadas duas vezes (5 min) em soluc&o tampdo Tris-pH 7,6 (TBS) (Trizma Base® - Sigma
Chemical Co, USA). Os cortes foram incubados em solucdo tampao de equilibrio por 20 min,
e em seguida pela enzima (transferase de desoxinucleotideos terminal) por 2 h em camara
umida a 37°C. Os cortes foram lavados com tampao paralisador (5 min), TBS (5 min), tampao
bloqueador (10 min) e incubados com anti-digoxigenina-peroxidase (conjugado) durante 1 h a
temperatura ambiente em camara Umida. As laminas foram lavadas em TBS (5 min) e,
posteriormente, os cortes foram incubados com tetra-cloridrato de 3,5-diaminobenzidina
(DAB) até o desenvolvimento de cor, aproximadamente, 5 minutos. Os cortes foram lavados
em agua corrente e, em seguida, contrastados com 30 pl do corante Methyl Green em
temperatura ambiente por 15 minutos. Apos a contra-coloragédo as laminas foram mergulhadas
em alcool absoluto e em seguida em xilol. O excesso de xilol foi removido e as laminas foram

montadas com descrito anteriormente.

Ki-67

Células em proliferacdo expressam o antigeno nuclear para proliferacdo Ki-67 durante
todas as fases da mitose (G1 S, G, e M) com excec¢éo da fase de repouso (Go) (Duchrow et al.,
2001). Os cortes de tecidos em laminas pré-tratadas com gelatina microbioldgica (Merck
Millipore, Billerica, MA, EUA) permaneceram de um dia para o outro em estufa 37°C e em
seguida foram desparafinizados em xilol e rehidratados em uma série de etandis diluidos.
Posteriormente, a recuperacdo antigénica foi realizada em solugdo tampéo citrato (Target
Retrieval Solution; 10mM; pH = 6,0; DAKO, Corporation, Carpinteria, CA, EUA) em panela
de presséo tipo pascal (DAKO Corporation, Carpinteria, CA, EUA) sob temperatura de 125°C
e pressdo de 25 psi por 2 min. As laminas permaneceram nesta solu¢do por mais 30 minutos
até o seu resfriamento, em seguida lavadas em PBS (2 x 5min) e mergulhadas em solucéo de
peroxido de hidrogénio a 9% (2 x 15 min). Os cortes de tecido foram incubados com solugédo
bloqueadora (Ultra V Block — Thermo Scientific, USA) durante 10 minutos, para bloquear

ligagBes inespecificas, seguido por incubagdo pelo anticorpo primério na diluicdo de 1:100
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(MIB, monoclonal anti-humano Ki-67; DAKO) por 60 minutos em temperatura ambiente.
Apds lavagem em PBS (2 x 5min), as laminas foram entdo incubadas por 30 min a
temperatura ambiente com o anticorpo secundario anti-mouse 1gG biotina (Vectastain, Vector
Lab., CA, EUA) na diluicdo de 1:100, lavadas em PBS (2 x 5 min) e em seguida incubadas
em camara Umida por 30 minutos com o complexo avidina/biotina (Streptococcus ABC,
Vectastain, Vector Lab CA, EUA). Apds lavagem em PBS (2 x 5 min), os cortes foram
incubados com DAB até o desenvolvimento de cor, lavados em agua corrente, contrastados
com hematoxilina por 5 segundos, desidratados em etanol a diversas dilui¢des, clarificados

com xilol e realizada a montagem das Iaminas.

Quantificacdo da imunohistoquimica e histomorfometria

Todas as laminas coradas com HE e as que foram submetidas a imunohistoquimica
foram marcadas com um codigo identificador antes de serem visualizadas em microscopio,
para garantir resultados imparciais e posteriormente analisadas pelo mesmo avaliador. As
laminas coradas com HE foram visualizadas em microscopio usando objetiva de 40x para a
captura do nimero maximo de imagens em camera digital Olympus Q Color S adaptada a
Microscépio Olympus BX-43, e utilizado o software de captura Image Pro-Plus versdo 7.0.
Estas imagens foram utilizadas para avaliacdo histomorfométrica do tecido mamario pela
determinacdo das propor¢des em porcentagem de area (%) ocupadas pelo epitélio celular
mamario (ECM), limen, estroma e alvéolos (ECM e lumen mamario), realizadas pelo mesmo
software de captura das imagens.

Avaliacdes de apoptose e proliferacdo foram realizadas pela quantificacdo de células
mononucleares positivas a reacdo de TUNEL e Ki-67 num total de 500 células para estroma.
No ECM foram consideradas as células positivas para TUNEL encontradas no epitélio e
[imen, em dez campos para cada amostra, num total de 1000 células para o ECM por corte
histoldgico. As laminas foram visualizadas em microscopio usando objetiva de 4x para
selecionar campos aleatoriamente. Uma vez selecionado o campo, a objetiva de 40x foi usada
para a captura das imagens digitais para contagem das células como descrito para as laminas
em HE. O resultado foi expresso em indice apoptético (IA) e proliferacdo (IP), obtido pela
formula: Indice apoptético ou de proliferagio = (n°de células positivas para TUNEL ou Ki-
67/ n° de células totais) x 100.
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Analises estatisticas

