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RESUMO

No periodo de transicdo em vacas leiteiras, entre o final da gestagdo e inicio da lactacéo
ocorre um aumento da demanda energética, uma maior predisposicdo a mobilizacdo da
gordura corporea e reducdo da capacidade digestiva do animal, predispondo-o a diversos
disturbios metabolicos, como a cetose. A quemerina € uma proteina produzida pelo tecido
adiposo e esta envolvida na adipogénese e nas respostas inflamatérias. O nivel circulante de
quemerina foi associado ao desenvolvimento de sindrome metabdlica em humanos. O
presente estudo teve como objetivo analisar a expresséo de quemerina em placenta de vacas
com e sem hipercetonemia. Foram analisadas a expressdo do RNAm em placenta de 26 vacas
prenhas, sendo 14 controle e 12 com hipercetonemia oriundas da clinica de bovinos de
Garanhuns-PE pela técnica de PCR em tempo real. Os resultados obtidos mostraram que ha
uma maior expressdo da quemerina em vacas com hipercetonemia comparado ao grupo
controle (p<0,05). Alem disso, houve relacao significativa da expressdo da quemerina com a
quantidade de &acidos graxos ndo esterificados (p<0,05). Assim, é possivel concluir que a
quemerina desempenha um papel significativo na cetose e esta ligada ao acumulo de acidos
graxos ndo esterificados na placenta de vacas, sugerindo que a quemerina pode ser utilizada

como um provavel biomarcador para a doenga.

Palavras-chave: Quemerinas, Cetose, Sindrome Metabolica, Balanco energético negativo.



ABSTRACT

In the transition period in dairy cows, between the end of pregnancy and the beginning of
lactation, there is an increase in energy demand, a greater predisposition to the mobilization
of body fat and a reduction in the animal's digestive capacity, predisposing it to various
metabolic disorders, such as ketosis. Chemerin is a protein produced by adipose tissue and is
involved in adipogenesis and inflammatory responses. Circulating levels of chemerin have
been associated with the development of metabolic syndrome in humans. The present study
aimed to analyze the expression of chemerin in the placenta of cows with and without
hyperketonemia. The expression of MRNA in the placenta of 26 pregnant cows, 14 control
and 12 with hyperketonemia, from the Garanhuns-PE cattle clinic was analyzed using the
real-time PCR technique. The results obtained showed that there is a greater expression of
chemerin in cows with hyperketonemia compared to the control group (p<0.05). Furthermore,
there was a significant relationship between chemerin expression and the amount of non-
esterified fatty acids (p<0.05). Thus, it is possible to conclude that chemerin plays a
significant role in ketosis and is linked to the accumulation of non-esterified fatty acids in the

placenta of cows, suggesting that chemerin can be used as a likely biomarker for the disease.

Keywords: Chemerins, Ketosis, Metabolic Syndrome, Negative energy balance.
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1. INTRODUCAO

A expansdo dos mercados, interno e externo, na comercializacdo de bovinos gerou
transformacgdes nas ultimas décadas, tanto nos animais quanto em seus produtos derivados.
Em decorréncia disso, 0 manejo nutricional mudou com o intuito de evitar problemas futuros
devido a intensificagdo dos sistemas de producdo, mesmo assim ndo foi possivel evitar o
surgimento de enfermidades metabdlicas, tornando comuns doengas como a cetose
(SANTOS, 2011; XIMENES, 2014).

A cetose é uma doenca metabdlica que acomete principalmente vacas no periodo pré
ou poés-parto (2 a 6 semanas ap0s o parto), periodo em que o animal eleva sua demanda
energética, principalmente devido ao aumento da producéo de leite. Entretanto, o animal ndo
acompanha tal exigéncia, culminando num balango energético negativo (BNE), causando
queda nos niveis de glicose e formacgéo de corpos cetonicos (AVANZA, 2009; LINZMEIER,
2009; SANTOS, 2011). Na bovinocultura, cetose leva a alteragdes no bem estar dos animais

e perdas significativas do rebanho leiteiro e a prejuizos econémicos (SANCHES et al., 2000).