As analises estatisticas foram avaliadas como medida repetida no tempo por meio de
ANOVA utilizando o procedimento Mixed do software SAS (versdo 9.4; Instituto SAS Inc.,
Cary, NC). O modelo incluiu os efeitos fixos do tratamento (2X ou 4X), do tempo (dias da
lactacdo), da interacdo entre tempo e tratamento, e 0s animais como efeito aleatério. Para a
producdo e composicdo do leite este modelo foi testado separadamente entre os tratamentos
para os diferentes periodos avaliados (4-21d, 22-210d e 4-210d). O padrdo de distribuicdo
normal e homogeneidade das variancias foram avaliados para todas as variaveis. Os dados
relativos a CCS foram transformados pela fungdo logaritmica e IP e IA pela fungdo raiz
guadrada. A comparacdo das médias entre tratamentos e dias foi realizada utilizando o teste

de Tukey-kramer, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producéo e composicéo do leite

No quarto dia da lactacdo, tanto o grupo controle quanto o submetido ao AFO
produziram quantidades semelhantes de leite (P > 0,05; Figura 2A e B; Tabela 1). Durante
AFO, a producéo de leite do grupo 4X aumentou gradualmente e nos primeiros 21 dias pos-
parto os animais produziram 2,6 kg/d a mais de leite do que o grupo controle (20,55 kg/d vs.
17,95; P < 0,05). Fernandez et al. (2004) relataram valor proximo ao encontrado neste
experimento durante o periodo de AFO, com aumento de 3 kg/d para vacas submetidas a 4X
em comparagdo com 2X. No entanto, estas respostas para producao de leite séo consideradas
inferiores as descritas por outros autores. Bar-Peled et al. (1995) observaram aumento na
producdo de leite de 7,3 kg/d durante os primeiros 42 dias para vacas ordenhadas seis vezes
ao dia comparadas com trés ordenhas diarias; Hale et al. (2003) relataram aumento agudo de
8,8 kg/d na producdo de leite durante os 21 dias de AFO para vacas ordenhadas 4X
comparadas com 2X, e Lima et al. (2011) relataram em vacas F1 HxZ ordenhadas 4X nos 21
dias pds-parto aumento de 4 kg/d de leite em relacdo ao grupo controle (2X). No presente
estudo o procedimento de biopsia pode ter limitado a capacidade maxima de resposta para a
producéo de leite com o aumento da frequéncia de ordenha.

Apos periodo de AFO a producdo de leite do grupo 4X apresentou queda, alcangando
valores semelhantes ao grupo 2X (14,71 vs. 14,70 kg/d; P > 0,05; Tabela 1). A producéo de
leite média ao longo dos 210 dias ndo foi influenciada pelo maior nimero de ordenhas no
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inicio da lactacdo (15,21 vs. 14,98 kg/d; P > 0,05; Tabela 1). O grupo 4X encerrou a lactacdo
com media de producdo total de 3146 kg de leite, e 0 2X de 3096 kg de leite, 0 que
corresponde a aumento de 1,62% da producdo total de leite. O pico da producdo de leite
ocorreu no dia 21 da lactacdo para o grupo 4X e no dia 19 para o grupo controle, ou seja, por
volta do final da terceira semana da lactacdo para os dois grupos, com média de producdo de
leite de 23,5 e 20,1 kg/d, respectivamente.

Com excecdo de um relato negativo (VanBaale et al., 2005) e quatro estudos que nao
observaram diferenca (Fernandez et al., 2004; Blevins et al., 2006; Eslamizad et al., 2010;
Soberén et al., 2010), para a maior parte dos pesquisadores 0 AFO no inicio da lactacdo
aumenta a producdo de leite mesmo apds retornar ao menor ndmero de ordenhas,
caracterizando efeito residual sobre a persisténcia da lactacdo. Embora, neste estudo a
auséncia do efeito AFO sobre a persisténcia da lactacdo ndo fosse esperado, Soberon et al.
(2010) apresentaram resultados semelhantes ao avaliar a producdo de leite de vacas
submetidas ao mesmo protocolo de frequéncia de ordenha e biopsias mamarias. Estes autores
sugeriram que talvez o procedimento de biopsia realizado duas vezes, nos dias 21 e 75 da
lactacdo, possa ter influenciado de forma negativa os efeitos sobre a resposta residual. O que
reforca a ocorréncia deste fato no presente estudo foi a realizacdo do procedimento de biopsia
cinco vezes ao longo do inicio da lactacdo e com curto espaco de tempo entre eles, em média
6,6 dias entre cada procedimento. Além disso, neste estudo o periodo apds AFO coincidiu
com o inicio do pastejo, logo a falta de efeito do AFO sobre a persisténcia da lactacdo pode
ser reflexo da insuficiente ingestdo de energia para suprir a demanda da producdo de leite em
uma dieta baseada a pasto e com fornecimento moderado de concentrado. Uma vez que a
maioria das pesquisas foi realizada com vacas de alta producéo e alimentadas com dieta total
(Bar-Peled et al., 1995; Hale et al., 2003; Dahl et al., 2004). Contudo, a razéo para auséncia
de efeito residual sobre a persisténcia da lactacéo néo é clara.