A quemerina (RARRES2 ou TIG2) é uma citocina produzida pelo tecido adiposo,
envolvida na adipogénese e na resposta inflamatoria, que € altamente expressa em adipdcitos
(COPPACK, 2001; WISSE, 2004). A concentracdo da quemerina tem sido associada com a
sindrome metabdlica (incluindo: indice de massa muscular (BMI), nivel sérico de insulina em
jejum, triglicerideos e colesterol HDL), em humanos e ratos (BOZAOGLU et al., 2007.; HU
& FENG., 2011). Além disso, a quemerina tem sido associada com a resisténcia a insulina e
intolerancia a glicose no figado e musculo esquelético. A quemerina também funciona como
um fator quimiotatico e mostra concentragdo aumentada em situagdes inflamatorias. TNFa,
IL6, e proteina C reativa foram relacionadas com a concentracdo sanguinea da gquemerina
(SCHEIN, 2012).

Apesar de a literatura relatar certa relacdo entre quemerina e a sindrome metabdlica
em humanos, existem poucos estudos que mostram a relacdo de sua expressdo em bovinos.
Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a expressdao do gene da guemerina na
placenta de vacas com e sem cetose, para verificar se 0 mesmo pode atuar como um
biomarcador da doenca e se esti associado ao desenvolvimento de distdrbios metabdlicos

CoOmo a cetose.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Bovinoculturas na Regido Nordeste Brasileira

A cultura da criagdo bovina no nordeste brasileiro tem uma atuacdo importante
economicamente, gerando renda para pequenos produtores, sendo passada de geracdo em
geracdo além do contexto social. Inicialmente era utilizada apenas a carne do animal para o
consumo, e com o passar do tempo foram sendo aproveitado mais daquilo que os ruminantes
poderiam fornecer, fazendo com que além do leite bovino os derivados do leite fossem
também consumidos. Outra grande importancia é o consumo da carne e a exportacdo desta
para outros paises, fazendo com que ndo apenas o Nordeste, mas o Brasil como um todo
pudesse vislumbrar o poder econdémico do animal (XIMENES, 2014).

O leite bovino é um alimento barato de facil acesso pela populacdo, apresenta
caracteristicas nutricionais, como a presenca de proteinas, micronutrientes, vitaminas e
minerais, essenciais para o desenvolvimento humano. O ser humano, em geral, consome leite
desde o nascimento, através da ingestdo de leite materno, e com o desmame, o leite bovino
atua como substituto, com isso 0s estudos para criacdo vém crescendo, permitindo que o0s
animais tenham uma melhor qualidade de vida, 0 que impacta diretamente na qualidade do
leite produzido pelo animal (MANSUR, BURREGO, 2023).

Segundo (GUILHOTO., 2014), a bovinocultura no Nordeste do Brasil tem um grande
impacto na economia, sendo muito bem desenvolvida na secao de cortes e produtos a base do
couro dos ruminantes. Contudo, os animais de producdo leiteira podem sofrer de algumas
doencas que prejudicam a economia, tais como a cetose, que influencia a quantidade de leite
produzido pelo animal, pois o animal doente ndo produz o leite, vem a Gbito ou perde sua
prole, fazendo com que o investimento feito seja perdido ( MANSUR, BURREGO., 2023;
SILVA et al., 2020).

Segundo (SIQUEIRA., 2023) a quantidade do rebanho bovino cresceu chegando a
238,6 bilhdes de cabecas atingindo um valor histérico e assim aumentando também a

producdo do leite em 2,4% chegando a 35,4 bilhdes de litros de leite no ano de 2023.
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2.2 Cetose

A cetose € uma doenga metabdlica que ocorre principalmente apds o parto das vacas
leiteiras, originada pela disfungdo dos metabolismos de carboidratos e lipidios, decorrentes
do balanco energético negativo em consequéncia do aumento da exigéncia de glicose para o
crescimento fetal. A letalidade desta doenca é alta caso ndo tratada, e acomete principalmente
0S ruminantes que ndao conseguem reverter o balanco negativo gerado pelo feto onde a mesma
ndo consegue ingerir matéria seca para repor suas fontes de energia. A doenca esta ligada
durante o periodo do parto desses animais quando elas iniciam a producdo do seu leite,
utilizando previamente a glicose como fonte primaria na producdo de energia, o animal se
mantém dessa forma até esgotar o estoque de glicose em seu corpo, assim utilizando os
lipidios em seu organismo gerando &cidos graxos e esses acidos graxos gerados se acumulam
em seu corpo prejudicando as funcdes hepaticas levando ao quadro de cetose bovina
(AROEIRA.,1998; RUTHERFORD et al., 2016).