Durante os trés periodos avaliados (4-21, 22-210, 4-210 dias da lactacdo) ndo foram
observado efeito do AFO sobre a percentagem de gordura, proteina e lactose (P > 0,05;
Tabela 1). A CCS do leite foi menor no grupo 4X do que no grupo 2X, durante o periodo de
AFO, com manutencdo desta resposta ao longo dos 210 dias da lactacdo (Tabela 1). Apos as
trés semanas de tratamento, ndo houve diferenca entre os grupos para a CCS (P > 0,05). O
aumento da frequéncia de ordenha geralmente altera a composicéao, especialmente em relagdo

a gordura e proteina. Segundo Erdman e Varner (1995), € esperada reducdo da percentagem
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dos componentes do leite em resposta a maiores frequéncias de ordenha devido o efeito de
diluicdo pela maior producdo de leite. No entanto, isto ndo foi observado no presente
trabalho. Assim, como o observado por Soberon et al., (2010) e Wall e McFadden, 2007b,
durante o AFO, a percentagem de gordura e proteina ndo foi diferente entre os grupos 2X e
4X, apesar de numericamente maior para este ultimo grupo em todos os periodos avaliados.
Os resultados para lactose sdao semelhantes aos reportados por Hale et al. (2003) que nao
detectaram diferenca na percentagem de lactose quando aumentou a frequéncia de ordenhas
de duas para quatro durante o inicio da lactacéo.

De acordo com Ingvartsen et al. (2003) o aumento na exigéncia metabdlica associada a
maior producéo de leite em resposta a frequéncia de ordenha possibilita depressdao do sistema
imune afetando negativamente a satde da glandula mamaria, principalmente durante o inicio
da lactagdo. No entanto, neste estudo a CCS foi menor em 4X durante o AFO e lactagéo total,
quando comparada ao grupo 2X. Estes resultados estdo de acordo com estudos similares que
relataram a auséncia (Bar-Peled et al., 1995; Hale et al., 2003; Wall e McFadden, 2007a) ou
diminuicdo (Smith et al., 2002; Dahl et al., 2004; Wright et al., 2013) da CCS, sugerindo que
o aumento da frequéncia de ordenha ndo apresenta efeitos adversos e pode ter beneficios
sobre a satde do Ubere, avaliada pela CCS.

A producdo de LCG 3,5% e o rendimento gordura foram maiores para 0 grupo
submetido ao AFO durante os 21 primeiros dias da lactacdo (P < 0,05) (Tabela 2). Apos o
periodo de AFO e durante os 210 dias da lactacdo, ndo houve diferenca entre o rendimento
dos componentes do leite e da producéo de leite corrigido para 3,5% de gordura (P > 0,05).
Shields et al. (2011) também relataram maior rendimento de gordura em resposta a frequéncia
de ordenha. Porém estes resultados contrastam com os de Hale et al. (2003) que ndo
observaram mudancas no rendimento de gordura, proteina e lactose em vacas submetidas ao
AFO. A maior producédo de leite ajustada para 3,5% de gordura e aumento do rendimento de
gordura encontradas neste trabalho durante o AFO e lactagdo completa podem ser
consequéncia do aumento da producdo de leite em resposta a frequéncia de ordenha nos
primeiros 21 dias de lactagéo.

A inconsisténcia nos relatos associados com a composicdo e CCS podem ser resultado
da variagdo no tempo e método de amostragem entre os estudos. Mais pesquisas devem ser

realizadas para melhor compreender os mecanismos responsaveis pelas alteracbes da
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composigdo do leite e a CCS em resposta ao aumento da frequéncia de ordenha, devido ao seu

potencial impacto para o produtor.

Proliferacdo e apoptose celular mamaria

O indice de proliferacdo celular no epitélio e no estroma mamario ndo foi alterado pela
frequéncia de ordenhas e nem pela interacdo entre este fator com os dias da lactacdo (P >
0,05; Figura 3, 4A e 5A). Ja os dias de lactacdo apresentaram influéncia sobre a expressédo de
células marcadas pelo antigeno Ki-67 tanto para o epitélio quanto para o estroma mamario (P
< 0,05). No epitélio celular mamério (ECM) o indice de proliferacdo celular apresenta pico no
segundo dia da lactagdo com média de 2,12% de células epiteliais mamarias expressando o
antigeno Ki-67. Nos dias sete e 14 da lactacdo, o indice de proliferacdo cai para
aproximadamente metade do valor observado no dia dois e na semana seguinte torna a
apresentar outra reducdo que se mantém até o dia 28 da lactagdo (Figura 4B). No estroma
mamario a porcentagem de células positivas para o antigeno Ki-67 foi maior durante as duas
primeiras semanas da lactacdo seguida por reducdo a partir do dia 21 e manutencdo destes
valores até o dia 28 da lactacdo (Figura 5B). Segundo Annen et al. (2007), a percentagem de
células marcas pelo antigeno Ki-67 apresenta reducdo numérica com o avangar do inicio da
lactacdo, com diminuicdo entre o primeiro (1,17%), sétimo (0,67%) e 20° (0,35%) dia da
lactacdo. Estes resultados sugerem que elevado indice de proliferacdo celular maméaria
evidente durante a gestacdo e periodo seco ndo continua no inicio da lactacdo. Mudancas
hormonais e de seus receptores que ocorrem durante a lactogénese e parto, estimulando a
diferenciacdo celular e inicio da producdo de leite, talvez possam estar relacionadas com a
reducdo da taxa de proliferacdo observada com o avancar da lactacdo. A ativacao das células-
tronco, ceélulas com capacidade de se proliferar, é provavelmente mediada por mecanismos
paracrinos ou autocrinos relacionados a receptores de estrogénio (Capuco e Ellis, 2005;
Lamote et al., 2004) e progesterona (Lamote et al., 2004). No entanto, durante a lactagéo as
células mamarias apresentam baixa expressao de RNAm para estes receptores quando
comparada com o periodo seco (Schams et al., 2003), o que justifica a diminuicao progressiva
da proliferacéo celular no inicio da lactacéo.