A presenca de corpos cetonicos elevados no periodo de lactagdo € normal devido a
maior demanda energética, contudo quando isso esta ligado a baixa reprodutividade, queda na
producdo de leite e nivel de beta hidroxibutirato (BHB) sanguineo entre 1,2 e 2,9 mmol/L,
indica cetose clinica (RUTHERFORD, 2016). Na cetose subclinica, o animal ndo apresenta
0s quadros visiveis de cetose, e é diagnosticado apenas quando sdo feitos testes bioquimicos
no sangue ou no leite do animal, onde é detectado a presenca de corpos ceténicos (CAMPO
et al.,2005; RUTHERFORD et al.,2016).

2.3 Etiologia

Acontece comumente com 0s ruminantes, pois estdo mais predispostos a cetose. No
caso dos bovinos ocorre nos periodos de duas semanas antes do parto ou quando se inicia a
lactacdo, pois 0s animais absorvem pouco carboidrato, e estes sdo degradados e
transformados em glicose que é a sua principal fonte de energia. Neste periodo as fémeas
entram em balan¢o energético negativo, uma vez que durante a lactacdo 0s animais gastam
mais da reserva de energia do seu corpo, sem reposi¢do suficiente durante a alimentacéo, e
assim surge a cetose, mesmo estando disponibilizado para o animal uma alimentacdo rica em
nutrientes (DUFFIELD, 2009).
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2.4 Epidemiologia

A prevaléncia da cetose varia nas diversas regides geogréaficas. Na América do Sul,
em 2010, foi encontrada uma prevaléncia de 14,8% no Chile, 12,1 % na Costa Rica e 10,3%
na Argentina. Na América do Norte, Ontario - Canada, de 1979 a 1981, a ocorréncia foi de
12,1% nos primeiros 65 dias. Estudos mais recentes mostraram uma incidéncia cumulativa de
61% em 2.600 vacas e 45,1% em 1.010 vacas nas primeiras nove semanas. Outros estudos
com 1.333 vacas holandesas registraram uma prevaléncia de 14,1% (BERGMANN, 2022).
Em relagdo ao Oriente Medio, num estudo realizado no Ird com 16 rebanhos, registrou com a
condicdo 63% na 22 semana, 68% na 4% semana, e 59% na 62 semana pds-parto, sendo 97%
diagnosticadas em pelo menos uma semana e 30% em todas as semanas, especialmente entre
a segunda e a terceira. Na Turquia, em cinco rebanhos, 33,33% de 78 vacas apresentaram
cetose subclinica, com a maior incidéncia nas trés primeiras semanas do puerpério. Um
estudo anterior na mesma regido, nos primeiros 15 dias ja apresentou prevaléncia de 11,2% o
que pode indicar a possibilidade de aumento dos casos nas proximas semanas (SUTHAR et
al., 2013).

Os quadros de cetose apresentados no Brasil tém uma taxa de ocorréncia de 0,2% até
10% em um rebanho no periodo de lactacdo. Dentre os tipos de cetoses observados, 0 que
mais chama atencdo € os dados da cetose subclinica onde sua ocorréncia € de 10 a 30%,
enquanto os de cetose clinica é de 3% a 7%. Os animais nos periodos entre a segunda e a
sétima semana de lactacdo sdo 0s que mais apresentam a cetose, sendo mais incomum na
primeira gestacdo. No Brasil verifica-se uma maior incidéncia da doenca no verdo com 22%
comparado ao inverno com 19,5%. Além disso, 0 manejo dos animais pode influenciar
positivamente na diminui¢do das taxas de cetose em um rebanho, visto que animais que tem
uma alimentacdo mais rica tendem a ndo apresentar a cetose, ou apresentar de forma mais
branda (AUDOR, ESPINOSA., 2018; BERGMANN., 2022; SCHEIN, 2012).

2.5 Diagnostico

Em um estadgio mais inicial da doenca, o animal apresenta comportamentos de
soliddo, apatia, e em seguida com a piora do seu quadro 0 mesmo comeca a apresentar
sintomas de cegueira, muita salivacdo, tremores em sua musculatura, e progride para uma
fraqueza muscular (BATISTA et al., 2016). Com a observacdo de alteragcdes subitas na

producdo de leite, perda de peso e recusa a ingestdo de concentrados adequados, é feito o
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diagndstico através de exames laboratoriais ou pelo uso de fitas que irdo reagir, caso o animal

seja positivo a presenca de corpos cetdnicos na urina (CAMPO et al., 2005)