A percentagem de células epiteliais mamarias (CEM) em apoptose foi em média de 0,14
+ 0,026 e 0,17 £ 0,021 para os grupos 2X e 4X, respectivamente, ndo sendo observados efeito

da frequéncia de ordenha e da interacdo deste fator com os dias da lactacdo (P > 0,05; Figura
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6 e 7A). A percentagem de CEM em apoptose foi influenciada pelos dias da lactagéo (P <
0,05). No segundo dia da lactacdo foi observada a maior taxa de apoptose (0,3%), enquanto
que os dias sete, 14, 21 e 28 apresentaram taxas semelhantes e menores que a do segundo dia
da lactacdo, média de 0,12% (P > 0,05; Figura 7B). Assim como o presente estudo, elevado
indice de apoptose também foi observado no inicio da lactagdo, no primeiro (0,56%) e sétimo
(0,67) (Annen et al., 2007) e 14° dia apos o parto (Aproximadamente 0,3% - Capuco et al.,
2001; 0,76% - Sorensen et al., 2006). No entanto, com exce¢do dos resultados obtidos por
Capuco et al. (2001) estas respostas apresentaram valores superiores aos descritos no presente
estudo. Vérias hipoteses foram sugeridas para explicar a maior propor¢do de apoptose no
inicio da lactacdo, dentre elas destacam-se a dificuldade em diferenciar leucocitos apoptéticos
gue migraram para o interior do epitélio de células em apoptose no epitélio mamario (Capuco
et al., 2001), e a possivel eliminacdo de células que ndo se diferenciaram durante a
lactogénese (Sejrsen et al., 2003) ou que, durante o processo de proliferacdo, apresentaram
erro na replicacdo do DNA (Alberts et al., 2002). A percentagem de células do estroma
mamario em apoptose foi em média de 0,11 £+ 0,020 e 0,12 + 0,022 para 0s grupos 2X e 4X,
respectivamente, ndo sendo observado efeito da frequéncia de ordenha, dias da lactagéo e nem
da interacdo entre estes fatores (P > 0,05, Figura 8).

Estudos com a utilizacdo da metodologia de ordenhas unilaterais tem demonstrado que
0S mecanismos que controlam o aumento da producdo de leite e seus efeitos residuais sao
regulados localmente por fatores restritos a glandula mamaria (Wright et al., 2013; Wall e
McFadden, 2010; Wall e McFadden, 2007a). A producdo de leite é determinada pelo nimero
e atividade celular, sendo nimero de células resultante do balanco entre os processos de
proliferacdo e apoptose (Capuco et al., 2003; Boutinaud et al., 2004). Desta forma, nos
hipotetizamos que os efeitos da frequéncia de ordenha no inicio da lactacdo sobre a resposta
aguda e persistente no aumento da producéo de leite, estariam associadas com o aumento do
namero de células mamaérias via maior proliferagdo, ou diminuicdo da apoptose, ou ambos.
No entanto, nossos resultados ndo comprovam esta hipotese, uma vez que ndo houve efeito
residual do AFO sobre a producéo de leite, assim como néo foi observada diferenca entre 2X
ou 4X quanto ao indice de proliferacdo e apoptose em nenhum dos periodos avaliados.
Também ndo foi observada mudanca na morfologia do tecido, baseado na semelhanca entre a

proporcao de epitélio e estroma celular, o que corrobora com estes achados (Figura 9).
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Outros estudos, ao avaliarem a dindmica celular mamaéria, também relataram auséncia
de efeito do aumento da frequéncia de ordenha sobre a proliferacdo e apoptose durante e apds
0 periodo de aumento da frequéncia de ordenhas (Norgaard et al., 2005: Wall et al., 2006;
Soberén et al., 2010; Wall e McFadden, 2010 e Wall et al., 2013). No entanto, Hale et al.
(2003) demonstraram efeito positivo do AFO no inicio da lactacdo sobre a proliferacdo
celular no tecido mamario coletado no sétimo dia da lactacdo. Contudo, esta resposta celular
ndo foi observada para todos os grupos de vacas ordenhadas 4X, caracterizando efeito
modesto e inconsistente. Enquanto que Murney et al. (2015) relataram maior indice de
proliferacdo celular e auséncia de efeito sobre a apoptose, 14 dias depois do inicio do aumento
da frequéncia de ordenhas em vacas a pasto e de baixa producéo de leite.

E possivel que a auséncia de diferenca do efeito do AFO no inicio da lactacdo em
relacdo a percentagem de apoptose e proliferacdo no ECM seja devida & elevada variacdo
entre os animais (Wall e McFadden, 2006), ou 0 momento da amostragem possa ndo coincidir
com a resposta mitogénica a frequéncia de ordenha, ou até mesmo que peguena variacao na
taxa de células em proliferacdo e apoptose, desde que se mantenha constante, possa
influenciar o nimero de células mamarias (Wall e MacFadden, 2010).

Outra possibilidade é que a maior frequéncia de ordenha estimula o aumento na
atividade enzimatica das células mamarias (Hillerton et al., 1990; Murney et al., 2014) ou
hipertrofia das mesmas (Knight et al.,, 1990) ou possa mudar a proporcdo de células
diferenciadas em relacdo as em repouso. Qualquer uma destas alteragcdes pode promover
efeito persistente mesmo que em menor intensidade, alterando a capacidade de secrecdo da
glandula mamaria mediando assim o aumento na producdo de leite observado mesmo apds o
retorno a menor nimero de ordenhas.