Um meio confiavel fundamental para o diagndstico precoce desse distlrbio seria a
observacdo da concentracdo de B-hidroxibutirato (BHB), um corpo cetdnico, que pode ser
encontrado em um exame de hemograma ou de urina. O teste é realizado no pds-parto onde
esse agente, entre outros, esta ligado a mobilizacdo de gordura no corpo. Também pode ser
observada a concentracao dos minerais e eletrélitos (CAMPO et al., 2005;SCHEIN., 2012).
Andlise de glicose, cetona e &cidos graxos no sangue, leite, e urina pode levar ao diagndstico.
Testes como Rothera, e outros que sdo realizados em humanos para monitorar a diabetes, séo
utilizados para identificar a presenca de cetona e de acido acético na amostra (CAMPO et al.,
2005; SCHEIN., 2012).

No diagnostico clinico € possivel que nos casos que estejam mais avangados, 0
médico veterinario e os tutores do animal notem um odor de corpos cetbnicos na pele, leite,
urina e halito. No geral, o animal que possui essa patologia ndo necessariamente ird morrer,
se for tratado sua recuperacgdo € espontanea. Do contrario a falta de tratamento pode leva-lo a
Obito por este ndo ter forcas para se locomover e se alimentar sozinho, gerando assim uma
diminuicdo da producéo do leite (BATISTA et al., 2016).

2.6 Patologia

A cetose se inicia em um periodo proximo ao parto ou apds 0 mesmo, quando se tem
os estimulos para a producdo do leite e o animal necessita de uma grande quantidade de
alimento rico em nutrientes. Dessa forma animal acaba entrando em um déficit de energia
corporal, onde a quantidade de alimentos consumidos que foram transformados em energia é
menor do que o gasto energético (ROSA et al., 2022; RUTHERFORD et al., 2016).

A cetose subclinica € uma patologia que acomete o rebanho leiteiro, ela se instala
quando se tem um aumento de corpos cetonicos (4cido acetoacético, acetona e acido B-
hidroxibutirico) no sangue, urina e no leite do rebanho. 1sso acontece devido a necessidade do
corpo do animal de ter mais energia para produzir leite, mas ndo esta recebendo o suficiente
devido aos baixos niveis de glicose no sangue e altos niveis de corpos cetdnicos, assim se
instalando a cetose subclinica nos ruminantes (DUFFIELD, 2009; ROSA et al., 2022)
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Dentro de um rebanho de producdo leiteira pode-se encontrar alguns individuos que
apresentem o quadro de Cetose, esses individuos acometidos tendem a diminuir sua producdo
de leite por conta da doenca, fazendo com que o leite contenha cada vez mais gordura, e cada
vez menos concentragcdo de proteina, fazendo o leite perde gradativamente nutrientes para
consumo e para a utilizagdo do mesmo na fabricacdo de produtos derivados. (DUFFIELD,
2009)

Dessa forma, constata-se que 0s pequenos e grandes produtores de leite e derivados
sofrem uma grande perda em sua fabricagdo, fazendo com que ndo apenas eles como 0s
revendedores tenham uma queda em seu faturamento, devido a ma qualidade do leite pela
contaminac@o com cetona e estando mais gorduroso (DUFFIELD, 2009)

2.7 Tratamento

O tratamento feito com hepatoprotetor homeopéatico ministrados nos animais até 15
dias apds o parto se mostrou positivo, e este pode ser utilizado de forma diaria tendo uma
maior eficacia. Esse periodo deve-se a, uma vez que, estudos prévios comprovam que a taxa
de BHB estaria em seu pico nas duas primeiras semanas em que a doenca se manifesta.
Assim minimiza-se 0s danos de grandes produtores, com tratamentos preventivos e

tratamentos intensivos quando a doenca esta localizada (MINUZZI et al., 2013).

Os principios fundamentais para tratar sdo baseados em restabelecer niveis de glicose
no sangue rapidamente, restabelecer os niveis de oxalacetato que leva a reducao de producéo
de corpos cetbnicos e aumento de gliconeogénese, e aumentar 0s &cidos propidnicos.
Inicialmente, deve-se fazer uma administracdo lenta e continua de 20L de glicose 5%,
durante 24h, monitorando através da urina e do sangue 1 a 2 vezes por dia, continuando o
tratamento até ndo haver corpos cetbnicos na urina, e entdo repetir administracdo de dextrose
de 12 em 12 horas e podem-se somar precursores da glicose oralmente como fonte de
energia, como propionato, glicerol e propilenoglicol realizando no minimo os 3 tratamentos

simultaneamente no animal. (SCHEIN, 2012).
2.8 Marcadores inflamatorios

Os processos causados pela sindrome metabdlica como, problemas cardiacos, no
figado, fadiga muscular, podem ser notados devido a presenca de marcadores reagentes a

processos inflamatdrios, que podem ser um alvo para possiveis formas de terapias para a
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melhora do individuo. Foram notadas algumas proteinas que atuam no processo inflamatdrio
associado a sindrome metabdlica, onde algumas como TNFa, Interleucina-6, leptina,
adiponectina e resistina, atuam de formas diferentes em organismos saudaveis e organismos
com problemas metabdlicos. Cada uma dessas moléculas atua de uma forma nos processos
inflamatérios como a quemerina, onde esses marcadores tém funcbes pro-inflamatérias ou
anti-inflamatorias. Nos casos dos marcadores pré-inflamatérios a sua maior presenca no
organismo indica sinais de desordem metabdlica, devido a sua tendéncia de fazer com que o
organismo armazene e estimule a producdo de células adiposas, enquanto os marcadores anti-
inflamatorios tendem a fazer com que ocorram 0s processos normais, fazendo assim o corpo
continuar em homeostase (BRITO et al., 2013 ; VOLP et al., 2008).

2.9 Quemerina

A guemerina é uma proteina multifuncional ligada a alguma parte da fisiologia da
pele, participava nos processos inflamatérios, possui um papel no metabolismo 6sseo,
adipogénico e na diferenciacdo de adipOcitos, e atua como uma quimiocina devido a sua
funcdo quimioatrativa para leucdcitos no organismo regulando processos imunolégicos, além
de muitas outras fungdes, tais como a regulacio da glicemia. E encontrada em todo o corpo
do animal ndo apenas no tecido adiposo, mas também no péancreas, figado, rim, pulmao e
orgao reprodutores (YU et al., 2022). Em pacientes obesos e com problemas cardiacos € visto
a acdo da quemerina em prol do processo inflamatorio agindo da mesma forma, atraindo

moléculas que vao auxiliar no processo inflamatorio (BONDUE, 2011).

O nome quemerina deve-se ao fato dela se ligar a uma proteina do macrofago
(chemR23). O gene quemerina em bovino esta localizado no cromossomo 4 (sequéncia de
referéncia do NCBI: NM_001046020.2) e consiste de seis exons, com os exons 2, 3,4 e 5
codificando uma proteina com 162 aminoacidos (LINDHOLM-PERRY et al., 2012). A
guemerina € sintetizada de forma inativa como pré-quemerina e se torna ativa pelo
processamento proteolitico de sua extremidade carboxi-terminal por enzimas serino
proteases. A quemerina ativa liga-se ao receptor celular CMKLR1 e aumenta o célcio
intracelular. A quemerina ativa também é utilizada por outro tipo de receptor, chamado de
CCRLZ2, através de sua extremidade N-terminal, que expde sua extremidade C-terminal ao
receptor CMKLR1 expresso em células proximas. O processamento proteolitico da

quemerina pelas proteases da quemerina gera o peptideo que € inibitério chamado chemerina-
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15, que se liga ao receptor CMKLRL1 e inibe a producéo de mediadores pro-inflamatérios em
resposta ao interferon gama (PAIVA., 2018; FLORES-LE ROUX et al., 2011)

A quemerina esta relacionada a aterosclerose e pode atuar como preditor de risco na
relacdo entre aumento de gordura visceral e aterogénica. Sao novos 0s estudos sobre a
quemerina, contudo alguns apresentam que as concentragdes dessa adipocina podem estar
alteradas em diversas doencas onde a obesidade é uma delas na qual se acredita que a
quemerina desempenha um papel importante na diferenciacdo dos adipdcitos através da
sinalizacdo paracrina, que altera a funcdo do tecido adiposo e também pode desempenhar um
papel na angiogénese, que é considerada um processo essencial para a expansdo do tecido
adiposo (PAIVA., 2018; FONTES et al .,2018)

Uma das principais fungbes da quemerina esta associada a acbes em prol da
inflamacéo, visto que nos pacientes obesos e com problemas cardiacos, ela atua com outras
moléculas auxiliando no processo inflamatério através da sua acdo quimioatrativa fazendo
com que haja atragdo de células do sistema imunologico para o local da inflamacéo
(BONDUE, 2011).