De acordo com Connor et al. (2008), em estudo comparando expressao génica entre 2X
e 4X, foi observado que os efeitos do AFO sobre a producéo de leite tem carater multifatorial,
alterando a expressdo de diversos genes relacionados principalmente com o aumento da
remodelagem da matriz extracelular, metabolismo, proliferacdo e apoptose celular, transportes
de nutrientes, funcdo imune e neovasculariza¢do. No entanto, outros estudos tem sugerido que
a maior utilizacdo da glandula mamaria durante o inicio da lactacdo, periodo em que esta é
capaz de responder a demanda para maior producdo de leite, resultaria em “imprinting
lactacional”, ou seja, padrao de ativacdo génica que persiste mesmo apds o término AFO
(Wall e McFadden, 2012a).
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Os dados dos indices de proliferacdo e apoptose no ECM quando analisados em
conjunto demonstram que em nenhum dos periodos avaliados houve maior indice de células
morrendo por apoptose do que se proliferando (Tabela 3). Isto indica saldo positivo no
namero de células ao longo dos 28 dias da lactacdo. De acordo com Capuco et al. (2003) o
aumento da producdo de leite até o pico da lactacdo é devido ao maior numero e/ou atividade
celular mamaria. Desta forma, no presente experimento a maior proliferacdo em relacéo a
apoptose durante os trés primeiros periodos avaliados, dias 2, 7 e 14 da lactacdo, sugere que 0
aumento do namero de células possa ser o mecanismo responsavel pelo aumento na producao
de leite até o pico da lactacdo, que ocorreu em ambos os grupos por volta do final da terceira
semana apos o parto. No entanto, este resultado deve ser analisado com cautela uma vez que
as celulas mamarias podem descamar para o limen ou serem eliminadas por outro processo
além da apoptose, como a autofagia (Zarzynska e Motyl, 2008), e ndo avaliados no presente
estudo, sugerindo que o nimero de células eliminadas possa ter sido maior do que o
observado. Além disso, Capuco et al. (2001) relatam menor duracdo do processo de apoptose
celular comparado a proliferacdo e como as avaliacdes sdo efetuadas em apenas um momento,
provavelmente ao longo de um periodo de 24 h, mais células morreriam por apoptose do que
proliferariam. Por isso, segundo estes autores o aumento da producdo de leite durante o inicio
da lactacdo, ou seja, o desenho da curva de lactacdo até o pico de producdo é resultado da
elevacdo da atividade secretora por célula, na auséncia de crescimento mamario, uma vez que
a taxa estimada de proliferacéo celular (0,3% por dia) foi menor que a de apoptose (0,56% por
dia).

Morfologia mamaria

A proporgéo de tecido mamario ocupado por alvéolos, estroma, epitélio e limen néo foi
influenciada pelo aumento da frequéncia de ordenhas no inicio da lactagdo (P > 0,05). Com
excecdo da area de limen, todos os pardmetros avaliados para morfologia mamaria foram
afetados pelos dias de lactagdo (P < 0,05; Figura 9). A proporcdo de tecido ocupado pelos
alvéolos foi menor no segundo dia ap0s o parto, com elevacdo de seus valores até o dia 21 da
lactacdo, ponto de maior area de tecido alveolar, e posterior reducdo no dia 28 pds-parto.
Devido a consisténcia da proporcao de area luminal observada ao longo dos primeiros 28 dias
da lactacdo, a proporcdo de area de epitélio celular mamério apresentou comportamento

semelhante a area alveolar, enquanto que a area do estroma teve relagdo inversa a mesma. O
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aumento da proporcéo de ECM ate o dia 21 da lactagdo est4 de acordo com o maior indice de
proliferacdo em relacdo ao de apoptose e ao aumento na producdo de leite até o pico da
lactacdo encontrado neste estudo. O que reforca o argumento de que talvez o aumento do
namero de células a partir do parto até o pico da lactacdo seja o responsavel pelo aumento da
producdo de leite durante esta fase. N&o descartando que o aumento da propor¢do de ECM até
o dia 21 também possa ser consequéncia da hipertrofia do epitélio devido a elevada atividade
enzimética do mesmo.

Poucos estudos avaliaram o efeito do AFO no inicio da lactacdo sobre caracteristicas
morfométricas do tecido mamario em bovinos. Wall et al. (2013) e Wall et al. (2012b),
também ndo relataram efeito do maior numero de ordenha sobre a propor¢cdo de tecido
mamario ocupado pelo ECM e estroma. Wall et al. (2013) também ndo observaram efeito da
influéncia dos periodos avaliados sobre a morfometria, além da propor¢do de ECM ser
superior e de estroma inferior ao do presente estudo. Segundo Akers et al. (2006), variagdes
principalmente na proporcdo de estroma e limen alveolar podem ocorrer devido a diferenca
no potencial de producdo de leite entre as racas estudadas. Desta forma, as diferencas
observadas entre este estudo e o de Wall et al. (2013) podem ser devido ao fator raca, uma vez
que, Wall et al. (2013) utilizaram como modelo experimental vacas da ragca Holandés, com
média da producdo de leite ultrapassando os 40 kg/d até 21 dias da lactacdo, e o presente
estudo vacas F1 Holandés x Zebu, alcancando média de producdo de 19 kg/d no mesmo

periodo.