A acdo da quemerina na sindrome metabdlica ndo esta muito bem esclarecida,
contudo, experimentos com camundongos mostraram que a regulacdo da quemerina esta
associada a quantidade de tecido adiposo no organismo. Como a concentracdo de quemerina
estd associada ao acumulo de gordura abdominal, a sindrome metabolica tem seu
agravamento devido ao acumulo de gordura nos érgaos, aumentando de inicio a pressdo
arterial devido a atuacdo na vasoconstricdo, com isso vai se agravando a situacdo do
individuo auxiliando a aparicdo de doencas associada como lUpus, obesidade, e cancer de

intestino em humanos (SU et al., 2021).

Existem algumas hipoteses sobre a quemerina devido ela estar relacionada as doencas
metabolicas, inflamatorias e cardiovasculares. Foi observado que a quemerina tem sua
expressdo em varios tecidos humanos e também na placenta. Sua expressao foi observada
sendo maior no figado, no tecido adiposo e gordura visceral, com isso foi notado que pessoas
obesas e com indice de massa corporea (HELFER, WU., 2018). A quemerina quando esta
relacionada a gravidez ndo se tem tantos estudos para elucidar as duvidas mas devido a
estudos observados é notado que a quemerina estd possivelmente ligada a complicacdes
gestacionais. (GUTAJ et al.,2020)
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Quando se relaciona a quemerina com a diabetes gestacional, é observado que devido
a quantidade maior de quemerinas circulantes no corpo, dificulta a ligagdo da insulina com a
glicose, fazendo com que a gestante possa vir a desenvolver diabetes gestacional. (GUTAJ et
al.,2020)
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Analisar a expressdo do gene da quemerina na placenta de animais com e sem cetose

atendidos na clinica de bovinos de Garanhuns-PE
3.2 Especificos

e Auvaliar a expressdo da quemerina em tecido placentario de bovinos com e sem
Cetose;

e Comparar o nivel de expressao da quemerina em animais com e sem Cetose;

e Verificar se existe associacao entre o nivel de quemerinas com a dosagem de

glicose, insulina, e AGNEs na populacédo de estudo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Populagao de Estudo

Foram utilizadas amostras de cDNA de vacas prenhas, oriundas de rebanhos do estado de
Pernambuco e encaminhadas para atendimento clinico-obstétrico na Clinica de Bovinos de
Garanhuns/UFRPE. Estas vacas foram submetidas ao exame clinico (CONSTABLE et al., 2017),
para estabelecer o diagndstico de cetose ou outros problemas obstétricos. As vacas foram
categorizadas em dois grupos: Grupo sem Cetose (G1) e o Grupo com Cetose (G2). Estimou-se, 0
naimero amostral de 12 animais com Cetose e 14 do grupo controle. Indicadores de inclusao para
0 G2 foram o quadro de Cetose, bem como dados das concentragdes plasmaticas de [3-
hidroxibutirato >0,8 mmol/L e de AGNE >0,4 mmol/L (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 2008). O
grupo controle (G1) foi constituido por vacas que nao apresentavam dados clinicos e laboratoriais

caracteristicos de Cetose, conforme indicadores supracitados.

Doze animais contendo cetose e quatorze animais foram abatidos segundo as normas
do (RIISPOA, 1980). Imediatamente ap0s o abate, foram coletadas amostras de tecido
placentario. Para esse procedimento, foram utilizados bisturi, tesouras e pingas. O material
usado para coleta foi esterilizado e, em seguida, tanto o material como os tecidos foram
lavados com agua DEPC (livre de Rnase), armazenados em criotubos de 2mL contendo

300uL de trizol e mantidos em -80°C até a extracdo de RNA.
4.2 Extracdo de RNA

Para extracdo do RNA total, foi utilizado o método trizol, conforme as instrucdes do
fabricante (Trizol; Invitrogen Life Technologies). Posteriormente, o0 RNA total foi purificado
com DNAse | (PROMEGA), quantificado por espectrofotometria (Bionnate 3, THERMO
SCIENTIFIC), e sua integridade avaliada utilizando-se SYBR Green Il (LCG
BIOTECNOLOGIA) em gel de agarose a 1%.