CONCLUSOES

O maior nimero de ordenhas no inicio da lactacdo resultou em maior producéo de leite
durante os 21 primeiros dias da lactacdo, no entanto apos este periodo ndo foi observado
efeito residual sobre a persisténcia da lactacdo. Os efeitos da frequéncia de ordenha sobre a
resposta da glandula mamaria durante o periodo de tratamento parecem ndo estar envolvidos
com mudancgas na proliferacdo e apoptose celular, ou seja, na dindmica da populacdo de
células mamarias, sugerindo que outro mecanismo ou a interagdo entre diversos fatores
possam ser responsaveis pela maior producdo de leite em resposta a AFO e consequentemente
da manutengdo deste efeito sobre a producdo de leite ap6s cessado 0 maior nimero de

ordenhas. J4 0 aumento da producdo de leite até o pico da lactacdo parece estd associado a
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maior proliferacdo em relacdo a apoptose celular, no entanto, estudos mais detalhados devem

ser realizados para a comprovacao deste fato.
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Tabela 1. Produgéo de leite e componentes do leite (%), durante 4-21 d, 22-210 d e 4-210 d
da lactagdo, de vacas ordenhadas duas (2X) ou quatro vezes ao dia (4X) do 2-21 d pds-parto
(PP) e seguidas por duas ordenhas no restante da lactacéo

Tratamento Probabilidade
ltens Dias PP 2X 4X EPM ORD' DIAS* ORD*DIAS®
Leite, kg/d

4-21d 17,95% 20,55* 0,24 0,0001 0,0001 NS
22-210d 14,70 14,71 0,06 NS  0,0001 NS
4-210 d 1498 1521 0,07 NS 0,0001 NS
210d 3096 3146 132 NS - -
Gordura, %
4-21d 430 438 0034 NS NS NS
22-210d 4,10 4,32 0,011 NS 0,0001 NS
4-210 d 411 433 0,012 NS 0,0001 NS
Proteina, %
4-21d 336 347 0019 NS 0,0001 NS
22-210d 3,10 3,21 0,005 NS 0,0001 NS
4-210 d 312 323 0005 NS 0,0001 NS
Lactose, %
4-21d 459 450 0,012 NS 0,0001 NS
22-210d 465 459 0,003 NS 0,0001 NS
4-210 d 465 458 0,003 NS 0,0001 NS
CCS, x1000
cél./mL
4-21d 224.6" 167,7° 16,53 0,002 0,001 NS
22-210d  264,8 292,66 38,11 NS 0,003 NS
4-210d  246,8" 235,8° 22,28 0,0002 0,01 NS

~BMeédias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de Fisher (P < 0,05).

'Efeito da frequéncia de ordenha.

*Efeito dos dias (d) de avaliacao.
*Interacéo entre a frequéncia de ordenha e o dia de avaliacio.

NS = Nao significativo (P > 0,05)
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Tabela 2. Producgdo dos componentes do leite (kg/d) e da producédo de leite corrigida para 3,5%
de gordura (kg/d), durante 4-21 d, 22-210 d e 4-210 d da lactacdo, de vacas ordenhadas duas
(2X) ou quatro vezes ao dia (4X) do 2-21d pds-parto (PP) e seguidas por duas ordenhas no
restante da lactacao

Tratamento Probabilidade
Itens Dias PP 2X 4X EPM ORD' DIAS® TRAT*DIAS®
Gordura, kg/d
4-21d 0,776° 0,895* 0,010 0,03 0,0001 NS
22-210d 0,609 0,638 0,003 NS 0,0001 NS
4-210d 0,623 0,661 0,003 NS 0,0001 NS
Proteina, kg/d
4-21d 0,612 0,711 0,008 0,06 0,0001 NS
22-210d 0,462 0,473 0,002 NS 0,0001 NS
4-210d 0,475 0,494 0,002 NS 0,0001 0,0001
Lactose, kg/d
4-21d 0,833 0,928 0,011 NS 0,0001 NS
22-210d 0,702 0,685 0,003 NS 0,0001 NS
4-210d 0,713 0,707 0,003 NS 0,0001 0,0001
LCG 3,5%, kg/d*
4-21d 20,45° 23,43* 0,255 0,04 0,0001 NS
22-210d 16,39 16,79 064 NS 0,0001 NS
4-210d 16,74 17,39 0,07 NS  0,0001 0,0001

~ABMédias seguidas de letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de Fisher (P < 0,05).

'Efeito da frequéncia de ordenha.

*Efeito dos dias (d) de avaliag&o.

*Interacéo entre a frequéncia de ordenha e os dias de avaliagéo.

*Férmula para leite corrigido para 3,5% de gordura: LCG 3,5% = [(0,4324 x kg de leite) + (16,216 x kg
de gordura)].

NS = Nao significativo (P > 0,05).
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Tabela 3. Diferenca entre a taxa de proliferacdo e apoptose no epitélio celular mamério de
vacas ordenhadas quarto vezes diariamente, do segundo ao 21° dia da lacta¢do (4X) e vacas
ordenhas duas vezes ao dia durante toda a lactacdo (2X)

Dias (PP)

Itens 2 7 14 21 28
2X

Proliferacao, % 2,26 0,95 0,86 0,56 0,46
Apoptose, % 0,34 0,13 0,10 0,11 0,03
'Diferanca, % 1,92 0,82 0,76 0,45 0,43
4X

Proliferacao, % 1,97 1,03 0,88 0,42 0,40
Apoptose, % 0,27 0,20 0,17 0,12 0,08
!Diferanca, % 1,70 0,83 0,71 0,30 0,32

IDiferenca foi obtida pela subtragdo da taxa de apoptose e taxa de proliferacdo celular.
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Figura 1: Rotina de ordenha e horario das biopsias mamarias. As vacas ordenhadas quarto
vezes ao dia do segundo ao 21° dia da lactagdo (4X) eram as primeiras a serem ordenhadas,
seguidas das vacas ordenhadas duas vezes ao dia durante toda lactagdo (2X) e o restante dos
animais da fazenda (AF). Apos o término da ordenha dos demais animais da fazenda nédo
pertencentes ao experimento, as vacas dos grupos 4X foram novamente ordenhadas. A biopsia das
vacas dos grupos 2X e 4X foram realizadas imediatamente apds a primeira ordenha de ambos 0s
grupos e segunda ordenha do grupo 4X, respectivamente.