4.3 Analise da Expressdo Génica

O cDNA foi sintetizado a partir de 1pg de RNA total, utilizando-se o kit IMPROM-II
TRANSCRIPTASE (PROMEGA). As analises de PCR em tempo real foram realizadas
usando o Rotor-GENE Q (QUIAGEN), com um volume total de 20uL por reagdo, sendo 2ul
de cDNA diluido (1 cDNA: 9 H20 DEPC), 0,5uL de 10 pM cada primer, 10uL de 2X
QuantiFast SYBR Green PCR Kit (QUIAGEN) e 7,0uL de agua, com as seguintes
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definigdes: 94°C, durante 15 minutos, seguidos de 40 ciclos de 94°C, durante 30 segundos,
temperatura anelamento especifica dos primers, que foram desenhados com base na
sequéncia disponivel no GenBan (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/). As reacdes foram
realizadas em triplicatas juntamente com o controle negativo. A RNA polimerase Il serd

utilizada como controle enddgeno.
4.4 Anélise Estatistica

A quantificacdo relativa do AACt foi realizada de acordo com Livak e Schmittgen
(2001). A diferenca entre a média do Ct do gene de interesse e a média de Ct do gene
endogeno (ACT) foi calculada para normalizacdo. A expressdo relativa de cada gene foi
calculada pela forma AAC, e o resultado para a expressao do gene foi determinado por um
valor adimensional por meio da formula 224¢. O fator testado foi o grupo com
hipercetonemia e sem hipercetonemia (Controle saudavel). A comparacéo entre as medias foi
analisada pelo teste t de Student. Os valores foram expressos como media + erro-padréo da

média. Para verificar a homogeneidade das variancias foi usado o teste de Levene.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
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5. RESULTADOS

A concentragdo de quemerina foi determinada numa populacdo de 26 vacas no
momento do parto, sendo 14 no grupo controle e 12 no grupo hipercetonemia . Houve uma
maior expressao da quemerina grupo hipercetonemia comparado ao grupo controle (0.117 vs
-2, 31, respectivamente) (Tabela 1).

Tabela 1: Estatistica descritiva dos resultados da Avaliagdo da expressdo do gene da quemerina em
vacas com e sem hipercetonemia

Descritivas de Grupo

Grupo n Média Mediana DP Erro-padréo
Quemerina Controle 14 -2.31 -3.03 2.72 0.727
_ Hipercetonemia 12 0.117 -0.585 1.95 0.564

NuUmero de individuos, DP= Desvio Padréo.

Para examinar se a variancia entre os grupos foi homogénea ou nédo, realizamos o
teste de Levine. Com o valor de p > 0.05, podendo afirmar que as variancias foram

homogéneas entre o0s grupos analisados (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacdo da homogeneidade da variancia entre os grupos com e sem Hipercetonemia

Teste a Homogeneidade de Variancias (Levene)

F al gl2 P
Quemerina 1.96 1 24 0.174

F= valor da estatistica calculado pelo teste de Levene; gl = grau de liberdade; gl2=
grau de liberdade dentro dos grupos; P= p-value.

A avaliacdo da diferenca entre os grupos foi avaliada através do Teste de Student,
sendo os grupos considerados significativamente diferentes p <0,05 (Tabela 3), ou seja, 0
grupo com hipercetonemia teve uma maior expressdo de quemerina comparado ao grupo
controle.
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Tabela 3: Comparacdo de expressdo do gene da quemerina em animais com e sem
Hipercetonemia.

Teste t para amostras independentes

Estatistica gl p
Quemerina t de Student -2.57 24.0 0.008
G U de Mann-Whitney 41.0 0.014

gl =grau de liberdade; P= p-value.

A Figura 1 mostra a maior expressdo da quemerina em vacas com hipercetonia

comparada ao grupo controle.

Chemerina

o Media (95% 1C)
o Medana

Chemerina

F

Contraole Hipercetonamia
Grupos

Figura 1: Expressdo da quemerina em tecido placentario de vacas com e sem
hipercetonemia. Fonte: O autor.

Ao avaliarmos a correlacdo da concentracdo placentaria do mRNA da quemerina do
grupo com hipercetonemia com as concentracdes de acidos graxos nao esterificados AGNEs,
insulina e glicose, verificamos que houve diferenca significativa da expressdo da quemerina
com a quantidade de AGNEs (Tabela 4).
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Tabela 4: Correlagdo entre a concentracdo placentaria do mRNA da quemerina com as
concentragdes sanguineas de &cidos graxos ndo esterificados AGNEs, insulina e glicose em

vacas com e sem Hipercetonemia.