109

A
%30' ——2X
625' 4X
- .
£
= 15 - I
- I
- :I:‘\!
-:10- ) iI\t—.T
i
S s
E .
-
£
0 1 2 3 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Semanasda lactacao
B
@ 7
= 6 o
=
| o= 3
- 1 4
= &I
TS 31
o 2 -
= 1 4
Iﬂl
= 0
G
o = 11
S 2 -2
s~
3= 2
o -4
]

001 2 3 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Semanasda lactacio

Figura 2. Mudanca na producéo de leite em resposta ao aumento da frequéncia de ordenha
(AFO). A) Producéo total de leite. B) Diferenca entre a producdo total de leite de vacas
ordenhadas quarto vezes diariamente, do segundo ao 21° dia da lactagdo (4X) e vacas
ordenhas duas vezes ao dia durante toda a lactagdo (2X). A diferenca na producgéo de leite foi
obtida pela subtracéo da producdo total de leite das vacas submetidas a 4X pela producao total
do grupo submetido a 2X. A producdo de leite do grupo 4X foi maior do que a do grupo 2X
apenas na segunda e terceira semana da lactacdo (* = P < 0,05; ** = P < 0,001). A semana 0
representa o quarto dia da lactagéo.
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Figura 3. Fotomicrografia mostrando células imunorreativas ao anticorpo Ki-67 no epitélio
(setas vazadas) e no estroma (setas pretas) mamario de vacas submetidas a diferentes
frequéncias de ordenhas no inicio da lactagdo. (A) Amostra de biopsia obtida no segundo e
(B) setimo dias da lactacdo de vaca ordenhada duas e quatro vezes ao dia até 21 dias da
lactacdo e seguida de duas ordenhas até o final da lactacdo, respectivamente (40x).
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Figura 4. Percentagem de células epiteliais mamarias (CEM) marcadas por Ki-67 de vacas
submetidas a diferentes frequéncias de ordenhas no inicio da lactacdo. (A) Indice de
proliferacdo celular em biopsias mamaérias coletadas de vacas ordenhadas duas (2X) ou quatro
(4X) vezes durante os primeiros 21 dias da lactacdo e seguida de duas ordenhas até o final da
lactacdo. B) Percentagem CEM marcadas por Ki-67 ao longo dos dias de lactacdo de ambos
0S grupos. Barras representam a média * erro padrdo da média. P-valor do efeito do numero
de ordenha (ORD), dias da lactagéo (DIAS), e interacdo entre estes fatores (ORD*DIAS)
estdo presentes no grafico. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste SNK

(P < 0,05).
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Figura 5. Percentagem de células do estroma mamarias marcadas por Ki-67 de vacas
submetidas a diferentes frequéncias de ordenhas no inicio da lactagio. (A) indice de
proliferacdo celular em biopsias mamarias coletadas de vacas ordenhadas duas (2X) ou quatro
(4X) vezes durante os primeiros 21 dias da lactacdo e seguida de duas ordenhas até o final da
lactacdo. B) Percentagem de células do estroma mamarias marcadas por Ki-67 ao longo dos
dias de lactacdo de ambos 0s grupos. Barras representam a média * erro padrdo da media. P-
valor do efeito do numero de ordenha (ORD), dias da lactacdo (DIAS), e interacdo entre estes
fatores (ORD*DIAS) estdo presentes no grafico. Médias seguidas de letras distintas diferem
entre si pelo teste SNK (P < 0,05).
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Figura 6. Fotomicrografia mostrando células positivas ao TUNEL no epitélio (A e B; setas
pretas) e no estroma mamario (C e D; setas vazadas) de vacas submetidas a diferentes
frequéncias de ordenhas no inicio da lactagdo. (A) Amostras de biopsias obtidas no sétimo (A
e D), 14° (B) e segundo (C) dias da lactacdo, respectivamente, de vaca ordenhada quatro (A e
D) e duas (B e C) vezes ao dia até 21 dias da lactacdo e seguida de duas ordenhas até o final