Matriz ~ de
Correlacao

quemeriuna AGNEs insulina glicose
Quemerina R de Pearson - - - -
gl : : . :
p-value - - - -
AGNEs R de Pearson 0.520 - - -
al 23 - - -
p-value 0,008 - - -
insulina R de Pearson -0,377 -0,251 - -
gl 24 23 - -
p-value 0,058 0,226 - -
R de Pearson -0,207 -0.066 -0,059 -
al 24 23 24 -
glicose p-value 0,310 0,753 0,774 -

Nota.* p < 0,05, ** p < 0,001
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6. DISCUSSAO

A cetose é uma doenga metabdlica caracterizada pelo aumento de corpos ceténicos
que aparece principalmente em vacas em lactacdo (de 2 a 6 semanas apds o0 parto) associada
ao alto gasto energético e consequente diminuicdo na producdo de leite (SANTOS, 2011),
isto se deve ao fato que nas Ultimas semanas que antecedem o parto em vacas, ocorre
aumento da demanda energética, com maior predisposicdo a mobilizacdo da gordura corpérea
e a reducdo da capacidade ingestiva. Desta forma, os animais utilizam suas reservas de &cidos
graxos corporais para repor sua demanda energética. Porém, existe um limite que os éacidos
graxos podem ser manipulados pelo organismo e utilizados pelo figado. Quando este limite é
atingido, as gorduras ndo sdo mais queimadas para fornecer energia, e comeca a se acumular
nas células do figado como triglicerideos, e alguns dos acidos graxos sdo convertidos em
cetonas (GOFF., 2006; GUARD., 2000).

A quemerina foi descrita inicialmente como uma nova quimiocina ligante de receptor
acoplado a proteina G, tais como CMKLR1, GPR1, and CCRL2 expressos em células
dendriticas e macrofagos (BARNEA et al., 2008; ZABEL et al., 2005; ZABEL et al., 2008).
Embora a contribuicédo relativa de tecidos ou células para os niveis sistémicos da quemerina,
ndo esteja completamente estabelecida, analises do padrdo de expressdo em camundongos
revelaram que a mesma € altamente expressa em tecidos adiposos e no figado (PARLEE et
al., 2010).

No presente estudo, nos avaliamos se existia uma relacdo entre a concentracdo da
quemerina placentaria com o disturbio metabdlico cetose. Nossos resultados mostraram um
aumento na expressao do RNAm da quemerina no grupo de animais com hipercetonemia.
Estes dados suportam a hipOtese que a que a expressdo de mRNA da quemerina esta
associada ao fendtipo da sindrome metabdlica, visto em humanos e outros animais
(BOZAOGLU et al., 2007; DENG et al., 2013; ROH et al., 2016). Este foi o0 primeiro estudo
avaliando a expressdo da quemerina em tecido placentario de vacas com e sem

hipercetonemia.

Niveis séricos de BHB estdo entre 0,0 a 1,1 mmol/dl considera-se que 0s animais
estdo saudaveis. Por outro lado, valores superiores a 1,2 mmol/dl tém sido relacionados com
cetose (NOVAES et al, 2019). No presente estudo, encontramos uma associagao

significativa entre o nivel de AGNEs, e BHB. Estes dados podem ser justificados uma vez
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que segundo (NOVAES et al, 2019 & BERGMANN, 2022) os niveis de AGNEs
aumentavam em torno de sete vezes, no animal no periodo de lactacdo, para a vaca conseguir
gerar energia para o feto e para si. Além disso, os acidos graxos sdo consumidos como uma
fonte de energia nos tecidos periféricos e que com um balanco energético negativo decorrente
do periodo gestacional em vacas esteja relacionado com maior consumo de AGNES e maior

sintese de quemerina.

7. CONCLUSAO

E possivel concluir que a quemerina desempenha um papel significativo na cetose e
que também esta ligada ao acimulo de acidos graxos nédo esterificados na placenta de vacas,
sugerindo que a mesma pode ser utilizada como um possivel biomarcador para cetose bovina.
Estudos com este vies devem ser encorajados devido a importancia econdmica e de saude nos
animais, pois animais de producdo de leite fazem parte de um grande poder econémico no
pais, e estudos sobre ela ajudariam a economia, pois 0s animais acometidos pela doenca
diminuem por um periodo sua producao de leite e continuam gerando 0s menos gastos para

0s produtores.
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