da lactacéo (40x).
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Figura 7. A) Percentagem de apoptose em células epiteliais e luminal de vacas submetidas a
diferentes frequéncias de ordenhas no inicio da lactagdo. (A) indice de apoptose em biopsias
mamarias coletadas de vacas ordenhadas duas (2X) ou quatro (4X) vezes durante 0s primeiros
21 dias da lactacdo e seguida de duas ordenhas até o final da lactacdo. B) Percentagem de
apoptose ao longo dos dias de lactagdo nos dois grupos. Barras representam a média + erro
padrdo da média. P-valor do efeito do nimero de ordenha (ORD), dias da lactagdo (DIAS), e
interacdo entre estes fatores (ORD*DIAS) estdo presentes no grafico. Médias seguidas de
letras distintas diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05).
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Figura 8. A) Percentagem de apoptose em células do estroma em biopsias mamarias
coletadas de vacas ordenhadas duas (2X) ou quatro (4X) vezes durante os primeiros 21 dias
da lactacdo e seguida de duas ordenhas até o final da lactacdo. Barras representam a média +
erro padrdo da média. P-valor do efeito do nimero de ordenha (ORD), dias da lactacdo
(DIAS), e interacdo entre estes fatores (ORD*DIAS) estdo presentes no gréfico.
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Figura 9. Producdo de leite e propor¢cdes em percentagem de area (%) ocupada pelos
alvéolos, estroma, epitélio celular mamario e limen de vacas ordenhadas duas (2X) ou quatro
(4X) vezes durante os primeiros 21 dias da lactacéo, seguidas por duas ordenhas até o final da
lactacdo. P-valor do efeito do nimero de ordenha (ORD), dias da lactagdo (DIAS), e interacdo
entre estes fatores (ORD*DIAS) estdo presentes em cada grafico. * = Diferenca entre os
grupos pelo teste SNK (P < 0,05). Gréficos a direita com barras pretas representam a média +
erro padrdo dos dois grupos. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste
SNK (P < 0,05).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A maioria dos estudos que realizam biopsia mamaria em animais lactantes utilizam ou a
metodologia cirdrgica ou agulha acoplada com sistema de disparo automético. No entanto, o
uso de agulha de biopsia disparada manualmente se mostrou eficiente na obtengdo de
fragmentos de tecido glandular mamario. Embora a aplicagédo tanto da metodologia cirurgica
quanto a utilizacdo de agulha de biopsia resulte em alteragdes de carater transitorio na
producdo e composicdo do leite e salde da glandula mamaéria, a severidade das alteracoes
como o uso de agulha de biopsia é inferior as observadas pelo metodo cirurgico. Independente
da metodologia de biopsia realizada, a ado¢éo do uso profilatico de antibidticos intramamario
ou sistémico é imprescindivel para minimizar a ocorréncia de mastite associada ao
procedimento de biopsia. Ainda ndo foi encontrada na literatura a descricio de uma
metodologia capaz de permitir a coleta in vivo de material biolégico da glandula mamaria
suficiente para a realizacdo de analises morfologicas e fisiologicas e que substitua a utilizacéo
do metodo invasivo de biopsia, embora pesquisas estejam avancando nesta area.

Este provavelmente é o primeiro estudo que avalia a dindmica da renovacéo celular em
animais mesticos. As células epiteliais mamarias dos animais mesticos parecem alcancar
completa diferenciacdo mais precocemente que animais da raca Holandesa, o que pode
explicar a ocorréncia precoce do pico de producdo em animais mesticos. Animais da raca
Holandés e mesticos Holandés x Zebu parecem apresentar comportamento semelhante
quanto a dindmica da renovacdo celular no inicio da lactacdo. Desta forma, mais pesquisas
sobre a fisiologia da glandula mamaria em animais mesticos sdo necessarias para sua melhor
compreenséo.

Pesquisas anteriores tem demonstrado que o AFO apenas no inicio da lactacdo tanto em
animais da raga Holandés quanto em animais mesticos resulta em efeito residual ao logo de
toda a lactacdo, apesar do presente estudo ndo ter observado tal efeito. Estes resultados
reforcam a ideia de que talvez a realizagdo de procedimentos de biopsia em curto espago de
tempo entre biopsias possa ter afetado negativamente a producéo de leite, ndo sendo possivel

observar efeito residual.
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Anexo 1. Comprovante de submissdo do artigo que tem como titulo “Effects of bovine
mammary gland biopsy and increased mulking frequency on post-procedure udder health,

histology, and milk yield.
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Sixteen cows in early lactation were randomly distributed into two groups in order to
evaluate the effects of mammary biopsies and increased milking frequency on tissue
characteristics, post-biopsy udder health and histology. One group was miked twice 3
day (2X) starting on the second day after calving, until 28 days in mik {DiM). The other
group was milked four times 3 day (4X) from two to 21 DIM, and twice = day (2X) from
22 to 28 DIM. On days 2, 7, 14, 21, and 28 postpartum, one fragment of secretory
tissue was collected from one mammary quarter at 3 time. Collections were altemated
between the four mammary quarters per collection day. A total of 80 mammary tissue
samples were collected. Qualitative and quantitative analyses of the tissues were
conducted by histologic examination. Animal health was assessed by observation of
food intake behavior mmediately after biopsy. and weight and body condition score
(BCS) before and one week after biopsy. Udder health was assessed daily from
calving to 60 DIM with California Mastitis Test (CMT) and by noting alterations in the
milk such as biood, mik ciots, blood clots, clinical signs of mastitis. Mik composition
and somatic cell count (SCC) were analyzed before and after the biopsies. Milk
production was evaluated before biopsy, on the day of biopsy, and after the biopsy. An
average of 10 fields at 40x magnification was obtained from each sample. There were
no evident changes in mammary morphology as a result of miking two or four times/d
3t any of the evaluated tme points. Biopsy wounds healed rapidly without infection.
Intramammary bleeding and CMT aiterations were observed in 96% and 75% of the
biopsied mammary quarters, respectively. Clinical mastitis was diagnosed in 12% of
the biopsied quarters. Different milking frequencies had no effect on the frequency and
duration of post-biopsy alterations. Milk production decreased after biopsies done on
days 2, 14, and 21, but it retumed to pre-biopsy values within two days. Mik
composition and SCC were affected transiently. increased miking frequency did not
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